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“Dizem que antes de um rio entrar no mar, ele treme de medo. Olha para tras, para toda a
jornada que percorreu, para o longo caminho sinuoso que trilhou através de montanhas,
florestas, povoados. E vé a sua frente um oceano tao vasto, que entrar nele nada mais ¢ que
desaparecer para sempre.

Mas nao ha outra maneira... O rio ndo pode voltar, ninguém pode voltar. Voltar ¢ impossivel

na existéncia. O rio precisa se arriscar € entrar no oceano.

E somente quando ele entrar ¢ que o medo desaparece. Porque s6 assim o rio saberd que nao

se trata de desaparecer no oceano, mas de tornar-se oceano."

(Osho)



RESUMO

Alexandrino, C. R. Caracterizacdo estrutural, fitoquimica e atividade biologica de extratos
foliares de espécies de Palicourea Aubl. (Rubiaceae) da Mata Atlantica. 2016. 161f. Tese
Doutorado em Biologia Vegetal- Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

Palicourea é um género neotropical predominantemente constituido por arbustos e
subarbustos, com maior diversidade na América do Sul e Central. No Brasil, o género esta
representado por 56 espécies e seis subespécies, que ocorrem principalmente na Floresta
Amazodnica, Mata Atlantica e Cerrado. Os objetivos do presente estudo foram: (1) comparar a
anatomia e micromorfologia das folhas de Palicourea fulgens, P. guianensis, P.
longipedunculata, P. marcgravii, P. rudgeoides e P. tetraphylla ¢ a importancia destes
parametros no aspecto taxondmico e ecoldgico de Palicourea; (2) testar o efeito toxico dos
extratos foliares de P. marcgravii; P. rudgeoides e P. tetraphylla a fim de verificar a agdo
sobre a forma epimastigota do Tripanossoma cruzi e a atividade antifiingica dos extratos
contra Candida albicans, C. tropicalis e Fusarium solani; (3) assim como, identificar
micromoléculas desses extratos para corroborar com o perfil fitoquimico e quimiotaxondmico
do género. O material vegetal foi coletado em locais de Mata Atlantica no Sudeste do Brasil.
As amostras foram processadas e analisadas seguindo as técnicas usuais para microscopia
optica, eletronica de varredura e transmissdo e para testes histoquimicos. Os extratos foliares
foram obtidos pela rotaevaporagdo seguida de fracionamentos e usados tanto nos testes de
atividade antifungica e antiparasitaria quanto na prospec¢do quimica. As caracteristicas
anatOmicas gerais observadas foram: presenca de tricomas tectores unicelulares, ldmina foliar
hipoestomatica, estdmatos paraciticos e paralelociticos, epiderme unisseriada, presenca de
papilas e idioblastos contendo feixes de rafides. Os testes histoquimicos revelaram presenca
de lipideo, amido, composto péctico e lignina. As andlises estatisticas permitiram segregar
espécies por estrutura da folha e inferir a relagdo de afinidade entre as espécies analisadas. E
permitiram, ainda, observar aspectos da plasticidade fenotipica das folhas. Os ensaios
biologicos revelaram consideravel efeito dos extratos sobre a forma epimastigota do T. cruzi,
porém nenhum dos extratos testados foi capaz de inibir o crescimento das leveduras C.
albicans e C. tropicalis e do fungo filamentoso F. solani. Os espectros de ressondncia
revelaram a presenga de cumarinas no extrato acetato de etila de P. rudgeoides e as placas
cromatograficas indicaram a possivel presenga também em P. marcgravii e P. tetraphylla. O
perfil quimiotaxondmico revelou uma tendéncia na produgdo de alcaloide iridoidico em
Palicourea. Tais resultados evidenciam o potencial da caracterizagdo anatdmica e quimica da
folha para a circunscricdo de Palicoureeae e colaboram com a sistematica de Rubiaceae
indicando tendéncias anatdomicas e quimicas para a tribo.

Palavras-chave: Anatomia foliar. Ultraestrutura. Palicoureeae. Composicao quimica.



ABSTRACT

Alexandrino, C. R. Characterization of the structure, phytochemistry and biological activity of
leaf extracts of species of Palicourea Aubl. (Rubiaceae) of the Atlantic Forest. 2016. 161f.
Thesis PhD in Plant Biology - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade
do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

Palicourea is a Neotropical genus of predominantly shrubs and subshrubs and is most
diverse in South and Central America. In Brazil, the genus is represented by 56 species and 6
subspecies, which occur mainly in the Amazon Forest, Atlantic Forest and the Cerrado. The
objective of the present study was to compare the anatomy and micromorphology of the
leaves of six species of Palicourea from the Atlantic Forest, and discuss the importance of
these parameters to the taxonomy and ecology of the genus. The toxic effects of the leaf
extracts of P. marcgravii; P. rudgeoides and P. tetraphylla against the epimastigote form of T.
cruzi, and antifungal activity against C. albicans, C. tropicalis and F. solani, were tested.
Additionally, the study aimed to identify micromolecules of the extracts in order to
corroborate the phytochemical and chemotaxonomical profile of the genus. The plant material
was collected from sites in Atlantic Forest in southeastern Brazil. Preparation of the samples
followed standard techniques for light, scanning electron and transmission electron
microscopy and histochemical tests. Leaf extracts were obtained by rotary evaporation
followed by fractioning and used in tests antifungal, antiparasitic activity and chemical
prospecting. The general anatomical characteristics observed were: the presence of
unicellular, tector trichomes; hypostomatic leaf blades; paracytic and parallelocytic stomata;
uniseriate epidermis; papillaec and idioblasts containing bundles of raphides. Histochemical
tests revealed the presence of lipid, starch, lignin and a pectin compound. Statistical analyses
segregated the species according to leaf structure and inferred an affinity among the analyzed
species. These analyses also documented the phenotypic plasticity of the leaves. The
biological tests revealed a considerable effect of the extract on the epimastigote of T. cruzi,
but none of the tested extracts were able to inhibit the growth of the yeasts C. albicans and C.
tropicalis or the filamentous fungus F. solani. The resonance spectra revealed the presence of
coumarins in the ethyl acetate extract of P. rudgeoides, and the chematographic plates
indicated their possible presence in P. marcgravii and P. tetraphylla as well. The
chemotaxonomic profile revealed a tendency toward the production of iridoid alkaloid in
Palicourea. These results show the potential of the anatomical and chemical characterization
of leaves for the circumscription of Palicoureeae, and corroborate the systematic of Rubiaceae
indicating anatomical and chemical trends for the tribe.

Keywords: Leaf anatomy. Ultrastructure. Palicoureeae. Chemical composition
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INTRODUCAO GERAL

A biodiversidade pode ser definida como a variedade de formas de vida existentes no
planeta. Existem estimativas de que cerca de 20% da diversidade biologica esteja presente em
territorio brasileiro (BRASIL 2004) distribuida por seus diferentes biomas. Neste cenario
temos a Mata Atlantica que figura entre os hotspots mais ameagados do mundo tanto pelas
mudancas climaticas quanto pela interferéncia humana. Apenas 11,6% de sua cobertura
vegetal natural permanecem de forma bastante fragmentada, o que resulta em alta
vulnerabilidade deste bioma e por isso ¢ identificada como uma das principais prioridades de
preservacdo bioldgica para os ecossistemas globais (MYERS et al. 2000; OLSON;
DINERSTEIN 2002; SCARANO; CEOTTO 2015). Este bioma esta distribuido ao longo da
costa atlantica do pais, atingindo 4reas da Argentina e do Paraguai nas regides Sudeste e Sul.
No Brasil ¢ formada por um conjunto de ecossistemas complexos e de grande importancia por
abrigar uma porcentagem significativa da diversidade biologica (STEHMANN et al. 2009;
FUNDACAO SOS FLORESTA ATLANTICA; INPE 2014).

Dentre as familias botanicas que podem ser encontradas na Mata Atlantica pode-se
destacar a Rubiaceae, que ¢ uma das cinco mais ricas em numero de espécies dentre as
Angiospermae com, 13.000 espécies circunscritas a 620 géneros (GOEVARTS, FRODIN,
RUHSAM 2007). Suas espécies ocorrem em todos os continentes, mas a maioria estd em
areas tropicais e subtropicais (ROBBRECHT 1988; GOEVARTS, FRODIN, RUHSAM
2007). Rubiaceae apresenta espécies como Coffea arabica L. de grande valor historico e
econdmico, devido ao ciclo de exploragdo do café no Brasil e também espécies com potencial
terapéutico importante, como as espécies de Cinchona que possuem o quinino usado no
tratamento da malaria (NEVES, 1974; CIC, 2009; BOULOS et al. 1997).

Nas ultimas décadas a familia sofreu vdrias alteragdes em sua classificacdo, pela
influéncia de estudos filogenéticos moleculares, floristicos e revisdes taxondmicas sobre
Rubiaceae Neotropicais (DELPRETE; JARDIM 2012). A classificacdo taxondmica segue
diferentes propostas de classificagdo. ROBBRECHT; MANEN (2006) incluem apenas duas
subfamilias, a Cinchonoideae e a Rubioideae. Sendo Cinchonoideaea dividida em trés grupos:
tribo Coptosapelteae, a supertribo Ixoridinae (14 tribos e aliancas) e a supertribo
Cinchonidinae (sete tribos e complexos). Por sua vez, Rubioideae ¢ dividida em trés grupos:
Rubioideae basal (Colletoecema E.M.A. Petit e cinco tribos), a supertribo Psychotriidinae
(seis tribos) e a supertribo Rubiidinae (oito tribos). Todavia, a classificacio de BREMER;

ERIKSSON 2009 retoma a divisdo da familia Rubiaceae em trés subfamilias: Rubioideae,
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Cinchonoideae e Ixoroideac (BREMER; JANSEN 1991; BREMER 1992, 1996, BREMER;
ERIKSSON 2099; BREMER et al. 1995; ROVA et al. 1997, BREMER; MANEN 2000;
ROVA et al. 2002), sendo esta a classificagcdo utilizada neste trabalho. Além das mudangas
em nivel de subfamilia, a defini¢do do taxa nos demais niveis hierdrquicos também tem
sofrido modificagdes (ROVA et al. 2002; DELPRETE; CORTES 2004).

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi caracterizar aspectos anatomicos,
ultraestruturais, fitoquimicos, atividade antifingica e antiparasitaria da folha de diferentes
espécies de Palicourea oriundas de remanescentes de Mata Atlantica, visando contribuir para
os estudos taxondmicos do género e, também, para o melhor conhecimento e preservagdo das
areas nativas desse bioma. Para isso, esta tese foi organizada em seis secdes: As duas
primeiras se¢des apresentam a fundamentacdo teodrica dos temas abordados, o bioma Mata
Atlantica, a familia Rubiaceae, as caracteristicas do género, as espécies estudadas, as areas de
estudo e os objetivos deste trabalho. A terceira se¢do apresenta os resultados relativos a
morfoanatomia e ultraestrutura da folha de seis espécies de Palicourea ¢ a relagdo
intraespecifica das espécies analisadas. Os resultados obtidos nesta sessao foram submetidos a
publicagdo na revista Plant Systematic and Evolution, trabalho intitulado: “Comparative leaf
anatomy and micromorphology of Palicourea (Rubiaceae)”. Na quarta secdo, os extratos
foliares de Palicourea marcgravii, P. rudgeoides e P. tetraphylla foram testados para
averiguar a agdo sob a forma epimastigota do Trypanossoma cruzi, das leveduras Candida
albicans e Candida tropicalis e também sobre o fungo filamentoso Fusarium solani. Esses
dados foram publicados na revista European Journal of Biomedical and Pharmaceutical
Sciences, trabalho intitulado “Bioatividade de extratos foliares de espécies de Palicourea
(Rubiaceae) sobre Trypanosoma cruzi, Candida sp e Fusarium solani”. Na quinta secdo, foi
realizada a andlise fitoquimica dos extratos foliares das mesmas espécies testadas para
atividade antifingica e antiparasitaria. Esses resultados estdo sendo organizados e serdo
submetidos para publicacdo a revista Biochemical Systematic and Ecology. A sexta secdo

apresenta as conclusodes dos resultados obtidos neste estudo.
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1- FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 A Mata Atlantica

A grande diversidade biologica, os altos niveis de riqueza ¢ do endemismo, associados
ao desflorestamento, incluiram a Mata Atlantica definitivamente no cenario mundial como um
dos 34 hotspots de biodiversidade (MITTERMEIER et al. 2004). Por esta razdo, a integragao
entre varias areas de estudo para o conhecimento desse bioma vem se destacando como de
fundamental importancia. Uma sugestdo para a conservagdo dos fragmentos € que estes
possam ser manejados a fim de manter mosaicos ligados funcionalmente; ou seja, fragmentos
com conectividade estrutural (SCARANO; CEOTTO 2015).

A 4rea original abrangia 1.1 milhdes de km® o equivalente a 12% do territorio
brasileiro (MORELLATO 2000; OLIVEIRA-FILHO; FONTES 2000; GALINDO;
CAMARA 2005). Os niimeros do quanto ainda resta da cobertura vegetal variam de acordo
com a fonte e a metodologia utilizada (GALINDO; CAMARA 2005; Fundagio SOS Floresta
Atlantica; INPE 2008). Murray-Smith (2009) acredita que este nimero gire em torno de 5%.
De acordo com Ribeiro et al. (2009), restam 11% da vegetagdo original distribuida em
fragmentos florestais de tamanho reduzido (<100 ha). Porém, de acordo com Guedes;
Seehusen (2011), 22% da area original ainda estdo cobertas com remanescentes de vegetacao
nativa.

Independente da metodologia utilizada, os remanescentes estdo representados, em
grande parte, por fragmentos em diferentes graus de degradagdo, devido a diferentes pressoes
antropicas (OLIVEIRA-FILHO; FONTES 2000; FUNDACAO SOS FLORESTA
ATLANTICA; INPE 2001; ROCHA et al. 2003; CRUZ; SILVA-GONCALVES; NUNES-
FREITAS 2013). Segundo Metzger (2009), esses fragmentos sdo isolados por florestas de
crescimento secundario em estagios iniciais € médios de sucessao.

Por ocupar uma grande extensdo em érea de latitude e longitude muito variada, com
diferentes altitudes, relevos, tipos de solo e condi¢gdes climaticas, esse bioma levou a
formagdo de uma enorme variabilidade vegetacional através das diferentes regides em que
ocorre no pais (MAYO; FEVEREIRO 1982; RODRIGUES et al. 1989; MANTOVANI, 1990;
MORIM-DE-LIMA; GUEDES-BRUNI 1994; FELTILI et al. 2002; REZENDE et al. 2015).
Por possuir essa grande diversidade florestal, ainda abriga espécies desconhecidas
(LEWINSOHN; PRADO 2005), sobretudo do ponto de vista botanico (QUINET et al. 2000).

As formacdes desse bioma sdo: Florestas Ombroéfila Densa e Ombrofila Mista

(Floresta de Araucarias), Estacional Semi-decidual, Estacional Decidual e Savana (VELOSO
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et al.1991). No Brasil, a Floresta Atlantica corresponde a segunda maior floresta tropical
umida, apenas sendo comparada a Floresta Amazonica. Este bioma estendia-se do Rio Grande
do Norte ao Rio Grande do Sul, e ocupava uma area de 1,3 milhdes de quilometros quadrados.
Sua destruicao se iniciou com a exploracdo do pau-brasil no século XVI. Hoje a maior parte
da area litoranea, que era coberta pela Mata Atlantica, estd ocupada por grandes cidades,
pastos e agricultura (MORELLATO 2000; RIBEIRO et al. 2011; JOLY et al. 2014).

Trabalhos com diferentes abordagens a cerca dos remanescentes de Mata Atlantica
vém contribuindo para o conhecimento de sua diversidade vegetal. Por exemplo, estudos de
abordagem geografica como relatado no trabalho de Borgo (2011) com o objetivo subsidiar
estudos de dinamica da vegetacdo e efeitos das mudangas climaticas. Estudos de abordagem
fitofisiondmica vém também contribuindo, como € o caso do trabalho de Brandado (2009) que
avaliou a estrutura fitossociologica da comunidade arbérea em um fragmento de Floresta
Ombrofila Densa, em Igarassu — PE. Outra importante contribui¢do foi o trabalho de Delprete;
Jardim (2012) que forneceu uma visdo geral sobre a classificacdo de Rubiaceae com énfase
nos géneros que ocorrem no Brasil.

No Estado do Rio de Janeiro a Floresta Atlantica ocupou 16% do territério (CIDE
2000), a paisagem atual da regido € constituida por fragmentos florestais geralmente
pequenos, isolados, perturbados e circundados por extensas matrizes antropicas, como pastos
e monoculturas. O Estado do Espirito Santo apresenta também este processo de degradacao
com cerca de 9% da vegetagdo original (FUNDACAO SOS MATA ATLANTICA 2002).

Os fragmentos florestais normalmente estdo representados por unidades de
conservagdo biologicas como ¢ o caso do Parque Nacional do Itatiaia (PARNA Itatiaia),
Parque Nacional da Serra dos 6rgdos (PARNASO) e Estagcdo Bioldgica de Santa Lucia
(EBSL). O PARNA Itatiaia esta localizado a sudoeste do estado do Rio de Janeiro (22°19" a
22°45' S e 44°45' a 44°50"' W), com altitudes de 600 a 2791 metros sobre o mar (m.s.m), com
temperaturas médias anuais, dependendo da elevagdo, sendo entre 15 e 27 °C (Disponivel:
http://www.icmbio.gov.br/parnaitatiaia/, acessado: 23 de abril de 2016). Ocupa uma area de
30.000 hectares, o clima, pelos padroes de Koppen, ¢ de dois tipos: Cwb (mesotérmico com
verdo brando e estagdo chuvosa no verdo) nas partes elevadas da montanha, acima dos
1.600mde altitude, e Cpb (mesotérmico com verdo brando sem estacdo seca) nas partes baixas
das encostas da montanha (ALVARES et al. 2014). O relevo ¢ montanhoso, incluindo
encostas € o topo do planalto, onde emergem penhascos rochosos. A partir dos 1.600 m e até
2.200 m, as comunidades florestais t€ém seus tamanhos reduzidos. Acima dos 2.200 m, as

comunidades passam a ser arbustivas, com pequenas manchas de vegetacdo arborea. Na
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regido do planalto, a riqueza maior ¢ das herbaceas. As variagdes de altitude permitem que
sejam encontradas no Parque, além da tipica Floresta Ombrofila Densa Montana, a Floresta
alto montana, ou popularmente denominadas Florestas nebulares nas por¢des mais elevadas
da Serra, a partir dos 1.600 m de altitude. A medida que se eleva a altitude a paisagem
arbustivo-arborea segue-se densa como cobertura campestre designada por campo de altitude
(DOS SANTOS 2000).

O PARNASO esta localizado no trecho da Serra do Mar na regiao central do estado do
Rio de Janeiro, abrangendo os municipios de Teresopolis, Petropolis e Guapimirim (22°52° a
22°54’S e 42°09° e 45°06°W), com altitudes de 200 a 2.263 m.s.m (Disponivel:
http://www.icmbio.gov.br/parnaserradosorgaos/atributos-naturais.html, acessado: 08 de junho
de 2015). Ocupa uma area de 20.024 hectares, o clima, segundo K&ppen, ¢ do tipo Cwb -
tropical de altitude, com uma curta estagdo seca (ALVARES et al. 2014). O relevo ¢ bastante
acidentado com grande variacdo de altitude, podendo variar de 80 m a 2.263 m na Pedra do
Sino, ponto culminante do Parque. As fisionomias vegetais do PARNASO variam de acordo
com a altitude: até¢ 1.500 m predominam as florestas pluvial baixo montana ¢ montana, com
espécies de grande porte, como o jequitiba; entre 1.500 ¢ 2.000 m de altitude ocorre a floresta
pluvial alto-montana, com vegetagdo de porte médio e arvores retorcidas exibindo um certo
grau de xeromorfismo, devido as baixas temperaturas; e acima de 2.000 metros, ocorrem o0s
campos de altitude, com porte herbaceo-arbustivo aberto, que se desenvolve sobre os

afloramentos rochosos. (Em: < http://www.icmbio.gov.br/parnaserradosorgaos/atributos-

naturais.html > acesso em: 28 de maio de 2013).

A EBSL esta localizada na regido serrana do municipio de Santa Teresa, na Serra da
Mantiqueira- Espirito Santo (19°57°10” a 19°59°00”S e 40°31°30” a 40°32°25”W), em
altitudes de 550 a 950 msm. Ocupa uma area de 440 hectares, o clima ¢ do tipo Cfa —
subtropical imido (KOPPEN, 1948), sem estiagem, com temperatura do més mais quente
superior a 22° C e do més mais frio entre 3 e 18 C (Disponivel:
http://acd.uftj.br/~araujo/ebsl/biologica objetivo.htm, acessado: 8 de junho de 2015). Relevo
com forte declividade, originando afloramentos rochosos de composi¢do granito-gnaissica e
pequenas varzeas intermontanas. A EBSL compreende um remanescente de Mata Atlantica
ocupada por vegetagdo tipica da Floresta Ombroéfila Densa em diferentes estagios de sucessao.
Grande parte da EBSL encontra-se em estagios avangados de sucessdo vegetal, com
fisionomia arborea fechada e dossel atingindo entre 10 e 20 metros; alguns individuos

emergentes ultrapassam os 30 metros de altura. Destacam-se neste ambiente representantes de


http://www.icmbio.gov.br/parnaserradosorgaos/atributos-naturais.html
http://www.icmbio.gov.br/parnaserradosorgaos/atributos-naturais.html
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diversas espécies das familias botanicas Myrtaceae, Lauraceae, Sapotaceae, Rubiaceae,
Annonaceae, Melastoflorestaceac (MENDES; PADOVAN 2000).

Para que haja preservacao destes fragmentos florestais, ha necessidade de se conhecer
melhor as familias, géneros e espécies de planta que estdo presentes naturalmente nestas

areas.

1.2 A familia Rubiaceae

Rubiaceae pertencente a ordem Gentinales (APG III 2009) e foi descrita
primeiramente por Antoine Laurent de Jussieu, em 1789. Esta familia tem seu nome derivado
de Rubia L., do latim rubium, referéncia a tinta vermelha produzida por algumas espécies
deste género e utilizada para o tingimento de tecidos (CRONQUIST 1981). E considerada
uma das maiores familias de plantas lenhosas nos trépicos com espécies de importante valor
econdmico, historico e com potencial terapéutico (GOEVARTS et al. 2007).

Rubiaceae apresenta uma distribuicdo cosmopolita, porém diversas espécies estao
concentradas em florestas tropicais e subtropicais imidas (ROBBRECHT 1988). De acordo
com o banco de dados mundial, o nimero de espécies da familia ¢ de 13.548 e 617 géneros
(THE PLANT LIST 2010). No Brasil estd representada por 1.347 espécies e 118 géneros
(FORZZA et al. 2010), estando esses distribuidos pelos biomas: Amazonia, Cerrado,
Caatinga, Restingas e Mata Atlantica (DELPRETE; JARDIM 2012), ocupando o quinto lugar
em numero de espécies (FORZZA et al. 2010).

A familia ¢ caracterizada por abrigar plantas arboreas, arbustivas, subarbustivas,
herbaceas; ervas eretas ou reptantes; trepadeiras voliveis herbiceas ou lenhosas; lianas
terrestres ou raramente epifitas (Hillia). Caules cilindricos, as vezes angulosos ou
decussadamente achatados, geralmente inermes, ou com espinhos axilares (2 por n6 em
Chomelia, (2-)3-4 por n6 em Randia). Rafides presentes e abundantes em grande numero de
géneros. Estipulas interpeciolares, sempre presentes, persistentes ou caducas, de formas
muito variadas, inteiras, bifidas ou multifimbriadas, as vezes folidceas e por vezes
completamente semelhantes as mesmas folhas, dando a impressdo de folhas verticiladas
(Galium), ou concrescidas num cone apical imediatemente caduco (Amaioua). Folhas opostas
e deussadas, menos frequentemente verticiladas, ou parecendo verticiladas pela presenga de
braquiblastos axilares (Mitracarpus, Spermacoce, Staelia) ou por ter estipulas semelhantes as
folhas (Galium), ou excepcionalmente pseudoalternas. Laminas simples, inteiras, raramente
anisofilas com margem sempre inteira. A inflorescéncia pode ser paniculada, cimosa a

racemosa, umbelada, espiga, capitada ou espiciforme, reduzidas a uma flor solitaria, terminal
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ou axilar. As flores sdo hermafroditas, as vezes unissexuais (por exemplo, Cordiera, Amaioua,
Randia, Galium), actinomorfas, raramente zigomorfas, frequentemente heteromorfas
(distilicas), geralmente 4-5-meras (raramente 2-3-meras ou 6-7-meras). O calice cupular ou
tubular ou raramente extremadamente reduzido, comumente com pequenos lobos iguais ou
desiguais, as vezes truncado ou ondulado, ou raramente com um ou mais lobos folidceos ou
petaloides. A corola ¢ gamopétala, hipocrateriforme, infundibuliforme, campanulada ou
tubulosa, raramente rotada; de prefloragao valvar, contorta ou imbricada; frequentemente com
pubescéncia no interior. Estames isostémones e insertos no tubo da corola, alternados com os
lobos da corola. Anteras livres, introrsas, com deiscéncia longitudinal, dorsi- ou basifixas.
Ovario em regra infero, comumente bilocular, raramente plurilocular (rarissimo unilocular),
com um até muitos 6vulos em cada loculo. Loculos sincarpicos, com placenta central (muito
raramente parietal, ex., Randia). Ovulos anatropos a semianatropos, apotropos, uni-
tegumentados e tenuinucelados, algumas vezes com estrofiolo. Disco epigino, geralmente
evidente, inteiro ou lobado. Estilete inteiro, bifido ou multifido (usualmente no mesmo
nimero dos loculos do ovario). Estigma capitado, oblongo ou com ramos estigmaticos no
mesmo numero dos ldculos. Fruto capsular (loculicidio e/ou septicidio), esquizocarpico,
bacaceo ou drupaceo. Sementes uma, poucas ou muitas por cada loculo (raramente uma por
cada fruto, devido ao aborto de um 6vulo, em Coussarea), livres, horizontais ou verticais, as
vezes imersas em tecido placentario, lisas ou esculpidas, as vezes aladas, excepcionalmente
com um penacho de pélos (extensdes do exotesta, em Hillia), endospermadas, com albumem
abundante, raramente escasso ou ausente. Embrido reto ou curvo (BARROSO et al. 1991;
DELPRETE; SMITH; KLEIN 2004).

A divisdo em subfamilias foi baseada ao longo do tempo, em diferentes caracteristicas
morfologicas. De Candolle (1930) e Schumann (1891) basearam-se no numero de évulos por
loculo do ovério. Verdcourt (1958) e Bremekamp (1966) na escassez ou abundéancia de
endosperma e na presenca ou auséncia de rafides. J& Robbrecht (1988) na placentagdo,
biologia floral, morfologia e anatomia de frutos e sementes. As formas de classificacdo de
Verdcourt (1958), Bremekamp (1966), e Robbrecht (1988) foram importantes fontes para
estudos posteriores de taxonomia e morfologia (BREMER; MANEN 2000). Atualmente, a
familia estd dividida em trés subfamilias (Rubioideae, Cinchonoideae e Ixoroideae)
sustentadas por estudos filogenéticos baseados em biologia molecular, com a nova posi¢ao e
defini¢ao de suas tribos (BREMER 2009; BREMER; ERIKSSON 2009). Essa divisao ¢
sustentada também por caracteristicas anatomicas (DELPRET 2004) (Tabela 1).
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Cinchonoideae Raf. é a menor subfamilia, com aproximadamente 1.500 espécies. Em
sua maioria sdo arvores pequenas ou arbustos, com prefloracdo imbricada ou valvar. Possui
distribuicao paleotropical, porém mais concentrada no continente americano, da América do
Norte até a América do Sul (BREMER; ERIKSSON 2009). A subfamilia Ixoroideae Raf.
abriga arvores ou arbustos ¢ a prefloragdo ¢ variavel, em sua maioria valvar ou imbricada para
a esquerda, e muitos de seus representantes possuem apresentacdo secundaria de polen. A
subfamilia possui distribuicdo pantropical e pansubtropical com cerca de 4.000 espécies
(BREMER; ERIKSSON 2009; BREMEKAMP 1966).

A subfamilia Rubioideae Verdc. (VERDCOURT 1958) é um grupo monofilético bem
definido, que pode ser caracterizado por ervas ou arbustos com rafides de oxalato de calcio,
prefloragdo valvar e indumento com tricomas articulados (ROBBRECHT; MANEN 2006). A
subfamilia possui distribui¢do cosmopolita, tropical ou subtropical e é a maior dentro da
familia Rubiaceae, com 3.400 espécies e nove tribos (RAZAFIMANDIMBISON; RYDIN;
BREMER 2008), incluindo as tribos: Palicoureae e Psychotrieae.
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Tabela 1 — Caracteristicas gerais das trés subfamilias atualmente reconhecidas na familia
Rubiaceae, com énfase em géneros neotropicais.

Cinchonoideae Ixoroideae Rubioideae
Habito arvores, arbustos, arvores, arbustos, geralmente ervas
lianas ervas, trepadeiras e arbustos,

raramente arvores

Estipulas inteira, raramente inteira, raramente inteira, bifida ou
bifida (ndo bifida (ndo fimbriada
fimbriada) fimbriada) (Spermacoceae

lato sensu

Calicofilos ausente (presente  presente em muitos  ausente (presente

em Kerianthera) géneros (ou em Oreopolus)
ausente)
Simetria foliar actinomorfa actinomorfa actinomorfa (tubo
(zigomorfa em (zigomorfa em da corola curvo

Coutarea ¢ Hillia) Henriquezieae ¢ em Palicourea)
Posoqueriae)
Estames inseridos na base,nomeio  no meio do tuboda  no meio do tubo

do tubo ou perto da  corola ou perto da ou perto da
abertura da corola abertura abertura da corola
Rafides de Oxalato  ausente (presente ausente presente
de calcio em Hillia e
Hamelia)

Fonte: DELPRETE 2004.

Metcalfe; Chalk (1985) mencionam a importancia do estudo anatomico como fonte de
dados para a identificacdo e taxonomia das plantas, neste sentido, a anatomia sob o ponto de
vista evolutivo fornece bases firmes para os estudos filogenéticos e ecoldgicos permitindo
também uma melhor compreensdo das adaptagcdes das plantas ao ambiente em que se
desenvolvem (DICKSON 1975; DESSEIN et al. 2001; MARTINEZ-CABRERA;
TERRAZAS; OCHOTERENA 2009). O estudo da anatomia e / ou micromorfologia das
folhas tem sido de grande importancia taxondmica e tem se mostrado util para a compreensao
de adaptacdes ambientais (por exemplo, MANTOVANI et al. 1995; MORAES et al. 2011;
MARQUES et al. 2015).

Estudos anatémicos, micromorfologicos unidos com os quimicos ¢ os de marcadores
moleculares vém se mostrando importantes na identificagdo de caracteristicas capazes de
separar taxa. Assim, esses estudos devem ser incentivados entre as Rubiaceae, uma vez que

alguns géneros como Coussarea Aubl., Gardenia Dumort, Uncaria Schreb., Mitragyna
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Korth., Psychotria L., Morinda L., Mitracarpus Zucc., Rudgea Salisb., Palicourea Aubl.,
Coutarea Aubl. possuem espécies que apresentam potencial medicinal, podendo atuar como
microbicidas, antiplasmoddicos, analgésicos, anti-inflamatorios, antioxidantes e antitumorais
(TOURE et al. 1996; GERMANO et al. 1999; AGUILAR et al. 2002; JAYASINGHE et al.
2002; SALUDES et al. 2002; DONGMO et al. 2003; SU et al. 2003; SUKSAMRARN;
TANACHATCHAIRATANA; KANOKMEDHAKUL 2003; ALVES et al. 2004;
BENEVIDES et al. 2004; GATTUSO et al. 2004; JANGDE; BANSOD 2004; HAMERSKI et
al. 2005; HEITZMAN et al. 2005; KIM et al. 2005).

Estudos taxondmicos da familia ligados a anatomia e a composi¢do quimica tém
indicado sua importancia. Aguiar (2005) caracterizou sete espécies de Coffea com a utilizagdo
de variaveis relacionadas a composi¢do quimica e indicou a possibilidade de duas variedades
serem hibridas entre duas das espécies caracterizadas. Moraes e colaboradores (2009)
caracterizaram a anatomia ¢ a ultraestrutura da lamina foliar de seis espécies de Simira e
observaram que a presenca de alcaloides pode ter valor taxondmico para o género. Bremer e
Manen (2006) definem Palicoureeae sem estipulas deciduas; de germinacdo pré-formada em
sua maioria presentes; auséncia do pigmento vermelho no revestimento da semente. Isso ¢é
diferente em Psychotrieae que tem estipulas caducas; fendas de germinagdo pré-formada em
sua maioria ausentes (exceto nos representantes do Pacifico); e revestimento do pigmento
vermelho nas sementes presentes na maior parte.

Ademais, segundo Taylor; Lorence; Gereau 2010, pesquisas morfologicas e
moleculares indicam que Palicourea e muitas espécies de Psychotria, do subgénero
Heteropsychotria, compreendem um unico grupo evolutivo. Em seu trabalho, Taylor e
colaboradores transferiram 25 espécies de Psychotria para Palicourea, sendo a classificagdo
infragenérica baseada principalmente em caracteristicas como estipula, fruto e tipo de
venacao foliar. Apesar dos numerosos estudos moleculares que foram empreendidos para a
familia (por exemplo: ANDERSSON; ROVA 1999; NEPOKROEFF; BREMER; SYTSMA
1999; BREMER; MANEN 2000; ROBBRECHT; MANEN 2006, BREMER; ERIKSSON
2009; BARRABE et al. 2014; RAZAFIMANDIMBISON et al. 2014), algumas duvidas
taxondmicas permanecem em determinados taxa.

A tribo Palicoureeae necessita, por exemplo, de estudos sobre os limites e as relagdes
inter e infragenéricas. A circunscri¢do atual de Palicoureeae inclui oito géneros amplamente
aceitos: Carapichea, Chassalia, Geophila, Hymenocoleus, Margaritopsis, Notopleura,
Palicourea e Rudgea (por exemplo, ROBBRECHT; MANEN 2006; GRUBER et al. 2008;
KOEHBACH et al. 2013; TAYLOR; GEREAU 2013). No entanto, Razafimandimbison e
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colaboradores (2014) demonstraram que o monofiletismo e as delimitagdes desses géneros
precisam ser rigorosamente testados com uma filogenia da tribo com base em uma amostra

ampliada de dados.

1.3 Género Palicourea

Palicourea Aublet é um género neotropical, subordinado a subfamilia Rubioideae,
supertribo Psychotriidinae, tribo Palicoureeac (ROBBRECHT; MANEN 2006). O género
aumentou de 290 (EL SEEDII 1999) para 800 espécies, incluindo espécies do género
Cephaelis e do subgénero Heteropsychotria (TAYLOR; LORENCE; GEREAU 2010). Possui
centros de riqueza na América do Sul e na América Central em paises como: México,
Equador, Colombia, Paraguai e Brasil (TAYLOR; GARDEN; TAYLOR 1997), (Figura 1). O
planalto do Sul-Centro do Brasil ¢ um dos centros de diversidade do género na América do
Sul (COELHO; BARBOSA 2003), podendo ocorrer também no cerrado, onde as espécies
sdo, de modo geral, endémicas (TAYLOR 1993). No Brasil ocorrem 56 espécies e seis
subespécies de Palicourea, sendo 16 espécies ¢ duas subespécies citadas para Mata Atlantica
(Rubiaceae no Brasileiro 2020. Jardim Botanico do Rio de Janeiro Disponivel:
http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora / floradobrasil / FB14133, acessado: 23 de abril de
2016).

Figura 1 - Distribuigdo geografica do género Palicourea.

Legenda: fonte: (Adaptado http://www.discoverlife.org/).

Este género apresenta plantas arbustivas ou arboreas de pequeno e grande porte, de
folhas inteiras, simples, opostas ou verticiladas. As estipulas sdo unidas ao redor do caule
formando uma bainha, caduca ou persistente. De acordo com Taylor e colaboradores (2010),

Palicourea inclui plantas adaptadas para a polinizagdo por beija-flor, com flores inodoras,
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pediceladas; inflorescéncia e flores sdo coloridas; corola tubulares relativamente grandes com
tubos bem desenvolvidos, muitas vezes curvados e expandidos na base, com esta por¢ao basal
contendo néctar que sdo protegidos de insetos por um denso anel de tricomas; sdo
hermafroditas, geralmente distilicas, uma condi¢do considerada ancestral no género
(TAYLOR; GARDEN; TAYLOR 1997); os frutos sdo carnosos variando de azuis a
nigrescentes e dispersos por aves (TAYLOR et al. 2007).

1.4 Potencial Biologico e Quimico do Género Palicourea

Palicourea apresenta espécies com potencial ornamental e fitotoxicoldgico e varias
espécies sdo utilizadas na medicina tradicional para tratamento de infecgdes fungicas, tosse e
dores de estdmago, além de estarem incluidas na lista de plantas utilizadas contra o cancer
(HARTWELL 1971). Os principais trabalhos realizados com o género no Brasil tém abordado
aspectos ecoldgicos das populagdes, a biologia reprodutiva ou a morfoanatomia foliar das
espécies (PEREIRA; MEIRA; AZEVEDO 2003; OLIVEIRA et al. 2004; BARBOSA-FILHO
et al. 2007; MENDONCA; DOS ANJOS 2006; SANTOS et al. 2008; BARBOSA et al. 2010;
MACHADO et al. 2010).

A utilizagdo das folhas de Palicourea coriacea (Cham.) K. Schum., popularmente
conhecida como "douradinha", em preparagdes de remédios caseiros na forma de chas, ¢
pratica comum tanto por comunidades rurais como por populagdes urbanas, oriundas
principalmente de regides do cerrado. Suas principais indicacdes terapéuticas sdo para
inflamacao de uretra e rins e como diurético. Relatos sobre a sua eficicia sdo encontrados em
cartilhas populares que resgatam formas tradicionais de tratamentos de doencas (VENCATO
et al. 2004). Palicourea rigida (Kunth) ¢ utilizada como ornamental, devido a caracteristicas
como a arquitetura de seu caule, ramos, folhas e também a presen¢a marcante de suas flores.
E uma planta bastante conhecida na medicina popular, sendo o decocto de suas folhas e hastes
utilizado em doengas do sistema urinario como a cistite (PIO CORREA 1984). Folhas e raizes
sdo usadas como anti-sifilico, folhas e casca do caule como depurativo e para inflamagdes do
ovario (GRANDI et al. 1989).

A investigacdo quimica deste género descreve a presenca de cumarinas, acidos
benzoicos e terpenos (EL SEEDII 1999), além de alcaloides (DO NASCIMENTO et al.
2006), alcaloides inddlicos e quinolinicos (VALVERDE; TAMAYO; HESSE 1999). De
acordo com a literatura, um numero significativo de espécies apresenta potencial citotdéxico de

seus extratos e fragoes (CRAGG et al. 2006).
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As pesquisas atuais tém provado que os produtos naturais sdo uma fonte rica de
fitoterapicos frente a uma grande variedade de doencas e distirbios humanos, os avangos na
separacao e purificagdo de substancias tém contribuido para isso (VEIGA-SANTOS et al.
2013). Além disso, muitos compostos, derivados de plantas, apresentaram atividade em
concentragdes micromolares (MAYA et al. 2007; IZUMI et al. 2010; VEIGA-SANTOS et al.
2010). Entre estes estdo alguns compostos isolados de espécies de Palicourea (VALVERDE;
TAMAYO; HESSE 1999; LEE et al. 2012; COOK et al. 2014; BERGER et al. 2015). Por
exemplo, Palicourea coriaceae, um arbusto pequeno com inflorescéncia e flores amarelas,
coletada no Mato Grosso do Sul, na qual foi isolada de folhas o alcaloide calicantina
considerado um poderoso convulsivo (DA SILVA; DE CARVALHO; ALVES 2008). Além
disso, Do Nascimento e colaboradores (2008) isolaram de raizes desta mesma espécie o
alcaloide P-carbolina, o qual, em trabalho prévio, ja havia apresentado atividade contra a
forma epimastigota do Trypanossoma cruzi (RIVAS et al. 1999).

Algumas espécies possuem importancia toxicologica e econdmica como € o caso da
espécie Palicourea marcgravii (A. St.-Hil.) conhecida como erva-do-diabo ou erva-de-rato
(TOKARNIA 1979). A toxicidade de P. macgravii ¢ dada principalmente pela presenga do
fluoricitrato e metabdlito dos fluoracetatos. E este composto inibe duas importantes enzimas
do ciclo de Krebs: a aconitase, que catalisa o metabolismo do citrato, € a succinato
desidrogenase, que catalisa o metabolismo succinato. As inibi¢cdes dessas duas enzimas e as
subseqiientes formagdes do bloqueio do ciclo de Krebs levam a uma diminuigdo do
metabolismo da glicose, do armazenamento de energia e da respiragdo celular. Diante deste
fato P.marcgravii vem sendo utilizada como recurso natural alternativo para o controle de
pragas na agricultura (GONZAGA et al. 2008).

Dentre as dezesseis espécies de Palicourea referidas para Mata Atlantica no Brasil
estdo P. marcgravii, a mais citada na literatura devido ao seu consideravel potencial toxico, P.
guianensis (Fig. 2a), P. rudgeoides (Fig. 2b), P. tetraphylla (Fig. 2c), P. fulgens e P.

longipeducunlada selecionadas neste estudo.
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Figura 2 - Imagens de espécies do género Palicourea.

Legenda: Fonte - Msc Carla Y’ Gubat Mando, 2012

Levando em consideracdao a dificuldade de encontrar caracteres que auxiliem nos
estudos taxonOmicos em funcdo da necessidade de melhor delimitar suas espécies,
principalmente, quando desprovidas de material reprodutivo e também o grande potencial
fitotoxicologico ja identificado para algumas das espécies desse género, o presente trabalho
utilizou a anatomia, micromorfologia e fitoquimica da folha, assim como testou a acdo de
extratos foliares para responder as seguintes questdes: (1) as caracteristicas anatomicas e
micromorfoldgicas possuem valor diagnostico para a segregagdo das espécies estudadas do

género Palicourea? (2) os constituintes quimicos das espécies estudadas podem auxiliar nesta
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diagnose? (3) considerando a importancia econdmica e os efeitos farmacoldgicos, estas

espécies apresentam potencial farmacoldgico?
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Caracterizar de forma comparativa a anatomia, ultraestrutura, micromorfologia e
fitoquimica foliar, bem como avaliar a atividade antifiingica e antiparasitaria, de seis espécies

do género Palicourea da Mata Atlantica na regido sudeste do Brasil.

2.2 Especificos

v’ Estabelecer um estudo descritivo da anatomia e da micromorfologia foliar de Palicourea
fulgens (Mill. Arg.) Standl., P. guianenses Aubl., P. longipedunculata Gardner, P.
marcgravii A. St.-Hil., P. rudgeoides (Miill. Arg.) Standl e P. tetraphylla Cham. &
Schltdl.;

v' Avaliar as caracteristicas anatdmicas dessas seis espécies que possam estar relacionadas

ao ambiente;

v’ Realizar andlises estatisticas e ordenar as seis espécies através dos caracteres anatdmicos

qualitativos;

v Realizar estudos fitoquimicos e histoquimicos de Palicourea marcgravii, P. tetraphylla e

P. rudgeoides;

v' Identificar as classes quimicas predominantes nessas trés espécies e o perfil quimico do

género;

v' Calcular pardmetros quimiossistematicos;

v' Verificar a atividade antifiingica e antiparasitiria dos extratos foliares de Palicourea

marcgravii, P. tetraphylla e P. rudgeoides.
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3 MORFOANATOMIA E ULTRAESTRUTURA FOLIAR

3.1 Introducio

Rubiaceae ¢ a maior familia de plantas lenhosas nos trépicos e tem espécies de grande
valor historico, economico, ornamental ¢ medicinal (GOEVARTS; FRODIN; RUHSAM
2007). A classificagao atual divide a familia em duas subfamilias: Cinchonoideae e
Rubioideaec (ROBBRECHT; MANEN 2006). No entanto, estudos filogenéticos baseados em
biologia molecular tém mantido a sua divisdo em trés subfamilias Rubioideae, Cinchonoideae
e Ixoroideae, porém com a nova posicdo e definicdo de suas tribos (BREMER 2009;
BREMER; ERIKSSON 2009).

Apesar dos numerosos estudos moleculares que foram realizados para a familia (por
exemplo: ANDERSSON; ROVA 1999; NEPOKROEFF; BREMER; SYTSMA 1999;
BREMER; MANEN 2000; ROBBRECHT; MANEN 2006; BREMER; ERIKSSON 2009;
BARRABE et al. 2014; RAZAFIMANDIMBISON et al. 2014), e de ja existirem marcadores
quimicos indicando uma tendéncia para cada subfamilia, algumas duvidas taxondmicas
permanecem em determinados taxons. Dentre as nove tribos existentes na subfamilia
Rubioideae estdo a tribo Psychotrieae e Palicoureeae, dentre as quais, ainda existem duavidas
com relacdo a classificacdo de espécies. A tribo Palicoureeae necessita, por exemplo, de
estudos sobre os limites e as relacdes intra e infragenéricas. A circunscricdo atual de
Palicoureeae sensu (ROBBRECHT; MANEN 2006) inclui oito géneros amplamente aceitos:
Carapichea, Chassalia, Geophila, Hymenocoleus, Margaritopsis, Notopleura, Palicourea e
Rudgea (GRUBER et al. 2008; KOEHBACH et al. 2013; TAYLOR; GEREAU 2013). No
entanto, Razafimandimbison e colaboradores (2014) demonstraram claramente que o
monofiletismo e as delimitagdes desses géneros precisam ser rigorosamente testados com uma
filogenia robusta da tribo com base em uma amostra ampliada de dados.

O estudo da anatomia e/ou micromorfologia das folhas tem sido de grande importancia
taxonOmica e assim como se mostrado util para a compreensdo de adaptagdes ambientais (por
exemplo, BREDENKAMP; VAN WYK 2001; PELEGRIN; LONGHI-WAGNER;
OLIVEIRA 2009; CARDOSO; PROENA; SAJO 2009). Tais estudos tém sido amplamente
realizados dentro da familia Rubiaceae, e na Mata Atlantica sua aplicagdo pode ser constatada
entre os géneros: Coussarea Aubl. (TAVARES; VIEIRA 1994), Posoqueria Aubl.
(ARRUDA; GOMES 2010), Psychotria L. (MORAES et al. 2011), Rondeletia L. (KOCSIS et
al. 2004), Rudgea Salisb. (MANTOVANI et al. 1995), Rustia Klotzsch (VIEIRA et al. 2001),
Simira Aubl. (MORAES et al. 2009), e Uncaria Schreb. (GATTUSO et al. 2004). As
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caracteristicas anatomicas das folhas podem revelar estruturas que sdo importantes para
compreender de maneira funcional e adaptativa a capacidade da planta para prosperar em
ambientes especificos (SCAFARO et al. 2011; TOMAS et al. 2013), assim como revelar
estruturas resultantes do genoma modificado pela acdo do ambiente e servirem como auxilio
em estudos taxondmicos, fornecendo bases firmes para os estudos filogenéticos e ecologicos
(METCALFE; CHALK 1985; DICKISON 1975). A folha por ser o 6rgao primario de sintese,
apresenta maior plasticidade e o que mais responde, estruturalmente, as variagdes impostas
pelo meio (KLINGENBERG et al. 2012).

De acordo com Taylor e colaboradores (2010), Palicourea s.s. inclui plantas adaptadas
para a polinizacdo por beija-flor, com flores inodoras, pedicelatas; inflorescéncia e flores sdo
coloridas; e as corolas sdo relativamente grande, com tubos bem desenvolvidos, muitas vezes
curvos que sao expandidos na base, com a por¢do basal contendo néctar, que ¢ protegido dos
insetos por um anel firme de tricomas.

Neste estudo, a estrutura da folha e a micromorfologia de seis espécies de Palicourea
da Mata Atlantica ¢ descrita e discutida em relagdo aos aspectos taxondmicos e ecoldgicos,

com objetivo de expandir a base de dados relativa ao género.

3.2 Material e Métodos

Material botinico

Folhas completamente expandidas de seis espécies foram amostradas: Palicourea
fulgens; P. guianenes; P. longipedunculata; P. marcgravii; P. rudgeoides e P. tetraphylla. O
nimero de individuos estudados por espécie e os sitios de coleta sdo apresentados na tabela 2.
P. rudgeoides ¢ P. tetraphylla foram coletadas por duas vezes em diferentes anos, 2011 e
2013. As espécies coletadas no Parque Nacional do Itatiaia foram encontradas na borda das
trilhas, P. marcgravii, P. longipedunculata e P. rudgeoides estavam pouco expostas ao sol
sendo encobertas por arbustos mais altos ao redor. Ja P. tetraphylla estava completamente
exposta ao sol. As espécies coletadas no Parque Nacional da Serra dos Orgios sio plantas de
sub-bosque com pouca exposicao luminosa encobertas por arvores, mas ndo totalmente
sombreadas, porque essas estavam proximas a trilha. P. marcgravii, coletada no Espirito
Santo, também se encontra na borda da trilha com exposi¢ao solar mediana, mesmo proximo
a trilha havia muitas plantas ao redor. P. guianenses foram encontradas dentro da mata e
proxima ao rio com leve exposicdo solar. P. fulgens foram coletadas em areas bem

sombreadas e sempre proximas ao leito do rio, em ambientes mais Umidos.



34

Tabela 2 - Espécies estudadas, abreviacdes, nimero de registro no Herbario da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (HRJ) e no Herbario da

Universidade Estadual do Norte Fluminense (HUENF) e sitio de coleta com as respectivas altitudes e coordenada geografica do ponto de

amostragem.
Espécies Abreviacoes Nuamero de Sitio de coleta Altitude Coordenadas
registro geograficas

P. fulgens (Miill. Arg.) Standl. fulg HRJ-12443 Estacdo Ecologica de Santa Lucia-ES 640 m 40°31° 49.3”
P. guianensis Aubl. guia HRJ-12441 Estacdo Ecoldgica de Santa Licia-ES 605 m 40°32° 30.3”
P. longipedunculata Gardner long_Ita HUENF-5970 Parque Nacional do Itatiaia-RJ 753 m 41°30'58.3”
P. longipedunculata Gardner long_ Ter HRJ-12447 Teresopolis-RJ (estrada da posse*) 963 m 43°00’ 28.6”
P. longipedunculata Gardner long_Pet HRIJ-12448 Parque Nacional da Serra dos Orgios-R] 1153 m 43°05° 32.7”
P. marcgravii A. St.-Hil. marc_Ita HRJ-12442 Parque Nacional do Itatiaia-RJ 662 m 40°31° 79.8”
P. marcgravii A. St.-Hil. marc_ES HRJ-12446 Estacdo Ecologica de Santa Lucia-ES 654 m 44° 36’ 28.97
P. rudgeoides (Miill. Arg.) Standl rud HRIJ-12444 Parque Nacional do Itatiaia-RJ 815 m 22°25° 63.5”
P. tetraphylla Cham. & Schitdl. tetr HRJ-12445 Parque Nacional do Itatiaia-RJ 628 m 44°36'61.3”

Legenda: *Estrada da Posse- estrada que vai para a Fazenda da Posse no bairro de Campo Grande
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Fixacao e desidratacio do material

Fragmentos de folhas, do 3° e/ou 4° n6s, completamente expandidas foram fixados por
duas horas a temperatura ambiente em uma solugdo fixadora de KARNOVSKY (1965),
adaptada por Da Cunha e colaboradores (2000) contendo glutaraldeido 2,5 %, formaldeido 4,0
% e tampao cacodilato de s6dio 0,05 M em pH 7,2. Em seguida, as amostras foram lavadas no
mesmo tampdo e pods-fixadas por uma hora em uma solugdo de tetroxido de 6smio 1% e
tampao cacodilato de sodio 0,05 M em pH 7,2, a temperatura ambiente. Apds lavagem no
mesmo tampao seguiu-se uma série de desidratagdo cetonica: 30 %, 50 %, 70 %, 90 % e trés

vezes 100 %.

Infiltracao e inclusao do material

A infiltragdo substituiu gradualmente a acetona do material botanico pela resina epoxi.
As amostras em epoxi puro foram colocadas em formas e levadas a estufa a 70 °C por 48 h
(GARTNER; HIATT 1999).

Na infiltragdo em historesina (Historesin Embbeding Kit) fragmentos das folhas foram
fixados e lavados como no item 3.3 e apds estas etapas seguiu-se uma série de desidratagao
alcodlica: 50 %, 70 %, 90 %, 100 %. A infiltragdo substituiu gradualmente o alcool pela
solucao de infiltragdo da resina (Leica Historesin®). A inclusao foi feita com solucao de

. . . . . ® , .
embebimento da resina Leica Historesin~ em capsulas de gelatina.

Microscopia optica

Em micrétomo rotatorio (Cut 4050 Slee Mainz) foram obtidas se¢des de 4 um de
espessura, para o material emblocado em historesina. Em ultramicrétomo (Reichert ultracuts),
foram obtidas as seccoes semifinas de 0,70 um de espessura, para o material emblocado em
resina epoxi. As secgdes foram coradas com azul de toluidina, montadas em ldminas
permanentes com Entelan” e observadas em microscopio optico de campo claro (Axioplan
ZEISS), usando uma camera digital Hamamatsu C3077 ou uma camera Canon Powershot

A640 e o software Analysis® - LINK / ISIS / ZEISS (Oxford, Reino Unido).

Microscopia eletronica de varredura

Apos a desidratacdo, as amostras foram secas em Ponto Critico usando CO, (CPD 030
Bal-tec). Os fragmentos foram afixados com cola de carbono em suporte proprios (stubs),
cobertos com uma fina camada de ouro (20 nm) no aparelho SCD 050 Bal-Tec e observados

no Microscopio Eletronico de Varredura (DSEM 962 ZEISS). A presenga de cera epicuticular
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foi verificada por meio de lavagem das folhas em cloroférmio, durante um minuto e

comparando-os com amostras nao tratadas (MORAES et al. 2009).

Microscopia eletronica de transmissiao

As secdes ultrafinas (70 a 90 nm de espessura) foram feitas em ultramicrotomo
(Reichert Ultracuts Leica Instruments®) e coletadas em grades de cobre de 300 mesh. Em
seguida, as secdes foram contrastadas com acetato de uranila 5 %, por 20 minutos, e citrato de
chumbo, por 5 minutos em temperatura ambiente (REYNOLDS 1963), e posteriormente,
observadas no Microscopio Eletronico de Transmissao (MET 900 ZEISS) com uma
aceleragdo de voltagem de 80 kV. A organiza¢do da parede celular externa periclinal foi

classificada de acordo com Moraes e colaboradores (2009).

Testes histoquimicos

Cortes finos foram obtidos a mao livre do material botanico recém-coletado e cortes
do material fixado que foram submetidos a diferentes técnicas de coloragdo (Tabela 3). Os
cristais foram testados por insolubilidade em acido acético e solubilidade em acido cloridrico

(MCLEAN; COOK 1958), e examinadas em Microscopio Optico Axioplan ZEISS.



Tabela 3 - Corantes usados nos testes histoquimicos.
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Reagentes Metabdlitos Vegetais Autor (s)
Safrablau Celulose ¢ lignina adaptado de Luque et al. 1972
Sudan III e Sudan IV Lipideo Sass 1951 e Gerlach 1984
Lugol Amido Berlyn; Miksche 1976
Vermelho de Ruténio Pectina Johansen 1940
Floroglucina Lignina teste de Wisner- Adler et al.

1948
Dicromato de potassio Fenois Gabe 1968

Cloreto Férrico

Composto fenolico

Johansen 1940

Dragendorff

Alcaloide

Svendsen; Verpoorte 1983

EDTA + acido rubianico

Acidos graxos

Ganter; Jolles 1970

Reagente de Nadi Terpenoides (6leos essenciais € David; Carde 1964
oleoresinas)
Reagente de Schiff Polissacaridios gerais McManus 1948

Azul de comassie

Proteina

Fischer 1968

Azul de Toluidina

Compostos acidos e basicos

O’Brien et al. 1964

Legenda: testes histoquimicos usados para detectar metabolitos na lamina foliar.

Para analisar a epiderme em vista frontal foi feita a dissociacdo de acordo com

Macedo e colaboradores (2005). Fragmentos de folhas foram fervidos em 4cido nitrico 10%

por 20 minutos na capela. Apos a dissociagdo das epidermes, as mesmas foram lavadas em

agua destilada, coradas com safranina 1%, por um minuto a temperatura ambiente (SASS

1951). As laminas foram seladas em glicerina 50%. As imagens foram obtidas através de uma

camera (Cannon Power Shot A640) acoplada ao Microscopio Optico de campo claro

(Axioplan Zeiss).

Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa Statistica 7.0

(STATSOFT 2004) e PAST (HAMMER et al. 2001). A presenca ou auséncia de quarenta e

um caracteres morfologicos e anatdmicos foram avaliadas para nove individuos do género
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Palicourea. Trinta e dois desses caracteres (Tabela 4) foram selecionados, a partir dos quais,
foi montada uma matriz bindria simétrica para analise de componentes principais (PCA),
usada para ordenar as espécies e o0s caracteres anatdomicos qualitativos (LUDWIG;
REYNOLDS 1988) e analise de agrupamento com base em UPGMA, para verificagdo de
grupos distintos (SNEATH; SOKAL 1973).

3.3 Resultados

As seis espécies de Palicourea estudadas apresentam: lamina foliar hipostomatica,
com estdbmatos paraciticos (rubioide); epiderme unisseriada, com tricomas tectores
unisseriados; mesofilo dorsiventral; feixes vasculares cercados por uma camada unica de
bainha parenquimdtica sem extensdes; regido intercostal biconvexa; sistema vascular em
forma de U; cortex do peciolo composto por colénquima angular e / ou anelar, parénquima
fundamental nas camadas internas e as fibras perivasculares em torno de todo o tecido
vascular. Numerosos micro-organismos, tais como fungos e bactérias, foram observados na

superficie da epiderme.

Micromorfologia foliar

As folhas das espécies estudadas apresentam epiderme coberta por uma camada lisa de
cera epicuticular (Figs. 3a-i). Em seis dos oito individuos analisados, a superficie foliar
apresentou face adaxial papilosa (fig. 3a, b, ¢, d). As exceg¢des foram P. fulgens (Fig.3e) ¢ P.
marcgravii (P. marc_lIta) (Fig. 3f). Papilas ornamentadas foram encontradas na superficie
adaxial, P. tetraphylla, P. longipedunculata (P. long_Pet e P. long_Ter) e P. guianensis (Fig.
3b), enquanto que P. marcgravii (P. marc_ES) e P. rudgeoides (Fig . 1d) mostraram papilas
sem ornamentacao (Tabela 4).

Ornamentagdes cuticulares foram observadas na superficie adaxial da epiderme de P.
fulgens (Fig. 3e) e, em menor grau, em P. longipedunculata (P. long_lIta). Na superficie
abaxial da epiderme, foram identificadas ornamenta¢des nas células subsidiarias dos
estomatos como observado em P. rudgeoides (Fig. 3g). Tricomas tectores foram observados
em todas as espécies (Fig. 3 b, d, g e 1), mas ocorrem apenas na superficie adaxial de P.
guianensis (Fig. 3b) e P. longipedunculata (P. long_Pet) e apenas na superficie abaxial de P.
fulgens e P. longipedunculata (P. long_lta) (Tabela 4). Tricomas ornamentados foram
observados em P. tetraphylla (Fig. 31), P. rudgeoides, P. marcgravii e P. fulgens (Tabela 4).

Nas espécies estudadas, foi observada uma enorme quantidade de micro-organismos nas
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superficies foliares, como hifas claramente identificadas em P. fulgens (Fig. 3h). Os

estomatos sao do tipo paracitico e distribuidos somente na face abaxial (fig. 3g, h, 1).

Figura 3 - Microscopia Eletronica de Varredura de espécies de Palicourea.

Legenda: Superficie adaxial e abaxial da lamina foliar de espécies de Palicourea. a: superficie adaxial
de P. longipedunculata (coletada em Petropolis). b: superficie adaxial de P. guianensis. c:
superficie adaxial de P. marcgravii (coletada no Espirito Santo). d: superficie adaxial de P.
rudgeoides. e: superficie adaxial de P. fulgens. f: superficie adaxial de P. marcgravii
(Ttatiaia). g: superficie abaxial de P. rudgeoides. h: superficie abaxial de P. fulgens. i:
superficie abaxial de P. tetraphylla. Papila ornamentada (Po), tricoma (T), papila (P),
ornamentagdo cuticular (seta), estomato (Es). Barras: a,e e f=20 um; b,cei=50 um; d, g

e h = 100 pm.



Tabela 4 - Matriz de dados usados na andlise de agrupamento e na analise de componentes principais.
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Espécies

Caracteristicas P.fulg P.guia P.long_  P.ong_ Plong. P.marc_  P.marc_  P.rud P.rud P.etr P.tetr

Ita Ter Pet Ita ES : ’ : :
Micromorfologia
1- Superficie adaxial ornamentada + + + + + - + _ + + +
2- Superficie abaxial ornamentada - - - - - - - - - + -
3- Superficie papilosa (adaxial) - + - + + - + + + + i
4- Camada lisa de cera epicuticular (adaxial) - - + - - + - + + - +
5- Camada lisa de cera epicuticular (abaxial) + + + + + + + + - - -
6- Cera epicuticular em crosta (adaxial) - - - - - - - - - - +
7- Tricomas tectores (adaxial) - + - - + - + - + - +
8- Tricomas tectores (abaxial) + - + - - + + + T T T
Anatomia da lamina foliar
9- Papilas (adaxial) - + - + + - + + T + T
10- Parede anticlinal reta (adaxial) - - - - - - + + + + -
11- Parede anticlinal sinuosa (adaxial) + + + + + + - - - - +
12- Feixes de rafides + + + - - - + - - - -
13- Cristais prismaticos - - + - - - - - - - -
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P.fulg P.guia P.long_  P.long_ P.long Pmarc  P.marc_  P.oud P.orud P.tetr P.tetr

Anatomia da regido intercostal Ita Ter Pet Ita ES : 2 : 2
14- Contorno biconvexo - + + + + + + + + + +
15- Contorno plano-convexo + - - - - - - - - - -
16- Tricomas tectores - - + - - + - T + ¥ R
17- Colénquima angular - - - + - + - - - - -
18- Colénquima anelar + + + - + - + + + + +
19- Feixes de rafides - + - + - - - - - - -
20- Cristais prismaticos - + - + - - + - - - -
21- Sistema vascular em arco com extremidades - - - - - + - - -

curvas - -
22- Sistema vascular em arco, sem extremidades - - + - + - - - -

curvas - }
23- Sistema vascular em forma de U + + - + + - - + + + +
Anatomia do peciolo

24- Contorno biconvexo - - + + - + + + + - +
25- Contorno circular - + - - - - - - - + _
26- Contorno plano-convexo + - - - + - - - - - -
27- Feixes de rafide + + - + - + + - + - -
28- Cristais prismaticos + + - + + + + + - - +
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P.fuly P.guia P.long_  P.long_ Plong. P.marc_  P.marc_  P.rud P.rud P.etr P.tetr
Anatomia do peciolo Ita Ter Pet Ita ES : ’ : ’
29- Sistema vascular em arco, sem extremidades - + + - + + - - - -
curvas -
30- Sistema vascular em U + + - + + - - + + + T
31- Presenca de tricomas + - - - - - - - _ T T
32- Presenca de papilas - - - - + + - - - - +

Legenda: P.fulg (P. fulgens), P.guia (P. guianensis), P. long Ita (P. longipedunculata coletada em Itatiaia), P.long_Ter (P. longipedunculata coletada em Teresopolis),

P.long_Pet (P. longipedunculata coletada em Petropolis), P.marc_Ita (P. marcgravii coletada em Itatiaia), P.marc_ES (P. marcgravii coletada no Espirito Santo),

P.rud 1 (P. rudgeoides coletada em Itatiaia em 2013), P.rud 2 (P. rudgeoides coletada em Itatiaia em 2011), P.tetr 1 (P. tetraphylla em Itatiaia em 2013), P.tetr 2 (P.

tetraphylla em Itatiaia em 2011). Simbolos:

(+) presenga;

(-) auséncia.

Quadrados indicam caracteristicas exclusivas de determinadas espécies.
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Anatomia da lamina foliar

Secoes transversais, da regido intercostal da lamina foliar, mostram que todas as
espécies t€ém: mesofilo dorsiventral, epiderme unisseriada coberta por uma cuticula delgada
(Figs 4a, c, d e e) e feixes vasculares sem extensao de bainha (Figs. 4c, d e e). Além disso, em
todas as espécies, a dissociacdo epidérmica revelou a presenca de células epidérmica com
paredes anticlinais sinuosas na superficie abaxial da folha (Fig. 4b) e superficie adaxial com
paredes de retas a levemente sinuosas (Fig. 4f) (Tabela 4); estOmatos paraciticos e
paralelocitico restritos a superficie abaxial e a0 mesmo nivel das demais células epidérmicas.
As paredes periclinais externas das células epidérmicas sdo ligeiramente convexas, exceto as
que apresentam papila. O parénquima paligddico ¢ composto por uma (Fig. 4a) a duas
camadas (Figs. 4c, d e e) de células alongadas geralmente orientadas perpendicularmente a
superficie da lamina foliar, exceto em P. fulgens, onde esta camada apresentou células de
tamanho reduzido (Fig. 4d). O parénquima lacunoso se apresenta junto a face abaxial com
uma varia¢do de 3 a 4 camadas de células (Fig. 4a, c, d e e). O bordo foliar ¢ ligeiramente
flexionado para a face abaxial. Nesta regido, as células do parénquima clorofiliano reduzem
gradualmente em tamanho e sdo substituidas por células de parénquima aclorofilado que
preenchem as margens, como pode ser visto em P. rudgeoides (Fig. 4g). Idioblastos contendo
cristais prismaticos foram observados somente em P. longipedunculata (P. long_Ita) (Figs. 4h
e i), (Tabela 4).



Figura 4 - Microscopia Optica - se¢do transversal e vista frontal da epiderme dissociada da

folha de espécies de Palicourea.
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Anatomia da regifo intercostal

A sec¢do transversal mostra que o contorno da regido mediana da lamina foliar ¢
biconvexo na maioria das espécies (Tabela 4), como pode ser visto nas imagens de P.
tetraphylla (P. Tetr 1) e P. marcgravii (P.marc_ES) (Figs. 5a, ¢) e ¢ plano-convexo em P.
fulgens (Fig. 5b). A regido intercostal tem um cortex composto por colénquima angular ¢/ou
anelar externamente e parénquima fundamental internamente, como visto em P. tetraphylla
(figura 5a), com excecdo de P. longipedunculata (P.long_Ter) e P. marcgravii (P. marc_ES)
(Fig. 5¢). O parénquima paligadico apresenta continuidade apenas em P. fulgens (Fig. 5b). A
regido intercostal exibe projecoes laterais (P1) e uma projecdo central (Pc) em P. tetraphylla
(Fig. 5a), P. marcgravii (Fig. 5¢) e P. rudgeoides. O sistema vascular é colateral e rodeado
por fibras perivasculares (Fp) em todas as espécies (Fig. 5d). Em P. longipedunculata ¢ P.
marcgravii (Fig. 5c), o sistema vascular central ¢ em forma de arco (Tabela 4). Outras
espécies, tais como P. fulgens (Fig.5b), tém sistema vascular em forma de U (Tabela 4).
Tricomas foram observados em P. longipedunculata (P. long_Ita), P. marcgravii (P.
marc_Ita), P. rudgeoides (P. rudl e 2) ¢ P. tetraphylla (P. tetr 1) (Tabela 4). Idioblastos com
cristais prismaticos foram observados em P. guianensis, P. longipedunculata (P.long_Ter) e
P. marcgravii (P.marc_ES) (Tabela 4).
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Figura 5 - Microscopia Optica - segdo transversal da regido intercostal de espécies de

Palicourea.

Legenda: Cortes transversais da regido intercostal. a: P. tetraphylla (coletada em 2013). b: P. fulgens.
¢: P. marcgravii (coletada no Espirito Santo). d: P. guianensis. Projecdo central (Pc),
projecdo lateral (Pl), fibra perivascular (Fp). Barras: a: 500 um; b, ¢ e d = 50 um.
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Anatomia do peciolo

Cortes transversais da regido mediana mostram que o contorno do peciolo ¢ biconvexo
em P. longipedunculata, P. marcgravii (Fig. 6a), P. rudgeoides e P. tetraphylla (Tabela 4)
com proje¢des laterais (PI) como visto na (Fig. 6a), a excegdo foi P. guianensis que
apresentam contorno circular, P. fulgens e P. longipedunculata (P. long_Ita) que apresentam
contorno plano-convexo (Tabela 4). Colénquima angular e/ou anelar estd presente na regiao
adjacente a epiderme. O sistema vascular ¢ composto por um feixe central em forma de arco
em P. guianensis, P. longipedunculata ¢ P. marcgravii (Fig. 6a) (Tabela 4). As outras
espécies mostram um feixe central em forma de U, como visto em P. tetraphylla (Fig. 6¢). A
organiza¢do do sistema vascular do peciolo ¢ semelhante a regido intercostal; os elementos
condutores do xilema estdo em série radial separados por células do parénquima; feixes
acessorios foram encontrados em diferentes intensidades em todas as espécies. Observou-se
também a presenga de cristais prismaticos (Tabela 4) como observado em P. fulgens (Fig. 6d)
e feixes de rafides (Tabela 4). Tricomas tectores foram observados em P. fulgens e P.

tetraphylla (Tabela 4).
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Figura 6 — Microscopia Optica - secdo transversal da regiio mediana do peciolo.

Legenda: Cortes transversais da regido mediana do peciolo. a: P. marcgravii (coletada no Espirito
Santo). b: P. fulgens. c: P. tetraphylla. d: P. fulgens. Projecao lateral (P1), feixe acessério
(Fa), cristal prismatico (Cp). Barras: a = 100 um; b e d = 50 um; ¢ = 500 pum.
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Em microscopia Optica, cortes transversais da regido intercostal da ldmina foliar, da
regido mediana da regido intercostal e do peciolo das seis espécies foram corados com
reagentes especificos para identificacdo de: ligninas, celulose, lipidios totais, compostos
pécticos, substancias fenolicas, alcaloides, acidos graxos, terpenoides, polissacarideos gerais e
proteinas.

A reagdo com safrablau foi positiva corando a lignina em vermelho e celulose de azul,
resultado observado nos cortes de regido intercostal (Fig. 7b) e peciolo (Fig. 7¢). Na coloragao
com Sudan III, os lipideos distribuem-se sobre a face adaxial das células epidérmicas (Fig.
7d) e como goticulas dispersas pelas células parenquimaticas (Fig. 7e). Na coloragdo com
Sudan IV, os lipideos distribuem-se sobre a face adaxial das células epidérmicas, e também
nos tricomas (Fig. 7f). Graos de amido foram evidenciados, no teste com lugol, ao redor do
feixe vascular central do peciolo (Fig. 7g) e nas células parenquimaticas (Fig. 7h). Os
compostos pécticos nas paredes das células do colénquima da regido interccostal foram
revelados pelo vermelho de Ruténio (Fig. 71), sobre as células epidérmicas e tricomas (Fig.
7j). Substancias fendlicas foram reveladas pelo reagente dicromato de potéssio apresentando
uma coloragdo suave nas células parenquimaticas do peciolo e nas células do colénquima da
regido intercostal (Fig. 7k). Foi detectada a presenga de acidos graxos sobre as células
epidérmicas da face adaxial (Fig. 71). Os dleos essenciais foram revelados pelo reagente de
Nadi em azul nas células epidérmicas da face adaxial (Fig. 7m). A presenga de lignina foi
revelada pela floroglucina na cor vinho nas fibras perivasculares do peciolo (Fig. 7n). Nao
foram observadas reacdes indicativas da presenga de alcaloide nos testes realizados com

Dragendorff.
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Figura 7 - Testes histoquimicos das folhas de espécies do género Palicourea.

Legenda: a: Secédo transversal da regido intercostal de P. marcgravii (branco). b: Secéo transversal da
regido intercostal de P. rudgeoides corado com safrablau. ¢: Secdo transversal do peciolo de
P. rudgeoides corado com safrablau. d: Secc¢do transversal da regido intercostal de P.
marcgravii corado com Sudan III. e: Secao transversal da regido intercostal de P. marcgravii
corado com Sudan III. f: Se¢do transversal da regido intercostal de P. rudgeoides corado
com Sudan IV. g: Sec¢do transversal do peciolo de P. marcgravii corado com lugol. h: Se¢do
transversal do peciolo de P. rudgeoides corado com lugol. i: Secdo transversal da regido
intercostal de P. tetraphylla corado com vermelho de ruténio. j: Secdo transversal da regido
intercostal de P. marcgravii corado com vermelho de ruténio. k: Segdo transversal da regido
intercostal de P. rudgeoides corado dicromato de potassio. 1: Secdo transversal da regido
intercostal de P. guianensis corado com acido rubeanico. m: Sec¢do transversal da regido
intercostal de P. tetraphylla corado com Nadi. n: Se¢do transversal do peciolo de P.
tetraphylla corado com floroglucina. Barras: a, b, ¢, e, h, I, m= 100 um; d, j, =50 um; f, g,
k = 200 pum; n = 500 pm.

i

b
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Ultraestrutura

Em microscopia eletronica de transmissdo, foi observada a organizagdo da parede
periclinal externa da epiderme adaxial. Nota-se nestes cortes ultrafinos que a parede periclinal
externa ¢ recoberta por uma fina camada de cera epicuticular e trés outras camadas
morfologicamente distintas: a camada interna rica em polissacarideos composta
principalmente de celulose; camada cuticular intermedidria arborescente rica em
polissacarideos imersa numa matriz de cutina; ¢ uma camada de cuticula propriamente dita
(Fig. 8a-d). Esta ¢ homogénea e relativamente elétron- luscente. A camada cuticular (Cc) foi
subdividida em camada reticulada (Cr), composta por uma matriz de cutina e regido
arborescente (Ra), composta de polissacarideos e pectinas. As espécies estudadas
apresentaram diferencas na organizacdo da camada cuticular com as camadas arborescentes
mais proeminentes na superficie adaxial (Fig. 8a-d). A camada mais interna rica em
polissacarideo (Cp) ¢ composta principalmente de celulose. Em P. tetraphylla (Fig. 8a), a
camada cuticular ¢ intercalada com regides vesiculares, presentes, principalmente, na camada
arborescente. Em P. longipedunculata (Fig. 8b), as duas camadas reticulares e arborescentes
sdo mais homogéneas ¢ compactas. Em P. fulgens (Fig. 8c) e P. rudgeoides (Fig. 8d), a

organiza¢do da camada cuticular em arborescente e reticulada ¢ menos evidente.
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Figura 8 — Microscopia Eletronica de Transmissao de espécies de Palicourea.

Legenda: Cortes transversais da lamina foliar de espécies de Palicourea mostrando a organizagio da
parede periclinal externa da epiderme adaxial. a: P. tetraphylla. b: P. longipedunculata
(coletada em Teresopolis). e¢: P. fulgens. d: P. rudgeoides. Cuticula propriamente dita
(setas), camada cuticular (Cc), camada reticulada (Cr), regido arborescente (Ra), camada
polissacaridica (Cp). Barras: a e d = 1 pm; b = 50 pm; ¢ = 500 pm.
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Analises estatisticas

As andlises estatisticas mostraram a relacdo entre as espécies de acordo com os
caracteres morfoanatdmicos avaliados na tabela 4. A analise de agrupamento UPGMA dividiu
as espécies estudadas em quatro grupos indicados pelas cores alaranjado, verde, azul e rosa
(Fig. 9). O grupo mais similar (maior do que 50% de similaridade) ¢ composto por P.
rudgeoides, P. tetraphylla e P. longipedunculata, coloridas em verde (rud Ita; rud Ita2;
tetr Ita; tetr Ita2; long Pet).

O segundo grupo ¢ composto por P. marcgravii, P. guianensis e P. longipedunculata,
coloridas em azul (mar ES; guia; long Ter). P. fulgens colorida em rosa (fulg), ficou
separada desses dois grupos com cerca de 90% de dissimilaridade, devido contorno plano-
convexo do peciolo e da regido intercostal ¢ auséncia de papilas. Além disso, P. fulgens
(fulg) ficou distante (95% dissimilaridade) do grupo formado por P. longipedunculata and P.
marcgravii, colorida em alaranjado (long_Ita; mar Ita) devido ao sistema vascular em “U” no

peciolo.
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Figura 9: Analise de agrupamento UPGMA.

Legenda: Fenograma com as relagdes fenéticas entre as caracteristicas anatomicas e micromorfoldgica

das folhas de espécies de Palicourea com base em analise de cluster UPGMA.

Os resultados da andlise de PCA apoiam a distingdo dos quatro grupos da analise de
agrupamento UPGMA, (Fig. 10), que destaca a distancia fenética de P. longipedunculata e P.
marcgravii do coeso grupo composto por P. rudgeoides, seguido por P. tetraphylla ¢ P.
longipedunculata. O primeiro e segundo componentes representam 40 % da variancia entre as
espécies. O primeiro componente foi responsavel por 22 % da variancia total baseado em
caracteristicas como sistema vascular do peciolo e da regido intercostal em “U”, superficie
adaxial da lamina foliar papilosa. O segundo componente foi responsavel por 18 % da
variancia total baseado em caracteristicas como feixes de rafides, feixe vascular em arco,

camada lisa de cera epicuticular, cristais prismaticos e contorno biconvexo do peciolo. Foram
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feitas duas coletas de P. rudgeoides e P. tetraphylla no mesmo local, mas em diferentes anos,
rud Ita (coletada em 2013) and rud Ita2 (coletada em 2011). Estas espécies ficam
ligeiramente separadas no fenograma devido a caracteristicas como: feixes de rafides no
peciolo, ornamentagdes nos tricomas tectores e na face adaxial da lamina foliar de rud Ita.
Em rud Ita2 as caracteristicas foram: presenca de cristais prismaticos no peciolo e uma
camada lisa de cera epicuticular na superficie abaxial. Em relagdo P. tetraphylla, tetr Ita
(coletada em 2013) e tetr Ita2 (coletada em 2011) foram separadas no fenograma devido a
caracteristicas como: contorno biconvexo e presenga de cristais prismaticos no peciolo, cera
epicuticular em crosta e tricomas tectores na superficie adaxial de tetr Ita. Em tetr Ita2, as
diferentes caracteristicas foram: contorno circular do peciolo, tricoma tector na regido

intercostal, parede anticlinal reta na superficie adaxial e abaxial ornamentada.
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Figura 10: Analise de Componente Principal.

Legenda: Palicourea longipedunculata coletada em Itatiaia (long_Ita), P. marcgravii coletada no
Espirito Santo (mar_ES), P. tetraphylla coletada em 2013 (tetr Ita), P. tetraphylla
coletada em 2011 (tetr Ita2), P. rudgeoides coletada em 2013 (tetr rud), P. rudgeoides
coletada em 2011 (tetr_rud2), P. longipedunculata coletada em Petrépolis (long_Pet), P.

longipedunculata coletada em Teresopolis (long_Ter), P. fulgens (fug) e P. guianensis

(guia).
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3.4 Discussao

Em geral, o estudo anatdmico, micromorfologico e ultraestrutural das folhas analisadas
neste trabalho, mostram caracteres comuns a Rubiaceae como estdmatos paraciticos, também
chamado rubioide (BAHADUR et al. 1971), lamina foliar hipoestomaticas e mesofilo
dorsiventral (SOLEREDER 1908; METCALFE; CHALK 1950; ROBBRECHT 1988). Além de
caracteres que podem ser interpretados como resultado da adaptagdo ao ambiente tais como
presenca de papilas, e variagdo na, espessura da cuticula e da l1amina foliar.

Em microscopia eletronica de varredura foi possivel observar presenca de micro-
organismos, cera epicuticular, ornamentag¢des cuticulares, papilas, tricomas e estomatos na
epiderme das folhas. A composi¢do e a intensidade de micro-organismos na superficie foliar
normalmente sdo influenciadas por caracteristicas genotipicas e por fatores ambientais como
variagdes na temperatura, umidade, luminosidade, sazonalidade, acumulo de metabdlitos
especiais e fatores genéticos como densidade de tricomas, espessura da cuticula e esclerénquima.
A disponibilidade de nutrientes pode ser determinante na composi¢ao da microbiota epifita e
pode também ajudar a prevenir contra infec¢des nas folhas (WYLIE 1951; ANDREWS;
HARRIS 2000; DICKINSON 2000). Nas espécies estudadas, observou-se uma elevada
quantidade de micro-organismos na superficie das folhas, como hifas que foram claramente
observadas em P. fulgens e P. tetraphylla, o que provavelmente esta relacionado ao ambiente
umido da Mata Atlantica onde as plantas foram coletadas.

A ornamenta¢do da cuticula e a disposi¢do de cera sdo consideradas importantes para
diagnostico em estudos de anatomia foliar (ESAU 1974; FAHN 1990, METCALFE; CHALK
1988). Moraes e colaboradores (2009, 2011) empregaram caracteristicas como a
ornamentagdo da cuticula para segregar espécies de Simira e Bathysa (Rubiaceae). Diferente
de outras espécies, P. fulgens mostra ornamentagdo cuticular homogénea na superficie
adaxial, que indica ser uma caracteristica da espécie. Analisando 226 espécies de
dicotiledoneas, Dunn e colaboradores (1965) registraram a ocorréncia de uma cuticula
ornamentada na maioria das espécies de ambientes xéricos e cuticula lisa naquelas de
ambientes mésicos. P. rudgeoides, coletada em local sombreado e proxima ao rio, nio
apresenta ornamentacdes cuticulares, e, portanto, tem caracteristicas normalmente observadas
em ambiente mésico. No entanto, os resultados obtidos para outras espécies estudadas neste
trabalho estdo em desacordo com os de Dunn e colaboradores (1965) apresentando cuticula
ornamentada coletada em um ambiente com disponibilidade de agua, o que sugere que este
pode ser um carater genético. De acordo com os resultados, espécies de Palicourea exibem

caracteristicas do ambiente mésicos.
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A disposicdo da cera epicuticular ocorre usualmente em camadas finas da qual podem
emergir estruturas cristalinas de diversos formatos (BARTHLOTT et al. 1998). Machado e
Barros (1995) mencionam que na mesma espécie pode-se observar variacao nos tipos de cera,
como em P. rudgeoides, que mostrou regides, na superficiec abaxial, com e sem
ornamentagdes. P. tetraphylla coletada em 2011, apresenta cera lisa ¢ a coletada em 2013,
cera ornamentada. A morfologia da cera sua quantidade e distribuicdo podem sofrer
modificagdes genéticas impostas pelas condi¢cdes ambientais (BARTHLOTT et al. 1998). Isto
pode explicar porque espécies de P. tetraphylla coletadas em areas com alta intensidade
luminosa possuem papilas ornamentadas.

Tricomas podem ser utilizados com finalidades taxonomicas (METCALFE; CHALK
1988) ecologicas e evolutivas (GOMES; NEVES 2009). A presenca de caracteristicas dos
tricomas tem sido utilizada na taxonomia de Rubiaceae (ROBBRECHT 1988). Tricomas
tectores sdo atribuidos a diversas fungdes como: contribui¢do a regulagdo da temperatura da
planta, contribuicdo a reflexdo luminosa incluindo radia¢do ultravioleta, barreira ao
deslocamento de insetos na superficie, redu¢do da perda de dgua e orientagdo de polinizadores
(WAGNER et al. 2004). Neste estudo, foram observadas diferencas no tamanho dos tricomas
e na ornamentagdo, como em P. guianensis, P. fulgens e P. tetraphylla. Embora a
ornamentacdo dos tricomas ja tenha sido utilizada como parametro diagnostico para separar
espécies em outros géneros de Rubiaceae (MORAES et al. 2009; 2011), neste trabalho, nao
permitiu a segregacdo das espécies analisadas, pois 0s tricomas sempre apresentaram
caracteristicas similares.

Estomatos foram observados somente na face abaxial das espécies analisadas. Essa
caracteristica também foi observada em trabalhos que analisaram a anatomia foliar de outras
espécies de Rubiaceae na Mata Atlantica (VIEIRA et al. 1992; GOMES et al. 1995;
MORAES et al. 2009; 2011). Coutinho (1962) ressaltou o carater usual do hipoestomatismo
em espécies da floresta pluvial tropical. O autor acredita que tal fato possa ser atribuido a
protecdo contra o recobrimento das fendas estomaticas por pequenos musgos, hepaticas,
liquens e outros componentes da flora epifitica.

Embora os estdmatos paraciticos sejam considerados tipicos para Rubiaceae
(SOLEREDER 1908; METCALFE; CHALK 1950), neste trabalho, além dos estdomatos
paraciticos, foram observados estomatos do tipo paralelocitico nas espécies analisadas. A
presenca simultanea desses dois tipos de estomatos, também ja foi descrita em outros géneros
da familia, como a Psychotria (MORAES et al. 2009; 2011) e Posoqueria (ARRUDA;
GOMES 2010).
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Papilas sdo constituidas por uma tUnica célula e sdo caracterizadas pela projecao da
parede celular periclinal externa, podendo ser ornamentada ou nao (WILKINSON 1979). P.
tetraphylla, P. longipedunculata, P. marcgravii, P. guianensis e P. rudgeoides apresentam
papilas na face adaxial da epiderme, mas apenas em P. rudgeoides, as papilas ndo se mostram
ornamentadas. Papilas representam um mecanismo adaptativo importante para suprir as
necessidades da fotossintese, visto que no interior da floresta a luminosidade ¢ reduzida
(NEINHUIS; BARTHLOTT 1997). Considerando que o ambiente das espécies deste trabalho
proporciona grande disponibilidade de dgua, pode-se inferir que as papilas atuam como lentes
conversoras de estimulos luminosos para o mesofilo, atendendo assim as necessidades do
processo fotossintético (HABERLANDT 1914). Outros autores também relatam essa relacao
da quantidade de dgua na ldmina foliar com a presenca de papilas em espécies de Rubiaceae
da Floresta Atlantica (VIEIRA; GOMES 1995; MORAES et al. 2011). Pereira (2003), em seu
trabalho sobre morfoanatomia foliar de P. longipedunculata pertencente a um remanescente
de Floresta Atlantica do estado de Minas Gerais, caracterizou papilas na face adaxial desta
espécie. Na P. longipedunculata, coletada em Itatiaia, ndo foram observadas papilas. Este
resultado sugere que nesta espécie a presenca de papilas pode ser uma caracteristica
influenciada pelo ambiente, uma vez que a mesma espécie coletadas em Petropolis e
Teresopolis apresentam papilas, assim como no trabalho de Pereira (2003).

A formacgdo de cristais de oxalato de célcio € um processo complexo que pode ter valor
taxondmico. Como exemplo, relata-se que na subfamilia Rubioideae os cristais prismaticos e
rafides sdo considerados como marcadores classicos (JANSEN et al 2003; ANDERSSON;
ANTONELLI 2005; ROBBRECHT; MANEN 2006). Assim, ha um consenso de que todos os
géneros de Rubioideae, incluindo Palicourea (METCALFE; CHALK 1989), possuem pelo
menos rafides. A produgdo ou ndo também pode depender de fatores como disposi¢do de célcio
no solo, ou até mesmo serem estimulados pela predacao. Muitas vezes um individuo pode nao
produzir cristais por esses motivos, ou produzir mais cristais em um tecido do que em outro
(SOLEREDER 1908). Em P. longipedunculata (P. long_Pet), P. rudgeoide e P. tetraphylla nao
foram observadas rafides. Solereder (1893) revelou a presenca e composi¢ao de cristais em 200
géneros de Rubiaceae e demonstrou que a distribui¢do de drusas, estildides e cristais prismaticos
ndo esta relacionada com a delimitacdo de tribos e géneros dessa familia. Porém de acordo com
Metcalfe e Chalk (1950), a distribuicdo dos cristais pode ser util na determinacdo de géneros.
Rafides foram observadas em trés espécies deste estudo e a sua associacdo com cristais
prismaticos, apenas em P. longipedunculata pode ser considerado como parametro tutil de

segregacao em nivel de espécie.
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O sistema vascular do peciolo ¢ uma caracteristica distintiva amplamente utilizada na
taxonomia (HARE 1942), inclusive de Rubiaceac (MARTINEZ-CABRERA et al. 2009).
Todas as espécies analisadas em nosso estudo tém morfologia em conformidade com as
caracteristicas comuns a familia, como a presenga de feixes acessorios e um feixe central que
pode ser circular (METCALFE; CHALK 1950) ou em forma de arco como observado para
algumas espécies deste trabalho e outras espécies da familia como Psychotria viridis
(QUINTEIRO et al. 2006) e Psychotria carthagenensis (VITARELLI 2008). As diferengas
encontradas neste trabalho foram no formato do sistema vascular que se mostrou quer em
forma de “U” ou em forma de arco.

A parede periclinal externa ¢ organizada de modo a formar camadas de composi¢do
variada. Essa composi¢do ja foi utilizada como base para a diferenciagdo taxondmica em
varios niveis hierarquicos (BRAGA; DIETRICH 1999). Entre as espécies analisadas neste
trabalho, a caracteristica que mais variou foi a espessura da camada arborescente. A analise
ultraestrutural das espécies examinadas exibe uma distribuicdo heterogénea dos seus
componentes, tendo um nome atribuido para cada camada. Foi observada a regido
arborescente com uma camada mais espessa ¢ vesiculas cuticulares translucidas, tais como em
P. tetraphylla, ao passo que a regido arborescente foi menor em outras espécies, tais COmo P.
longipedunculata, P. rudgeoides ¢ P. fulgens. Essas diferen¢as nas camadas cuticulares
podem ser determinadas para essa espécie, ou uma caracteristica influenciada pelo meio
ambiente, uma vez que altas temperaturas podem causar modificagdes na parede celular (KO;
HAN 2004).

A circunscricdo atual de Palicoureeae inclui oito géneros amplamente aceitos:
Carapichea, Chassalia, Geophila, Hymenocoleus, Margaritopsis, Notopleura, Palicourea e
Rudgea. Portanto, estudos que envolvem caracteristicas anatdmicas interespecificas entre os
grupos sao importantes para obter dados para os estudos da tribo (MORAES et al. 2011,
MARQUES et al. 2015). Ao considerar os dados compilados, conclui-se que a anatomia e
micromorfologia das folhas dos grupos interespecificos e espécies estudadas podem ser
usadas como caracteres de diagndstico para o género. Os caracteres que contribuiram para a
formagdo dos grupos foram o contorno do peciolo e regido intercostal, sistema vascular em
"U" ou em arco, superficie adaxial com papilas, rafides ou cristais prismaticos, camada lisa de
cera epicuticular; tricomas tectores superficie adaxial e uma camada lisa de cera epicuticular.
Assim, estes dados podem contribuir para o diagndstico do género.

Os resultados da analise dos componentes principais (PCA) dos dados anatdémicos

mostraram uma diferenga consideravel entre as espécies de Palicourea analisadas. Estes
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resultados mostram que as caracteristicas da lamina foliar devem ser analisadas com cautela
para fins taxonomicos. Alguns estudos corroboram com a proximidade dos géneros, e ja
transferiram algumas espécies de Psychotria para Palicourea (TAYLOR et al. 2010;
BORHIDI 2011). Os resultados da analise dos dados anatdmicos em espécies de Psychotria e
Palicourea afirmam a proximidade dos géneros (MORAES et al. 2011). Mais estudos
precisam ser realizados, a fim de apoiar esta classificagdo.

O grupo da andlise multivariada mais proximo com mais de 50% de semelhancga, foi
formado por P. rudgeoides, seguido por P. longipedunculata (long Pet) e P. tetraphylla. A
semelhanca entre estas pode indicar que estdo intimamente relacionados com as espécies do
género Palicourea, uma vez que foram coletadas em diferentes fragmentos florestais. O grupo
2 foi formado por P. guianensis, P. longipedunculata (long_Ter) e P. marcgravii (mar_ES),
que ficou um pouco mais afastada do grupo, mas ainda proxima de P. longipedunculata
mesmo tendo sido coletadas em diferentes sitios de ocorréncia. Assim como foi mar Ita e
long_Ita, indicando que estes estdo intimamente relacionados com as espécies dentro do
género independente de influéncias ambientais. A distdncia do terceiro grupo P.
longipedunculata (long_Ita) e P. marcgravii (mar_Ita) pode ser explicada pela semelhanca
aparente que existe entre as duas espécies e, neste caso, a influéncia do mesmo ambiente, ou
seja, o mesmo local de coleta. Este fato também revela que espécies amostradas em Itatiaia
parecem ser mais homogéneas em relagdo as caracteristicas anatdmicas. A distancia de P.
fulgens para as espécies estudadas no mesmo sitio de coleta revela como a plasticidade foliar
pode produzir diferencas entre as espécies, mesmo sendo do mesmo género e estando sobre as
mesmas influéncias ambientais. O afastamento das espécies que se repetiram como P.
longipedunculata e P. marcgravii, pode ser justificado pelos diferentes locais em que foram
coletadas, evidenciando que o genoma sofre agdo do ambiente. Caracteristicas como papila,
tricoma, feixe de rafide, cristais prismaticos, formato do sistema vascular da regido intercostal
e contorno do peciolo fizeram com que as espécies de P. longipedunculata ficassem afastadas.
E foram caracteristicas como papila, parede anticlinal das células epidérmicas, cristais
prismaticos e tricoma que posicionaram as espécies de P. marcgravii distantes uma da outra.

Nossos resultados revelaram caracteristicas frequentemente associadas com a
anatomia da familia e, também, outras relacionadas a diferentes tipos de fatores ambientais
como intensidade luminosa e disponibilidade de 4gua. Este estudo mostrou a importancia da
anatomia foliar como uma ferramenta de diagnostico para as seis espécies de Palicourea;
enfatizando as caracteristicas que indicam grupos infragenéricos ¢ genéricos. P. fulgens ficou

separada dos grupos devido ao contorno plano-convexo do peciolo e da regido intercostal e
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auséncia de papilas. Além disso, P. fulgens ficou mais distante do grupo formado por P.
longipedunculata e P. marcgravii devido ao formato em "U" do sistema vascular do peciolo.
Neste sentido, os resultados alcancados neste trabalho ratificam a necessidade de ampliar os
estudos comparativos deste e de outro género da atual circunscri¢do Palicoureeae, como

suporte a revisao sistematica da subfamilia Rubioideae.
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4 ATIVIDADE ANTIFUNGICA E ANTIPARASITARIA DE PALICOUREA
MARCGRAVII, P. RUDGEOIDES E P. TETRAPHYLLA

4.1 Introducao
Os protozodrios parasitos e as leveduras sdo agentes causadores de diversas doencas

com riscos varidaveis a saude humana. Se por um lado, as infec¢cdes podem manter-se
assintomaticas, outras podem causar sérios danos a saude ou até a morte se nao forem
tratadas. No entanto, uma crescente dificuldade no tratamento dessas infec¢des tem sido
observada, seja pelos graves efeitos colaterais, ou seja, pela resisténcia desses micro-
organismos aos quimioterapicos utilizados atualmente (DONDORP et al. 2009; ALBERNAZ
et al. 2010; TORRENT et al. 2012; PAPPAS 2011).

Trypanossoma cruzi ¢ o agente causador da doenca de Chagas, que afeta cerca de 25
milhdes de pessoas que vivem em areas de risco. Cerca de 10 milhdes de pessoas estdo
atualmente infectadas com este parasito, resultando em mais de 15.000 mortes e 50.000 novos
casos a cada ano (RASSI; RASSI; MARCONDES DE REZENDE 2012). O ciclo de vida
deste parasito envolve dois hospedeiros, um invertebrado (vetor) e um vertebrado, incluindo o
homem, nos quais trés principais formas evolutivas sdo encontradas (NOIREAU et al. 2005).
No inseto, estd a forma epimastigota ¢ nos mamiferos, a tripomastigota sanguinea ¢ a forma
amastigota intracelular, que se multiplica no citoplasma de uma grande variedade de células,
embora apresente um tropismo por células musculares (TEIXEIRA; NASCIMENTO;
STURM 2006). Ao final do ciclo de multiplicacdo intracelular, o parasito retoma a forma
tripomastigota, rompe sua célula hospedeira e cai na corrente sanguinea quando invade novas
células perpetuando a infeccdo (DEANE; LENZI; JANSEN 1984; TELLERIA et al. 2006).

Outro problema mundial ¢ o alarmante aumento no nimero de infec¢des fungicas. As
leveduras sdao consideradas agentes patogé€nicos oportunistas, que podem determinar
processos infecciosos de quadro assintomatico a doenca grave e fatal (REPENTIGNY;
LEWANDOWSKI; JOLICOEUR 2004; ERKOSE; ERTURAN 2007; HOFLING et al. 2010).
Anfotericina B, caspofungina equinocandina, derivados de azole fluconazol, itraconazol e
voriconazol, s3o os agentes disponiveis para a administracao de drogas para infec¢des graves
(SANGUINETTI; POSTERARO; LASS-FLORL 2015). Porém, seus efeitos secundarios,
como o surgimento de fungos patogénicos oportunistas, o aumento da variedade de micoses e
a recuperagdo de isolados resistentes a agentes antifingicos promovem o desenvolvimento de
novos agentes antifiungicos (triazois e equinocandinas), bem como de formulagdes que atuam

sobre os componentes lipidicos como a anfotericina B e nystatin (SANDVEN 2000;
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DENNING 1997). O tratamento de infec¢des fungicas ¢ um desafio da pratica médica, pois
existem poucos medicamentos, o tratamento ¢ longo, tem elevada toxicidade e nem sempre ¢
eficiente (PORTILLO et al. 2001; DURAIPANDIYAN; IGNACIMUTHU 2011;
SPAMPINATO; LEONARDI 2013).

Duarte e colaboradores (2007) relataram que, nos ultimos anos, houve um aumento na
pesquisa de produtos naturais ativos contra Candida sp. Existem cerca de 200 espécies
descritas para o género, sendo cerca de 10% causadoras de doenga, dentre estas, Candida
albicans esta associada as infecgdes fungicas graves (SANDVEN 2000). Embora essa
levedura seja a mais frequentemente envolvida em processos patologicos, existem ainda
outras espécies como C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. lusitaniae, C. glabrata
(ERKOSE; ERTURAN 2007; SARDI et al. 2010; HOFLING et al. 2010). Além das infec¢des
fingicas associadas a saude humana existem os fungos que sdo fitopatogénicos, como ¢ o
caso do F. solani, fungo que mais acomete doengas em plantas, é capaz de causar doengas
como apodrecimento do caule de ervilha, sindrome da morte subita da soja, podridao do pé de
feijdo e podridao seca de batata (LUGINBUHL, 2010). Segundo Farr; Rossman (2011) F.
solani ¢ uma das poucas espécies de Fusarium encontrados em varios tipos de solo de
florestas tropicais, sdo observados em campos umidos e areas temperadas. Este fungo pode
atingir um nimero diversificado de plantas hospedeiras, como leguminosas e outras plantas
tropicais (LESLIE; SUMMERELL, 2006), dentre os registros de ocorréncia nas culturas
brasileiras temos o Coffea arabica (MENDES et al.1998). Portanto, a resisténcia dos parasitos
e fungos frente aos medicamentos assim como dos insetos vetores aos inseticidas, justifica a
busca por novos compostos capazes de combaté-los (DONDORP et al. 2009; WONG et al.
2015).

Sendo as plantas fontes promissoras de novos compostos ativos (DE MESQUITA et
al. 2007; RODRIGUES et al. 2006; COELHO; AGRA; BARBOSA 2006; ESPINDOLA et al.
2004), ¢ interessante a investigacdo de espécies pertencentes a familias ja descritas por
possuirem marcadores quimiotaxomicos, como ¢ o caso da familia Rubiaceae (FIGUEIREDO
et al. 2009; TOURE et al. 2010; KATO et al. 2012; RAMALINGUM; NELVANA;
MAHOMOODALLY 2014).

Palicourea apresenta espécies com potencial ornamental, medicinal e fitotoxicologico
utilizadas na medicina tradicional para tratamento de infec¢des fingicas, tosse e dores de
estomago, além de estarem incluidas na lista de plantas utilizadas contra o céncer
(HARTWELL 1971). A investigagdo quimica deste género descreve a presenca de varias

classes de substancias como cumarinas, acidos benzodicos e terpenos (EL SEEDI 1999), além
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de alcaloides (CARVALHO et al. 2006), alcaloides indolicos e quinolinicos (VALVERDE;
TAMAYO; HESSE 1999). No entanto, pouco se sabe sobre a atividade bioldgica dos extratos
deste género.

Muitas pesquisas sdo feitas usando epimastigota por ser facilmente cultivada in vitro e
consequentemente usada nos estudos experimentais preliminares (TYLER; OLSON;
ENGMAN 2002) Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi testar o efeito toxico dos
extratos foliares de Palicourea marcgravii; P. rudgeoides ¢ P. tetraphylla a fim de verificar a
acao sobre a forma epimastigota do Trypanossoma cruzi e avaliar a atividade antifingica dos

extratos contra Candida albicans, Candida tropicalis e Fusarium solani.

4.2 Material e Métodos
Material botanico

Folhas completamente expandidas de Palicourea marcgravii, P. rudgeoides ¢ P.
tetraphylla foram coletadas no estado do Rio de Janeiro em julho de 2013. O material foi
identificado pelo Dr. Sebastido José da Silva Neto e depositado no herbario da Universidade

do Estado do Rio de Janeiro (HRJ).

Tabela 5: Espécies estudadas, numero de identificagao no herbario e sitio de coleta.

Espécies Nuimero de identificacdo Sitio de coleta

P. marcgravii HRIJ-12442 Parque Nacional do Itatiaia
P. rudgeoides HRIJ-12444 Parque Nacional do Itatiaia
P. tetraphylla HRIJ-12445 Parque Nacional do Itatiaia

Legenda: HRJ = Herbario da Universidade do Estado do Rio de Janeiro.

Secagem e moagem
As folhas das trés espécies foram secas em temperatura ambiente e pulverizada em

moinho de facas com granulagdo definida.

Extracao dos solventes

O material botanico seco e pulverizado foi submetido a extracdo exaustiva em
metanol. A filtragcdo e evaporacao do metanol a pressao reduzida conduziram ao extrato bruto
metandlico (Vetec® dosagem 99,8%), a partir do qual, foram feitos os fracionamentos (Fig.

11), através da partigio liquido-liquido, utilizando solventes como: hexano (Proquimios®
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faixa de destilagio 68-70°C), diclorometano (Vetec® dosagem 99,5%), acetato de etila
(Vetec” dosagem 99,5%), 4lcool butilico (Proquimios® dosagem 99,5%) e 4gua destilada. No
total, foram seis extratos para cada espécie: extrato em metano (EMeOH), extrato em hexano
(EHex), extrato em diclorometano (EDCM), extrato em acetato de etila (EAcOEt), extrato em
alcool butilico (EBut) e extrato em agua (EH,0). Para os testes antifungicos e antiparasitarios

foram utilizados 0,004 g/ml de cada extrato.

Figura 11 - Diagrama das etapas do fracionamento do extrato bruto metandlico das trés

espécies estudadas.

Legenda: Fracionamento feito a partir de 25,08 g do pé das folhas de P. marcgravii; 32,50 g de P.
rudgeoides e 283,12 g de P. tetraphylla.
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Fungos e manutencao

As leveduras Candida albicans (CE022) e Candida tropicalis (CE017) e o fungo
filamentoso Fusarium solani foram cultivados em meio Sabouraud (peptona 10g/L, D(+)
glicose 20g/L, agar-dgar 17g/L) (Merck S/A), mantidos a 23 °C e conservados no
Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Microrganismos (LFBM) do Centro de
Biociéncias e Biotecnologia (CBB) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy

Ribeiro (UENF), Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil.

Ensaio de inibicdo do crescimento fungico em meio liquido
Obtencio de esporos de fungo filamentoso e das células de leveduras

O fungo F. solani foi transferido do estoque e colocado para crescer em uma placa de
Petri contendo agar Sabouraud por aproximadamente 15 dias a 30 °C. Apos esse periodo, 10
mL de caldo Sabouraud foram vertidos sobre a placa contendo os fungos, e os esporos foram
liberados com o auxilio de uma alga de Drigalski. Essa suspensao foi devidamente filtrada em
gases para evitar a passagem de restos miceliais que pudessem estar em solugdo juntamente

com OS €Sporos.

Obtencao das células de leveduras

Inéculos das células das leveduras C. albicans e C. tropicalis foram retirados dos
tubos contendo dgar Sabouraud inclinado e transferidos para placas de Petri contendo agar
Sabouraud. As células foram mantidas por um periodo de dois dias a 30 °C. Apos este
periodo, as células foram utilizadas no ensaio no qual, com o auxilio de uma al¢a de
semeadura, colonias foram retiradas e adicionadas a 10 mL de meio de cultura (caldo
Sabouraud), para a quantificagdo das mesmas em camara de Neubauer através do uso de um

microscopio optico de campo claro como descrito no item acima.

Analise da inibicdo do crescimento fiingico

Apoés quantificagdo, as células do fungo filamentoso F. solani e das leveduras C.
albicans e C. tropicalis (1 x 10* células.mL™") foram incubadas em 200 pL de caldo
Sabouraud contendo 250 pg.mL™ das amostras com os seis extratos de P. marcgravii , P.
rudgeoides e P. tetraphylla dissolvidos em DMSO a 1%. O ensaio foi realizado em placas de
cultura de células (96 pocos), incubadas a 30 °C por um periodo de 48 h para o fungo
filamentoso e 24 h para as leveduras. Para a observa¢do da inibicdo do crescimento dos

fungos, foi determinada a densidade Optica calculada a partir de leituras em um leitor de
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microplacas (EZ Read 400, Biochrom), a 620 nm a cada 6 h. Todo o ensaio foi feito em
triplicata ¢ sob condi¢des de assepsia em capela de fluxo laminar, segundo metodologia

adaptada de Broekaert e Terras (1990).

Cultura de parasitos

Formas epimastigota do T. cruzi (cepa DM28) foram cultivadas em 5 mL de meio LIT
(Liver Infusion Triptose) suplementado com 10% FCS (Fetal bovine serum, Gibco) e 4% de
hemina a 28 °C. A cada cinco dias, 1 mL dos parasitos ainda em fase exponencial era passado

para um novo tubo, cujo volume era completado para 5 mL com meio de cultura novo.

Teste de citotoxicidade dos extratos totais nos epimastigotas

Para cada extrato foi feita uma solugdo estoque de 8 mg/mL em meio de cultura e
DMSO (1.5% V/V). Essa mistura foi agitada para melhor diluicdo dos extratos e esterilizada
através de filtros com membrana 0,22 pm. Diferentes volumes da solucdo estoque foram
incubados em placa de 96 pogos a fim de se obter a concentragao final dos extratos de 25, 50,
100, 200, 400 pg/mL. Em adigdo, 100 pL de parasitos a uma densidade de 3,6 x 10° foram
adicionados por pocgo, e o volume final foi ajustado para 200 pL utilizando o meio de cultura.
A placa contendo o experimento foi incubada a 28 °C por 24h. A quantificacdo dos parasitos
foi feita na camara de Neubauer. Apds o primeiro ensaio, o extrato aquoso das trés espécies
foi escolhido para melhor investigar seus efeitos sobre os parasitos, com tempos adicionais de

8h e 16h.

Microscopia Optica

Para a analise morfologica, a forma epimastigota de T. cruzi foi centrifugada a 1.700
rpm durante 10 minutos, lavadas com PBS, pH 7,2, a temperatura ambiente. Os parasitos
foram fixados numa solugdo contendo paraformaldeido a 4% diluido em PBS e corados com
Giemsa (10% v / v) durante 2 h a temperatura ambiente. Uma aliquota de 100 pl foi espalhada
numa lamina microscopica, seca a 37 °C e observadas em microscopio Optico de campo claro
(Axioplan ZEISS), e documentadas por meio de imagens obtidas pela camera Cannon Power

Shot 14 MP (acoplada ao microscopio), com o auxilio do programa Axiovision (ZEISS).

Microscopia Eletronica de Transmissio
Para anélise da ultraestrutura as amostras tratadas com 100 pug/ mL do extrato aquoso

por 24h foram centrifugadas por 10 minutos a 1700 RPM, lavadas com PBS por mais 10
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minutos e centrifugados na mesma rotacdo. A fixagdo foi realizada utilizando-se 4%
formaldeido, 1% glutaraldeido, tampao cacodilato de Sodio 0,2M, 1,5 ml de dgua destilada e
5% sacarose por 1 h a temperatura ambiente. Em seguida as amostras foram novamente
centrifugadas por 10 minutos a 1.700 RPM, lavadas com uma solucdo de tampao cacodilato
de Sodio 0,1 M. O sedimento formado foi pods-fixado em tetroxido de Osmio 2% e
ferrocianeto de Potassio 0,8% por 1 h e meia em temperatura ambiente, protegido da luz. As
amostras pos-fixadas foram lavadas em tampao cacodilato de sodio e centrifugadas por duas
vezes. As amostras foram desidratadas em uma série de acetona crescente: 50%, 70%, 90% e
100% (3 vezes). Apds a desidratagdo as amostras foram incubadas em uma solucdo de resina
acetona-epon 100% na propor¢do de 2:1, 1:1, 1:2 e resina epon pura por 6 h cada etapa. O
material foi, entdo, incluido em epon e polimerizado em estufa 60 °C durante 48 h. Cortes
ultrafinos foram obtidos no ultramicrotomo Reichest Ultratrin-Leica, € contrastados em
acetato de uranila aquoso a 5% (20 min), no escuro, € em citrato de chumbo por 5 minutos. O
material foi observado e fotografado no Microscopio Eletronico de Transmissdo Zeiss TEM

900, operando a uma aceleragdo de voltagem de 80 kV.

4.3 Resultados

Para avaliar a atividade de extratos de espécies do género Palicourea derivados de
diferentes solventes, foram testadas dezoito amostras obtidas a partir de folhas de P.
marcgravii, P. rudgeoides e P. tetraphylla sobre epimastigotas de T. cruzi. Os epimastigotas
em fase exponencial de crescimento foram expostos aos extratos em diferentes concentragoes
(25-400 pg/mL) e a andlise da toxicidade ao epimastigota foi avaliada através da alteragdo

morfolédgica e eliminagdo do parasito.

Efeitos toxicos das espécies do género Palicourea

Em relagdo a P. marcgravii, o EAcOEt reduziu 65% dos parasitos em 25 pg/mL,
variando entre 67% a 78% nas concentracdes de 50, 100 e 200 pg/mL, chegando a 92% em
400 pg/mL. O EH,0 a 25 pg/mL reduziu 48% da populacdo, variou de 67% a 72% nas
concentragcdes entre 50-200 pg/mL e os efeitos téxicos lineares com a concentragao
eliminaram todos os parasitos com 400 pg/mL. O mesmo foi observado para o EBut a 400
pg/mL, variando de 61% a 77% nas concentragdes de 25- 200 pg/mL. O EDCM comegou a
ter efeito a partir de 100 pg/mL, inibindo 27% e continuou gradualmente chegando a 92% em
400 pg/mL. O EHex variou de 56% a 94%, entre 25-400 pg/mL, enquanto o EMeOH mostrou

diminui¢do variando de 60% a 91% nestas mesmas concentragdes (Grafico 1).
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Grifico 1: Efeitos das incubagdes por 24h dos extratos de P. marcgravii sobre o crescimento

dos epimastigotas.

Legenda: A: extrato acetato de etila; B: extrato aquoso; C: extrato butandlico; D: extrato

diclorometano; E: extrato hexanico; F: extrato metandlico.

Quanto a P. rudgeoides, o EAcOEt foi o mais eficaz dentre as trés espécies com 85%
de eliminagdo do parasito a 25 pg/mL, 95% a 50 pg/mL, 98% a 100 pg/mL, chegando a
eliminagdo total em 200 pg/mL. Para o EH,0, a redugcdo da populacdo também foi
progressiva variando de 14% a 39% nas concentracdes 25, 50 e 100 pg/mL. O EBut teve
resultado expressivo, com morte total em 100 pg/mL. O EDCM diminuiu a populagdo de
forma linear, variando de 46% a 25 pg/mL e 100% a 400 pg/mL. Para o EHex o melhor
resultado foi a 200 pg/mL com 84% de elimina¢cdo. O EMeOH se mostrou eficaz chegando a

inibicao total na concentracao de 200 ug/mL (Gréafico 2).
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Grifico 2: Efeito das incubagdes por 24h dos extratos de P. rudgeoides sobre o crescimento

dos epimastigotas.

Legenda: A: extrato acetato de etila; B: extrato aquoso; C: extrato butandlico; D: extrato

diclorometano; E: extrato hexanico; F: extrato metanodlico.

Em relagdo a P. tetraphylla, o EAcOEt reduziu 50, 85, 87, 42 ¢ 28% em 25, 50, 100,
200 e 400 pg/mL, respectivamente. J4 o EH,0 mais eliminou (76%) em 50 pg/mL. O EBut
pouco variou seus efeitos 72 a 89%, entre 25-400 pg/mL. O EDCM foi o mais eficaz,
eliminando 100 % em 400 pg/mL e nas concentragdes entre 25-200 variou de 87% a 99%.
Quanto ao EHex, ndo houve diferenca significativa entre as concentracdes, cujos efeitos
foram entre 84% e 88%. O EMeOH foi eficaz a partir de 100 ug/mL quando reduziu 56%,

alcangando eliminagao total em 400 pg/mL (Gréafico 3)
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Grifico 3: Efeito das incubagdes por 24h dos extratos de P. tetraphylla sobre o

crescimento dos epimastigotas.

Legenda: A: extrato acetato de etila; B: extrato aquoso; C: extrato butandlico; D: extrato

diclorometano; E: extrato hexanico; F: extrato metanodlico.

A cinética do processo de eliminacio dos epimastigotas
Para saber a cinética de destruicao do parasito escolhemos o EH,0O na concentragao
100 pg/mL, por ser a intermedidria, e testamos em trés tempos de incubagdo 8h, 16h e 24h

(Fig. 11) (Tabela 6).

Tabela 6: Cinética de eliminagdo dos epimastigotas

Porcentagem de epimastigota

Tempo  Controle P. P. P. tetraphylla
marcgravii rudgeoides

8 horas 26,75 18,66 16,75 18,08

16 horas 26,91 19 16,33 29,5

24 horas 31,41 31,91 14,91 39,5

Legenda: Palicourea marcgravii (P. marcgravii), Palicourea rudgeoides (P. rudgeoides), Palicourea
tetraphylla (P. tetraphylla).

Para P. marcgravii, a reducdo em 8h foi a mesma que em 16h, no entanto, apds este

tempo os parasitos voltaram a se multiplicar, igualando ao controle. Ja para P. rudgeoides, o
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efeito foi o mesmo nos trés tempos de tratamento, e o numero de parasitos continuou
constante. Para P. tetraphylla, s6 o tempo de 8h reduziu o nimero de epimastigota, que voltou

a se proliferar em 16 h e continuou aumentando em 24 h.

Grifico 4: Cinética de eliminacdo dos epimastigotas usando o extrato aquoso de espécies de

Palicourea.

Legenda: PMPA: Palicourea marcgravii parte aquosa, PRPA: Palicourea rudgeoides parte aquosa,
PTPA: Palicourea tetraphylla parte aquosa.

Analises estruturais e ultraestruturais dos epimastigotas

Através da microscopia Optica foi observado que os epimastigota ndo tratados
mostram uma forma alongada, tipica do parasito, presenga do flagelo, sem alteragdes visiveis
(Fig. 11A, E e I). No entanto, na presenga dos extratos aquosos incubados por diferentes
tempos na concentragdo 100 pg/mL, os epimastigotas passaram a apresentar citoplasma

bastante condensado.
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Figura 12 - Microscopia Optica de epimastigotas tratados com diferentes extratos aquosos de

espécies de Palicourea.

Legenda: A, E e I = controle. B, F e J = Palicourea marcgravii. C, G ¢ K = Palicourea rudgeoides. D,
H e L = Palicourea tetraphylla. Barras: 50 pm.

Através da microscopia eletronica de transmissdo foi visto que os epimastigotas nao
tratados apresentam uma aparéncia normal, membrana plasmatica intacta com citoplasma e
nucleo sem alteragdes (Fig. 12A). No entanto, o tratamento com os extratos aquosos a 100
pug/mL causaram perda de contetdo citoplasmético com a retragdo do corpo do parasito (Fig.
12B, C e D) e, descompactagdo da cromatina nuclear (Fig. 12C). Multiplas vacuoliza¢des
citoplasmaticas (Fig. 12B) e alteragdes na membrana plasmatica do parasito foram

visualizadas (Fig. 12B, C a D).
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Figura 13 - Microscopia eletronica de transmissdo de epimastigotas tratados por 24 h com

extratos aquosos a 100 ug/mL de diferentes espécies de Palicourea.

Legenda: A: controle, B: Palicourea marcgravii, C: Palicourea rudgeoides and D: Palicourea
tetraphylla. Mitocéndria (M), nticleo (N), vactiolo (V), cinetoplasto (C). Barras: A e D =2
um,Be C=1 pum.

Também foram realizados ensaios de atividade antifungica com os extratos de P.
marcgravii, P. rudgeoides e P. tetraphylla contra as leveduras C. albicans ¢ C. tropicalis e
contra o fungo filamentoso F. solani. Todos os extratos foram testados numa concentragdo de
250 pg.mL™’, no entanto, ndo foi possivel observar nenhum efeitos inibitorio dos mesmos

sobre os fungos testados (dados ndo mostrados).

4.4 Discussao

Diversos extratos de folha das espécies P. marcgravii, P. rudgeoides e P. tetraphylla
foram testados contra epimastigotas de T. cruzi. No entanto, nem todos os extratos tiveram
efeitos dose/tempo dependentes, como observado pela retomada do crescimento dos parasitos

apos alguns tratamentos.
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O EH,O foi o primeiro a ser testado por acreditar que ¢ o extrato mais proéximo da
planta in natura. Porém, este extrato nao foi mais eficiente que os outros, obtidos a partir de
diversas extracdes. O EBut foi o mais expressivo chegando a 100% de eliminacdo em 400
ug/mL de P. marcgravii e em 100, 200 e 400 pg/mL de P. rudgeoides. Em segundo ficou o
EMeOH que inibiu 100% em 200 ¢ 400 pug/mL de P. rudgeoides e em 400 pg/mL de P.
tetraphylla. Seguida do EDCM que inibiu 100% em 400 pg/mL de P. rudgeoides e P
tetraphylla. E por fim inibigdo em 200 ¢ 400 pug/mL de P. rudgeoides pelo EAcCOEt. A
atividade encontrada para os extratos metanolicos e em acetato de etila de P. rudgeoides pode
estar relacionada as cumarinas que sdo as substancias majoritarias encontradas nos mesmos.
Alguns estudos descritos por Scio e colaboradores (2003) e Van Voorhis e colaboradores
(2003) destacam a atividade de cumarinas contra formas tripomastigotas de T. cruzi.

De acordo com a literatura, o uso de espécies da familia Rubiaceae no tratamento
contra protozoarios vem se mostrando eficiente. Segundo Ali (2002), o extrato metanolico de
Gardenia lutea Fresen. causou lise em 50% sob a forma tripomastigota dos parasitos em 22
ng mL-', apoés 72 h de incubacdo. Hoet (2004) avaliou a estrutura de compostos j4 bem
estabelecidos como antiprotozoarios, como ¢ o caso do quinino, um alcaloide de Cinchona sp.
(Rubiaceae), a artemisinina, um sesquiterpeno lactona de Artemisia annum L. (Asteraceae)
usado para tratar a malaria e a emetina, um alcaloide de Cephaelis ipecacuanha (Brot.) A.
Rich. (Rubiaceae) utilizado para tratar a amebiase. O quinino apresentou atividade tripanocida
significativa com ICso de 1,2 uM, em T. brucei, a artemisinina se mostrou inativa com ICs, de
189 uM e a emetina teve 6timo resultado em ICsp = 0.039 uM. A andlise estrutural destes
compostos tém sido utilizados para o desenvolvimento de outras drogas semi-sintéticas ou
sintéticas com melhor eficicia e seguranca (HOET et al. 2004). Cimanga e colaboradores
(2006) mostraram que os extratos foliares etandlicos, diclorometano e éter de petroleo de
Morinda lucida Benth. (Rubiaceae) tiveram atividade, in vitro, contra Plasmodium
falciparum. Ogbunugafor e colaboradores (2007) observaram que o extrato butandlico de M.
ciliata inibiu o crescimento de T. bruce em 68,68% quando administrado via oral por cinco
dias em ratos. Kato et al. (2012) analisaram Psychotria prunifolia (Kunth) Steyem. e viu que
o extrato bruto etandlico e os alcaloides tiveram agdo toxica sobre a forma epimastigota do T.
cruzi. Contudo, trabalhos acerca da atividade antiprotozoa com espécies do género Palicourea
sdo escassos na literatura. Nossos estudos utilizando os extratos foliares apresentaram
potencial inibitorio no crescimento e, por conseguinte, alteragdes na morfologia de T. cruzi
epimastigota. No presente trabalho, a eliminagdo completa, quando ocorreu, foi a partir de

100 pg/mL nas trés espécies, para os extratos, com exce¢cdo do hexanico, no tempo de 24 h.
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No geral, o extrato butandlico das trés espécies foi o que mais eliminou parasito, apés 24
horas de incubagao, sendo na espécie P. rudgeoides o resultado mais expressivo com
eliminagdo completa.

Em relacdo a atividade antifungica destes extratos, foi possivel observar que nenhum
dos extratos testados foi capaz de inibir o crescimento das leveduras C. albicans e C.
tropicalis e do fungo filamentoso F. solani, no entanto, resultados diferentes ja foram vistos
em outros trabalhos. Rodrigues e colaboradores (2014) relataram a atividade antifungica dos
extratos de varias espécies incluindo duas do género Palicourea. Os extratos aquoso e
metanodlico de P. guianensis e P. corymbifera foram ativos contra trés cepas de Candida sp.
Os autores correlacionaram a atividade destes extratos com a possivel presenca de alcaloides
indol triterpeno, uma vez que estas substancias sio comumente encontradas em espécies da
familia Rubiaceae, cuja atividade antimicrobiana ja foi demonstrada (FIGUEIREDO et al.
2009; NUNEZ et al. 2012). Entre as espécies de Rubiaceae, também observaram forte
atividade contra Candida sp no extrato acetato de etila em Alibertia edulis (Rich.) A. Rich ex
DC. (VALLI;, YOUNG; BOLZANI 2016), em diferentes extratos de Vangueria
madagascariensis J.F. Gmel. (RAMALINGUM; NELVANA; MAHOMOODALLY 2014) e
de Borreria laevicaulis (Miq.) Ridl. (WONG et al. 2015). O fato dos extratos testados nao
terem tido efeito sobre o fungo e as leveduras, pode ser explicado, por exemplo, pela presenca
de parede celular nestes microrganismos, o que dificultaria a penetracdo dos extratos nas
células.

Os resultados obtidos neste estudo evidenciam que todos os extratos tiveram algum
efeito sobre os parasitos e, dentre as trés espécies analisadas, P. rudgeoides foi a que
apresentou melhores resultados na redugdo dos epimastigotas com destaque para os extratos

em butanol, metanol e acetato de etila.
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5 ANALISE FITOQUIMICA E QUIMIOSSISTEMATICA DE PALICOUREA
MARCGRAVII, P. RUDGEOIDES E P. TETRAPHYLLA

5.1 Introducao
Entre as Rubiaceae, nem sempre os parametros morfologicos sdo suficientes para

posicionar taxonomicamente as espécies em subfamilias e tribos (VALLIL, YOUNG;
BOLZANI 2016). Neste sentido, o perfil metabdlico pode contribuir para um correto
posicionamento taxondmico de suas espécies (TOMAZ; NOGUEIRA; SERA 2008),
especialmente em gé€neros de tribos diferentes, porém de grande semelhanga morfologica
como ¢ o caso de Palicourea e Psychotria.

Estudos fitoquimicos tém sido desenvolvidos com a finalidade de se conhecer e
fornecer um perfil quimiotaxondmico para a familia. A analise fitoquimica de folhas de
Uncaria guianensis (Aubl.) J.F. Gmel. resultou no isolamento de alcaloides, tendo como
objetivo avaliar o mecanismo de ag¢do farmacologica (CARBONEZI et al. 2004). A triagem
quimica de espécies de Heteropsychotria, Palicourea e Rudgea cooperou para a analise
sistemadtica, reafirmando o alcaloide como um marcador taxondmico importante (LOPES et
al. 2004). A analise fitoquimica de Richardia grandiflora (Cham. & Schltdl.) Steud. permitiu
isolar e identificar cinco constituintes, contribuindo com o perfil quimiotaxondmico da
familia (TOMAZ; NOGUEIRA; SERA 2008). A prospeccdo fitoquimica da espécie
Guettarda uruguensis Cham. & Schltdl. revelou uma grande diversidade de metabolitos
especiais como: triterpenos; cumarinas; alcaloides; heterosideos antocidnicos, saponinicos,
cianogenéticos e taninos (DUARTE 2012). Os extratos etanolicos das folhas de dez espécies
do género Psychotria foram avaliados quanto a atividade antibacteriana, em uma tentativa de
encontrar novos agentes antituberculose, revelando uma contra Mycobacterium bovis, com a
inibi¢do da producao de 6xido nitrico (MORAES et al. 2011).

As plantas sao consideradas uma importante fonte de produtos naturais biologicamente
ativos, sendo a biossintese € o acimulo de metabolitos especiais produzidos pela maioria das
espécies superiores. Varias regides do pais, inclusive a Floresta Atlantica, sdo de interesse das
industrias farmacéuticas, cosméticas, alimenticias e agroquimicas (BALANDRIN et al. 1985;
BATES 1985), para investigagdo de novas substancias para a producao de formas terapéuticas
tendo em vista a industrializagdo ¢ o comércio de principios ativos (SOUSA et al. 2008;
OLIVEIRA et al. 2007; ARAUJO et al. 2008).

Os processos metabdlicos podem ser divididos em dois conjuntos, o primario € o
especial. Metabolismo primdrio corresponde a um conjunto de processos metabolicos que

desempenham uma funcdo essencial, como por exemplo: a fotossintese, a respiracdo e o
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transporte de solutos, possuindo distribuicdo universal nas plantas, como os aminodacidos,
nucleotideos, lipidios, carboidratos e a clorofila (GOTTLIEB; KAPLAN; BORIN 1996).

As substancias oriundas dos metabolitos especiais nao sao consideradas essenciais,
porém garantem vantagem para a sobrevivéncia da planta (SIMOES et al. 2004). Esses
metabolitos ainda ndo possuem suas fungdes fisioldgicas completamente elucidadas. No
entanto, sua producdo ¢ associada a defesa da planta contra herbivoria, ataque de patégenos,
radiacao solar (MONTANARI JR 2002), ou ainda atuando na competi¢cdo entre plantas ¢ na
atracdo de organismos benéficos como polinizadores, dispersores de sementes, micro-
organismos simbiontes e na alelopatia (SIMOES et al. 2002). A sintese de metabdlitos
especiais pode ser afetada por diversos fatores ambientais, por representarem uma interface
quimica entre as plantas e o ambiente (KUTCHAN 2001).

A quimiossistematica ¢ a ciéncia que se baseia em dados quimicos. E que por meio de
indices quimicos associados aos morfoldgicos permite avaliar questdes taxondmicas e
evolutivas das plantas, apresentando a distribuicao e diversidade das micromoléculas. O
tabelamento desses dados torna possivel eleger marcadores quimiossistematicos que sao
caracterizados pela ampla ocorréncia e diversidade estrutural de diferentes classes quimicas
(GOTTLIEB et al. 1996). A sele¢ao desses marcadores permite calcular parametros quimicos
como: o niumero de ocorréncia (NO), parametro quimico que fornece o grau de relevancia de
uma determinada categoria metabdlica para o taxon. Outra maneira de expressar a frequéncia
de distribui¢do de uma classe biossintética ¢ o indice de diversidade (ID) (SILVA 1988).
Esses sao exemplos de parametros taxondmicos que permitem avaliar o grau de significancia
de uma substancia para o taxon (SOARES 1996).

Avaliagdes anatOmicas, fitoquimicas e quimiossistematica de substancias derivadas de
espécies vegetais t€ém tido um grande avango nos ultimos anos, no sentido de obter novas
substancias ativas. O estudo de critérios taxondmicos de natureza quimica, em especial os que
se referem a quimica micromolecular, ¢ um modo importante para complementar as
informagdes necessarias aos taxonomistas (SANTOS et al. 2010).

Rubiaceae apresenta grande diversidade de metabdlitos especiais, dentre os quais se
destacam os alcaloides, pertencentes a mais de dez classes diferentes com destaque para os
tipos quinolinicos, indoloterpénicos, isoquinolinicos, piridinicos e piperidinicos (SIMOES et
al., 2002). Além de iridoides (YOUNG et al. 1992; GALLEGOS; ROQUE 1997);
triterpenoides (BOLZANI; TREVISAN; YOUNG 1991; BROCHINI et al. 1994; OLEA;
ROQUE 1997; YOUNG et al. 1998); flavonoides (OLEA; ROQUE 1997; PINTO et al.
2008); saponinas (YOUNG et al. 1998); quinonas (VERMES; WAGNER 1980). Também
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foram evidenciados lignoides (KAMIYA; ZHANG; SIMA 2004); diterpenos (KOIKE et al.
1980); feofitinas (TOMAZ; NOGUEIRA; SERA 2008); esteroides (NAGASAMPAGTI et al.
1971), cumarinas (BENEVIDES et al. 2004; PINTO et al. 2008), dentre outros.

Os alcaloides pirrolidinoindolinicos sdo substancias resultantes da condensagdo de
duas ou mais unidades de N-b-metil-triptamina, como por exemplo, a quimonanatina,
hodkinsina e psicotridina (MOURA; MARUO 2014). Esse tipo compreende mais de 400
estruturas diferentes (HARTAMANN; ODER 2008). Os alcaloides indodlicos geralmente estao
relacionados com o metabolismo do triptofano e apresentam substituicdes em diferentes
posicdes do anel indolico (WILLIANS 2001). Os alcaloides inddélicos monoterpénicos sao
considerados um excelente marcador quimiotaxondmico dentro de Angiospermas, por
permitir o posicionamento de Rubiaceae em Gentianales, proximo a Apocynaceae e
Loganiaceae e estabelecer afinidades quimiotaxondmicas entre estas (YOUNG et al. 1996). A
principal caracteristica dos alcaloides inddlicos monoterpénicos ¢ sua origem biossintética
comum. Todas as substancias conhecidas provém de um precursor Unico: a estrictosidina
produzida pela condensagdo de uma molécula de triptamina com um alcaloide terpénico, o
secologanosideo, elaborado via geraniol, a partir das moléculas do acido mevaldnico
(BRUNETON 1991). Na via biossintética do alcaloide indélico-monoterpénico, a enzima
triptofano descarboxilase converte triptofano em triptamina (LOPEZ-MEYER; NESSLER
1997; ZIEGLER; FACCHINI 2008). Iridéides sdo substancias monoterpenoidicas tendo a
estrutura quimica baseada no esqueleto ciclopentano- [C]- pirano, iridoides carbociclicos € a
clivagem oxidativa da ligagdo 7,8 do anel ciclopentano fornece os chamados secoiridoides
(SAMPAIO-SANTOS; KAPLAN, 2001). Segundo SAMPAIO-SANTOS; KAPLAN (2001)
pode existir duas vias para a biossintese de iridoides: uma envolvendo o iridodial como
precursor e a outra tendo o 8-epi-iridodial como intermediario chave. O uso de iridoides
marcados, a fim de estabelecer passos da via biossintética, foi documentado para espécies da
familia Rubiaceae (UESATO et al. 1984; 1986; INOUYE et al. 1988; JENSEN 1991).

A presenga de iridoides em Rubiaceae ¢ de grande relevancia devido ao fato de serem
marcadores taxonOmicos. A loganina € precursora de secologanina, uma das substancias
formadoras dos alcaloides indolicos monoterpénicos e de alguns alcaloides isoquinolinicos
(BRUNETON 1993). Alcaloides quinolinicos sdo formados a partir da condensacdo de duas
unidades N-b-metiltriptamina, como por exemplo, a emetina e a cefaelina (ADJIBADE et al.
1992; VERROTA et al. 1998; MOURA; MARUO 2014). Flavonoides sdo caracterizados
estruturalmente por possuirem dois anéis aromaticos hidroxilados, A e B, unidos por um

terceiro anel, C heterociclico (DI CARLO et al.1999; ENDT et al. 2002). Sua distribui¢ao
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normalmente ¢ uma ferramenta auxiliar na classificacdo, e sdo, portanto, largamente
utilizados como marcadores quimiossistematicos por causa da sua larga distribui¢ao em
plantas superiores e da enorme diversidade de tipos estruturais que apresenta (HARBORNE
1984; BARREIROS 1990).

As cumarinas sdo amplamente distribuidas entre as plantas, ocorrendo
predominantemente em Angiospermas. O interesse farmacéutico por essas substancias se deve
ao fato de mostrarem atividades farmacologicas relevantes, tais como imunossupressora,
hipolipidémica, hipotensora, relaxante vascular e muscular (SIMOES 2007). Cumarinas
simples sdo biogeneticamente derivadas de acido chiquimico, através do acido cinamico. A
diversificacao desses metabolitos envolvendo a biossintese de estruturas mais complexas fica
restrita a algumas familias. Cumarinas com esqueleto mais simples sdo de ampla ocorréncia
como umbeliferona (7-hidroxicumarina), esculetina (6,7-dihidroxicumarina), escopoletina (7-
hidroxi-6 - metoxi cumarina) (SHIMIZU et al. 2005).

As antraquinonas sao relatadas para Rubiaceae por apresentarem quantidades
consideraveis, especialmente nas raizes (HAN; VAN DER HEIJDEN; VERPOORTE 2001).
A literatura relata duas principais vias biossintéticas: via do policetideo e via do acido
corismato/O-succinilbenzoico. Na familia, as antraquinonas sdo consideradas do tipo Rubia,
isto ¢, o anel A e B sdo biossinteticamente derivados do 4cido corismico e do a-cetoglutarato
via acido 0-succinilbenzoico, enquanto que o anel C ¢ formado a partir de isopentenil
difosfato através da via do terpenoide (LEISTNER 1981, 1985).

Estudos indicam a tendéncia de um perfil quimico para cada subfamilia, que podem
ser considerados marcadores taxonomicos para Rubiaceae (Figura 13). Na subfamilia
Ixoroideae, os iridoides sdo considerados como os marcadores quimiotaxénomicos, enquanto
em Cinchonoideae, predominam os alcaloides indodlicos e em Rubioideae, antraquinonas
representam a principal classe de metabolitos secundarios (BOLZANI; TREVISAN; YOUNG
1991; TREVISAN 1993; YOUNG et al. 1996).
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Figura 14 - Diversidade quimica e distribuicdo dos principais constituintes nas trés

subfamilias: Ixoroideae (IXO), Cinchonoideae (CIN) e Rubioideae (RUB).

Legenda: Fonte (Adaptado de BOLZANI et al. 2001).

Donfack e colaboradores (2014) isolaram duas antraquinonas schimperiquinona A
(Fig. 14 (1)) e 2-hidroximetilantraquinona (Fig. 14 (2)) de Pentas schimperi (Hochst.)
Wieringa (Rubioideac) e testaram contra células tumorais obtendo resultados positivos. O tipo
2-hidroxi-3- metilantraquinona foi isolado de Palicourea coreacea (DA SILVA; DE
CARVALHO; ALVES 2008), que apesar de ser considerada a classe quimica mais
encontrada em Rubioideae, outras classes se destacam em Palicourea. Lopes (2004), em
estudos com Palicourea rigida Kunth. inferiu como a presenca de alcaloide pode ser
significativa como marcador quimico. O lialosideo (Fig. 14 (3)), por exemplo, ¢ um alcaloide
monoterpénico glucoindodlico isolado de extratos foliares de Palicourea adusta Standl.
(VALVERDE; TAMAYO; HESSE 1999). Uma substincia bastante encontrada em
Palicourea ¢ o monofluoroacetato (Fig. 14 (4)) ou acido monofluoroacético. Silva e
colaboradores (2011) usaram extrato foliar em acetato de etila de Palicourea marcgravii
contendo 0,12% de monofluoroacetato contra um tipo de carrapato e obteve bons resultados.
Coelho e colaboradores (2007) também observaram a presenga de acido monofluoroacetico
em folhas de Palicourea longiflora (Aubl.) A. Rich. Lee e colaboradores (2012) identificaram

monofluoroacetato em Palicourea aeneofusca (Mill. Arg.) Standl.
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Figura 15 — Exemplo de estruturas de substancias que ja foram isoladas no género
Palicourea.

Legenda: (1) schimperiquinona, (2) 2-hidroximetilantraquinona, (3) lialosideo e (4)
monofluoroacetato.

O monofluoroacetato (MFA) ¢ uma substancia proibida no Brasil devido ao risco de
intoxica¢do e considerada como o principio toxico das chamadas plantas brasileiras que
causam morte subita (NOGUEIRA; PEIXOTO; FRANCA 2011). Dentre estas estd
Palicourea marcgravii (TOKARNIA et al. 1993). O modo de agdo do MFA baseia-se na
formagdo do fluorocitrato, formado no organismo quando o fluoroacetato se liga a acetil
Coenzima A (CoA) para formar fluoroacetil CoA, que substitui o acetil CoA no ciclo
energético de Krebs e reage com citrato sintase, produzindo fluorocitrato. Este composto
bloqueia competitivamente outras enzimas interferindo na cadeia respiratoria e
consequentemente nos processos metabodlicos dependentes de energia. Gera acimulo de
citrato em varios tecidos (CLARKE 1991), diminui a oxida¢do do acetato, diminui o uso do
piruvato na incorporagio de CO, (NOVAK et al. 1972) assim como aumenta o nivel de calcio
(COLLICCHIO-ZUANAZE et al. 2006).

O estudo de critérios taxondmicos de natureza quimica, em especial os que se referem
a quimica micromolecular, ¢ importante para complementar as informagdes necessarias aos

taxonomistas (SANTOS et al. 2010). Problemas taxondmicos relativos a classificacdo de
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espécies do género Palicourea tém conduzido a investigagdes em outras areas de
conhecimento como o da quimica micromolecular, que possibilita compreender a distribuigao,
diversidade e tendéncia evolutiva dos metabdlitos especiais. Sendo assim, o objetivo deste
trabalho foi identificar substancias em trés espécies simpatricas de Palicourea e estabelecer
um paralelo entre as micromoléculas observadas nos géneros Palicourea e Psychotria, a fim
de contribuir com a taxonomia da familia Rubiaceac em taxons de grande semelhanca

morfologica.

5.2 Material e Métodos

5.2.1 Fitoquimica
Obtencao do extrato metandlico (EMeOH)

O material vegetal utilizado na obtencao do extrato metanolico foi coletado no Parque
Nacional do Itatiaia-RJ, as espécies foram encontradas na borda das trilhas, P. marcgravii ¢ P,
rudgeoides estavam pouco expostas ao sol sendo encobertas por arbustos mais altos ao redor,
ja P. tetraphylla estava completamente exposta ao sol. As folhas completamente expandidas
dessas trés espécies foram secas em temperatura ambiente e a sombra durante quinze dias.
Posteriormente, as folhas foram pulverizadas em moinhos de facas com granulagdo definida
resultando em 25,08 g; 32,50 g e 496,36 g respectivamente. O pd de folhas foi acondicionado
em potes de vidro, sendo em seguida, adicionados 150 ml de metanol no vidro com o p6 das
folhas de P. marcgravii e P. rudgeoides e 1.000 ml no vidro com o p6 das folhas de P.
tetraphylla. A mistura foi deixada a temperatura ambiente por treze dias. Apds este periodo o
extrato metandlico foi filtrado em papel de filtro e concentrado em evaporador rotatdrio sob
60° C, 80 rpm e baixa pressdo. A cada quatro dias o macerado foi filtrado e mais
150/150/1000 ml de metanol adicionado ao vidro de cada espécie. Apods o macerado ser
filtrado, o extrato obtido foi concentrado em evaporador rotatério, os rendimentos dos
extratos metanodlicos foram de 2,78 g para P. marcgravii; 5,66 g para P. rudgeoides e 69,74 g

para P. tetraphylla.

Cromatografia em camada delgada (CCD)

A cromatografia em camada delgada foi empregada com o objetivo de acompanhar a
purificagdo das fragdes obtidas no processamento dos extratos. As cromatoplacas de silica de
aluminio, 250 UM, 20 x 20 cm, F 254 fabricante Silicycle® foram cortadas em placas

cromatograficas menores (2,5 cm por 5 cm), os extratos obtidos aplicados a 0,5 cm da base e
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eluidos em diferentes sistemas de solventes (Tab. 7) de modo a avaliar o melhor sistema para
separacao dos constituintes das futuras fragdes e desenvolver os perfis cromatograficos. Os
reveladores utilizados para a visualizacao dos compostos foram luz ultravioleta em 254 ¢ 366
nm (método fisico), com auxilio de lampada de luz ultravioleta Modelo CM-10
(Spectroline®). As placas foram reveladas com solu¢dao de vanilina sulfurica 1:1 seguido de
aquecimento (método quimico). Além de algumas placas serem aspergidas com Dragendorff
(YODER; MAHLBERG 1976), reagente de Nadi (DAVID; CARDE 1964) Vanilina
cloridrica (MACE; HOWELL 1974) e cloreto de aluminio (CHARRIERE- LADREIX 1976).

Tabela 7: Quadro com os sistemas de eluentes e reveladores testados para as trés espécies.

Extratos Eluentes Reveladores
cloroféormio / acetona (7:3) Dragendorff, Reagente de
EMeOH Nadi e Vanilina cloridrica
cloroféormio / metanol (9:1); metanol /
cloroférmio (9:1); cloroférmio / acetona (7:3); Vanilina sulftrica

cloroformio / acetona (3:7) (7:3); cloroférmio /
acetato de etila (7:3) (1:1); hexano / acetato de
etila (7:3)

EHEX  hexano / cloroférmio (7:3), (1:1), (3:7); hexano / Vanilina sulfarica
acetato de etila (1:1), (7:3), (3:7); cloroférmio /
acetato de etila (7:3)

EAcOEt acetato de etila / acetona (1:1), (7:3), (3:7); Vanilina sulftrica
acetato / metanol (3:7); cloroféormio / metanol
(9:1); hexano / acetato de etila (7:3)

ECHCI,  hexano / acetato de etila (8:2); hexano / acetato Vanilina sulftrica
de etila (6:4)

Legenda: Extrato em metanol (EMeOH), Extrato em hexano (EHEX), Extrato em acetato de
etila(EAcOEt), Extrato em diclorometano (ECHCI,).

Cromatografia com fase liquida em colunas abertas (CC)

A cromatografia em coluna (CC) foi realizada em colunas de vidro aberta empacotada
com gel de dextrana Sephadex LH-20 (Pharmacia Biotech®) utilizando MeOH como fase
movel. E também coluna empacotada com silica gel. As fragdes foram coletadas em frascos

de vidro de 15 ml.
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Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de 'H e "C (uni- e bidimensionais) foram obtidos em
espectrometro Bruker AVANCE 1I (500/125 MHz), utilizando-se cloroférmio, metanol ou
piridina deuteradas como solventes e tetrametilsilano (TMS) como referéncia. Foram obtidos
experimentos especiais para defini¢do das estruturas como DEPT *C, DQF-COSY 'H-'H,
HSQC 'H-"*C, HMBC e NOEUiff. Os deslocamentos quimicos foram medidos em partes por
milhdo (ppm) da freqiiéncia aplicada e as constantes de acoplamento (J) medidas em Hertz
(Hz).

Critérios de Pureza
O critério de pureza adotado foi a observacdo de mancha tinica em cromatografia em
camada delgada, com a utilizacdo de diferentes sistemas de eluentes. As fracdes foram

reunidas de acordo com sua semelhanga cromatografica apds a observagao da CCD.

Fracionamento do extrato metanolico de folhas de P. marcgravii e P. rudgeoides e P.
tetraphylla

O fracionamento foi o0 mesmo realizado para os testes antifungicos e antiparasitario
esquematizados na figura 11. A parti¢ao liquido-liquido, entre 4gua e solventes de polaridade
crescente, consistiu na separagdo dos componentes do extrato bruto metanolico. A partigao ¢
baseada nos coeficientes de separagao entre dois solventes imisciveis, sendo utilizada para
tornar as misturas de substancias quimicas presente no extrato mais simples, de acordo com a
polaridade. Os solventes utilizados para a parti¢do foram: hexano, diclorometano, acetato de
etila, alcool butilico e 4gua. Foram usados cerca de 2 g, 3 g e 4 g dos extratos metandlicos de
P. marcgravii, P. rudgeoides e P. tetraphylla, respectivamente, diluidos em 500 ml de agua
destilada e em solventes de polaridade crescente, fracionado por meio de funil de separagao,
gerando novos extratos. Os novos extratos obtidos com o fracionamento foram concentrados
em evaporador rotatorio e pesados, os pesos obtidos para os demais extratos provenientes do
fracionamento podem ser encontrados na tabela 8.

Destes extratos foram feitas varias placas cromatograficas usando diferentes eluentes e
reveladores a fim de fazer uma prospeccao fitoquimica e comparar com os resultados dos
testes histoquimicos. Como sdo extratos e ndo substancias isoladas os resultados podem se
tratar de um falso positivo ou negativo. Os resultados da prospeccao estdo nas tabelas 9, 10 e

11.

Fracionamento do extrato aquoso de folhas de P. tetraphylla
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A separagdo cromatografica foi feita a partir do extrato aquoso de P. tetraphylla (0,45
g). A escolha de comegar por este extrato foi devido ser a espécie com maior quantidade de
extrato bruto metandlico. Na primeira coluna foram aplicados cerca de 170 mg do extrato.

Esse processo foi repetido por mais quatro vezes, até o término do extrato (Fig. 16).

Figura 16 — Diagrama do fracionamento do extrato aquoso de P. tetraphylla

Legenda: Cinco colunas provenientes do extrato aquoso de P. tetraphylla.

As fragdes, do extrato aquoso de P. tetraphylla, foram recolhidas de acordo com as
diferentes coloragdes que foram apresentadas na coluna e monitoradas por CCD (Fig. 17). De
acordo com os resultados do monitoramento com CCD, as fragdes foram reunidas e enviadas
para analise em RMN. A quantidade de material constituintes das fragdes nao foi suficiente
para a obtencdo de espectros com resolu¢do adequada para identificagdo de metabolitos,

podendo, entretanto, propor a presenga dos mesmos.
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Figura 17 — Fragdes da coluna do extrato aquoso de P. tetraphylla.

Legenda: Seis das sete fragdes recolhidas em frascos de 8 ml da primeira

coluna do extrato aquoso de P. tetraphylla.

O extrato em diclorometano de P. tetraphylla (1,12 g) foi dissolvido em metanol e
incorporado a duas partes de silica-gel para cada parte de amostra, utilizando constante
homogeneiza¢do em cépsula de porcelana, promovendo a evaporagdo do solvente, até a
formagao da pastilha, sendo submetida a cromatografia liquida em coluna de silica gel. Como
fase movel, iniciou-se com 5 % de acetato de etila para 95 % de hexano num volume de 100
mL, tendo acetato de etila como gradiente de polaridade, com variagdo de 5% em 5%, até
80% de acetato de etila. Foram coletadas 71 fragdes em frascos de vidro de aproximadamente
8 mL. Nas cromatoplacas, o sistema de eluentes utilizado foi 2 ml de hexano para 3-5 gotas de
acetato de etila, assim foi possivel reunir as fracdes de 1-15, 16-25, 26-33, 34-71 (Fig. 18). Da

fragdo 16-25 isolou-se a substancia (1) e da fracdo 26-33 a substancia (2).
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Figura 18: Diagrama do fracionamento do extrato em diclorometano de P. tetraphylla.

Legenda: Rendimento das 71 fracdes obtidas e reunidas.

Fracionamento do extrato metandlico e acetato de etila de folhas de P. rudgeoides
Os frascos com o extrato metandlico ¢ o extrato em acetato de etila de P. rudgeoides
apresentaram um precipitado branco na parede lateral do frasco. Este material foi separado da
parte que ficou no fundo do frasco e pesado. O precipitado do extrato em acetato de etila
(0,0565g -3) dissolveu em acetona e o precipitado do extrato metandlico (0,0522g - 4),
dissolveu em piridina e ambos foram enviados para analise em RMN.
A parte que ficou no fundo do frasco (0,1454g) do extrato em acetato de etila de P.
rudgeoides, foi aplicada em coluna (2,5 por 37 cm) de sephadex usando como eluente o
metanol e foram recolhidas em 6 fragdes. A placa cromatografica foi eluida em acetato de

etila/acetona (3:7) e observada sob luz Uuv (Fig. 19).
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Figura 19 — Diagrama do fracionamento do extrato em acetato de etila de P. rudgeoides.

Legenda: Rendimento de seis fragdes derivadas da coluna com extrato em acetato de etila.

Fracionamento do extrato metanolico e acetato de etila de folhas de P.marcgravii e P.
tetraphylla

Do extrato em acetato de etila de P. marcgravii, foi fracionado (30 mg) em coluna de
sephadex (1,5 por 34 cm) e foram obtidos 4 fra¢des (Fig. 20). A terceira fragdo desta coluna
contendo 12 mg, foi novamente aplicada em coluna de sephadex (1,5 por 37 cm) tendo como
eluentes metanol/diclorometano (4:1). Foram obtidas trés novas fragdes. Porém, a quantidade de

material isolado nao foi suficiente para proceder a elucidagao estrutural.

Figura 20 — Diagrama do fracionamento do extrato em acetato de etila de P. marcgravii.

Legenda: Rendimento de quatro fragdes derivadas da coluna com extrato em acetato

de etila.
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A separagdo cromatografica do extrato em acetato de etila de P. tetraphylla
(300 mg) foi feita em coluna de sephadex (2,5 por 44 cm). Renderam oito fracdes (Fig.
21). A fragdo cinco (77 mg) foi aplicada em coluna (1,5 por 37 cm) com
metanol/diclorometano (4:1). Desta fra¢do, cinco novas fragcdes foram produzidas e a
fragdo trés (6 mg) foi para RMN. Com a fracdo sete (24 mg) foram feitas placas

preparativas.

Figura 21 — Diagrama do fracionamento do extrato em acetato de etila de P. tetraphylla.

Legenda: Rendimento de oito fragdes derivadas da coluna com extrato em acetato de etila e novas

fragdes advindas das fragdes cinco e sete.

A separacdo cromatografica do extrato metanolico de P. marcgravii (256 mg) foi feita em
coluna de sephadex (2,5 por 44 cm). Renderam 4 fracdes (Fig. 22). A fragdo 3 (18 mg) foi
enviado para RMN.
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Figura 22 — Diagrama do fracionamento do extrato metanolico de P. marcgravii.

Legenda: Rendimento de quatro fragdes derivadas da coluna com extrato metanolico.

Quimiossistematica

Inicialmente foi realizado um levantamento bibliografico sobre os constituintes quimicos
de espécies dos géneros Palicourea e Psychotria, por serem considerados géneros bem
préximos, de trabalhos publicados nos sites ScienceDirect ¢ CAS SciFinder, a partir de 1990
até 2015. Seguido de um tabelamento que serviu de base para o estabelecimento do perfil
fitoquimico e determinagao dos indices quimicos. Posteriormente, foram complementadas as
informagdes com a consulta aos artigos originais, de revisdo e as obras especializadas. O
sistema de classificagdo botanico utilizado foi o APG III (2009).

A partir, foi calculado o nimero de ocorréncia (NO) das substancias de uma mesma
classe para cada género, o indice de diversidade (ID) que foi obtido do produto do niimero de
ocorréncia (NO) pelo ntimero de tipos (NT) estruturais de classes quimicas, dividido pelo
numero de espécies estudadas. A quantificagdo dos parametros referentes a substituicdo de
cada representante flavonoidico (BARREIROS, 1990) foi calculado através da divisdao pelo
numero total de grupos oxilicos, do numero de grupos O-glicosila (IG, Indice de
Glicosilagdo), do nimero de grupos O-metila (IM, Indice de Metilagio), da soma dos grupos
O-glicosila e O-metila (IP, indice de Protecdo Total) e do nimero de hidroxilas livres (ID,

indice de Desprotegio).

5.3 Resultados
A partir dos extratos metanolicos de P. marcgravii (2,78 g); P. rudgeoides (5,66 g) ¢
P. tetraphylla (69,74 g), foram feitos os fracionamentos e os pesos obtidos para os extratos

estdo na tabela &:
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Tabela 8: Rendimento do fracionamento dos extratos em hexano, diclorometano, acetato de
etila, butanol e agua.

Extrato metanolico EHEX ECHCl, EAcOEt EBUT EH,0

P. marcgravii 0,33g 0,06g 0,64¢g 0,03g 0,5g
P. rudgeoides 0,17g 0,04g 0,89¢ - -
P. tetraphylla 0,5¢ 0,05¢g 0,03g 0,19¢ 0,45¢g

Legenda: EHEX- extrato hexanico, E CHCl,- extrato diclorometano, EAcOEt- extrato acetato
de etila, EBUT- extrato butanolico ¢ EH,0O- extrato aquoso. Os extratos butanolico e

aquoso de P. rudgeoides foram descartados devido a proliferacdo de fungos.

Os sistemas de eluentes testado para cada um dos extratos pode ser evidenciado na
tabela 9. O melhor sistema de eluentes para os extratos hexanico, diclorometano e acetato de
etila foi hexano/acetato de etila (7:3) (Fig. 23). Para o extrato metandlico os melhores
sistemas de eluentes foram hexano/acetato de etila (7:3) e cloroférmio/metanol (9:1) (Fig. 23).
A figura 23 apresenta as placas ndo reveladas; ou seja, sem acdo de reagentes. As placas
cromatograficas aspergidas com Dragendorff apresentaram resultado negativo para todos os

extratos, assim como nos testes histoquimicos (se¢ao 3).

Figura 23 - Placas cromatograficas com extratos em hexano, acetato de etila e metanol.

Legenda: (Ext. hex.)- Extrato hexanico em eluentes hexano/acetato de etila (7:3), (Ext. ac.et)— Extrato
acetato em eluentes hexano/acetato de etila (7:3). (Ext.met)— Extrato metanodlico em eluentes

cloroformio/metanol (9:1).
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Os testes com os diferentes reveladores indicaram alguns possiveis grupos
de metabolitos presentes nos extratos. O resultado da prospeccao fitoquimica
realizada com os extratos: hexanico (EHex), metanolico (EMeOH), diclorometano
(ECHCI,) e acetato de etila (EAcOE) esta indicado nas tabelas 9, 10 e 11.

Quando a placa cromatografica com o extrato hexanico de P. marcgravii (Tabela 9),
eluida com hexano / acetato de etila (7:3), foi aspergida com cloreto de aluminio e observada
sob luz UV, ficou evidenciada a presenca de uma banda amarela que passou para marrom
indicando a possivel presenca de flavonoide. Na placa com o extrato em acetato de etila
(hexano/acetato de etila - 7:3) aspergida com cloreto de aluminio e observada sob luz UV foi
possivel observar uma banda lilds bem proximo a base (Fig. 24), também indicando a possivel
presenca de flavonoide. O reagente de Nadi revelou substancias do extrato hexanico
(hexano/acetato de etila -7:3). As bandas que eram amarelas ficaram arroxeadas o que indica
possivel presenca de terpenoide (Fig. 24). O reagente de Nadi também revelou substancias do

extrato de acetato de etila (cloroféormio/acetato de etila - 1:1).

Tabela 9: Prospecgao fitoquimica por CCD dos extratos de P. marcgravii.

Resultados/Extratos

Metabolitos/Reagentes/Autor | EHex EMeOHECHCI, EAcOEt

Alcaloides (reagente de - - - -
Dragendorff (Svendsen; Verpoorte
1983))

Flavonoides (cloreto de aluminio  + - - +
(Wagner; Bladt 2001))

Terpenoides (reagente de Nadi + - - +
(David; Carde 1964))

Taninos (vanilina cloridrica + - + +
(Roberts et al. 1957))

Legenda: Resultado negativo (-). Resultado positivo (+). EHex- extrato hexanico, EMeOH- extrato

metanolico, ECHCI,- extrato diclorometano ¢ EAcOEt- extrato acetato de etila.

Figura 24 - Esquema da placa cromatografica com extrato acetato de etila em eluentes
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hexano/acetato de etila (7:3) e aspergidas com reagente de Nadi.

Legenda: extrato acetato de etila (Ex. ac.et.), banda roxa azulada indicando possivel presenca de

flavonoide.

Ja com vanilina sulftrica, os extratos hexéanico e diclorometano de P. marcgravii
(hexano/acetato de etila - 7:3) apresentaram uma coloragao roxa azulada, indicando possivel

presenga de terpenos (Fig. 25).
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Figura 25 - Placas cromatograficas aspergidas com vanilina sulfurica.

Legenda: Extrato hexanico (Ext.Hex), extrato diclorometano (Ext. Dic) em eluentes hexano/acetato de
etila (7:3). Palicourea tetraphylla (Pt), Palicourea marcgravii (Pm) e Palicourea rudgeoides
(Pr).

Quando a placa cromatografica com o extrato metandlico e¢ acetato de etila de P.
rudgeoides (Tabela 10), eluidas em hexano/acetato de etila (7:3), foram aspergidas com
cloreto de aluminio e observadas sob luz UV curta, surgiu uma banda lilds bem préoximo a
base da placa, indicando a possivel presenga de flavonoide (dado ndo mostrado). O mesmo foi
observado para as placas com extratos metanodlicos, diclorometano e acetato de etila eluidas
em cloroformio/acetona (7:3), com a placa com extrato metandlico eluida em
cloroférmio/metanol (9:1) e com as placas com extrato metandlico e acetato de etila eluidas
em cloroférmio/acetato de etila (1:1).

As placas com extratos metanodlicos, diclorometano e acetato de etila eluidas em
acetato de etila/acetona (3:7) aspergidas com cloreto de aluminio e observada sob luz UV
curta mostraram uma banda lilds mais ao topo da placa e quando observadas em luz UV longa
essa banda ficou branca (Fig. 26).

O reagente de Nadi revelou na placa do extrato hexanico eluida em hexano/acetato de
etila (7:3). Com vanilina cloridrica, os extratos hexanico, diclorometano e acetato de etila

eluidos em hexano/acetato de etila (7:3) apresentaram resposta negativa.
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Tabela 10: Prospeccao fitoquimica por CCD dos extratos de P. rudgeoides.

Metabdlitos/Reagentes

Resultados/Extratos

EHex EMeOHECHCI, EAcOEt

Alcaloides (reagente de - - - -
DragendorfY)

Flavonoides (cloreto de - + + +
aluminio)

Terpenoides (reagente de Nadi) + - - +

Taninos (vanilina cloridrica)

Legenda: Resultado negativo (-). Resultado positivo (+). EHex- extrato hexanico, EMeOH-

extrato metanodlico, ECHCI,- extrato diclorometano ¢ EAcOEt- extrato acetato de etila.

Figura 26 - Esquema das placas cromatograficas com extrato metandlico em eluentes acetato

de etila/acetona (3:7) e aspergidas com cloreto de aluminio.

Legenda: (Ext. met.)- extrato metandlico. Banda roxa azulada em UV curta e banda branca em UV

longa

indicando  possivel

presenca

de

flavonoide em Palicourea rudgeoides.



Quando a placa cromatografica com o extrato acetato de etila de P. tetraphylla
(Tabela 11), eluida em hexano/acetato de etila (7:3) foi aspergida com cloreto de
aluminio e observada em luz UV curta surgiram bandas lilas, que indicam a possivel
presenca de flavonoides (WAGNER; BLADT 2001) (Fig. 27). O mesmo ocorreu na
placa com o extrato em diclorometano eluida em acetato de etila/acetona (3:7) e com

as placas dos extratos diclorometano e acetato de etila eluidas em cloroférmio/metanol

(9:1). Os testes com reagente de Nadi e vanilina cloridrica deram negativos.

Tabela 11: Prospeccio fitoquimica por CCD dos extratos de P. tetraphylla.

Resultados/Extratos

Metabdlitos/Reagentes EHex EMeOHECHCI, EAcOEt

Alcaloides (reagente de - - - -
DragendorfY)

Flavonoides (cloreto de - - + +
aluminio)

Terpenoides (reagente de Nadi)

Taninos (vanilina cloridrica) -
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Legenda: Resultado negativo (-). Resultado positivo (+). EHex- extrato hexanico, EMeOH- extrato

metanolico, ECHCI,- extrato diclorometano ¢ EAcOEt- extrato acetato de etila.
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Figura 27 - Esquemas e imagem de placas cromatograficas com extratos de acetato
de etila, diclorometano e metandlico em eluentes hexano/acetato de etila (7:3),
acetato de etila/acetona (3:7) e cloroformio/metanol (9:1) aspergidas com cloreto de

aluminio.

Legenda: (Ext. AC.et.)- extrato de acetato de etila, (Ext. dic.)- extrato diclorometano e
(Ext.met.)- extrato metandlico. Banda roxa azulada em UV curta indicando possivel

presenca de flavonoide em Palicourea tetraphylla.

A comparagdo entre os extratos metandlicos das espécies P. rudgeoides, P.
marcgravii e P. tetraphylla quando observados sob luz UV longa demonstraram que
estes apresentam perfis cromatograficos similares devido a presenca de uma
fluorescéncia azul nas trés espécies, o que pode indicar a presen¢a de cumarinas (Fig.

28).
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Figura 28 - Perfis cromatograficos evidenciando a similaridade dos extratos

metanolicos das trés espécies.

Legenda: Pm = P. marcgravii, Pr = P. rudgeoides e Pt = P. tetraphylla. Placas eluidas em acetato de

etila/acetona (7:3).

Identificagiio de substancias de P. marcgravii, P. rudgeoides e P. tetraphylla

A analise dos dados espectroscopicos de 'H, °C de RMN obtidos e sua comparago
com a literatura levaram a identificacio na fragdo 16-25 proveniente do extrato em
diclorometano de folhas de P. tetraphylla do fitol (1) e na fracdo 34-35 de uma feofitina a
purpurina 18-fitil éster (2). Abaixo estdo os espectros de RMN de 'H das duas substéncias

evidenciando os principais deslocamentos quimicos e suas respectivas estruturas.



101

Figura 29 - Espectro de RMN de 'H do fitol (1, CDCLs, 400MHz).

CH, CH, CH, CH,

)\/\/k/\/K/\/K/\
HsC OH

3

Legenda: RMN de 'H 400 MHz do fitol.
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Figura 30 - Espectro de RMN de 'H da purpurina 18 fitil éster (2, CDCL3, 400MHz).

Legenda: RMN de 'H 400 MHz da purpurina 18 fitil éster

Os precipitados separados dos extratos em acetato de etila ¢ metanolico de P. rudgeoides
possibilitaram o isolamento de duas cumarinas 3 e 4 (Fig. 31). A cumarina 3 (Fig 31) foi
1solada como um sélido branco solivel em metanol. Os deslocamentos quimicos do espectro
de hidrogénio demonstravam a presenca de dois simpletos em 8y 6,9 € oy 6,75 ppm referentes
aos hidrogénios em H-5 e H-8 do anel aromaético (Fig. 32). Dois dupletos em 6y 6,18 e oy 7,66
ppm evidenciavam a presenca de H-3 E H-4 do esqueleto cumarinico com substitui¢des em 7
e 8. Os demais dados de RMN °C (Fig. 33) desta substancia pode ser encontrado na tabela
nimero abaixo e foram comparados com a literatura (WEN-ZHI et al. 2009). A substincia 3

foi identificada como a esculetina.
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Figura 31 - Estruturas das substancias 3 (MeO-dy) e 4 (piridina-ds).

Legenda: Esculetina e cichoriina isoladas de P. rudgoides.

Figura 32 - Espectro de RMN de 'H da esculetina (3, CD30D).

Legenda: RMN de 'H 400 MHz da esculetina.



104

Figura 33 - Espectro de RMN de °C da esculetina (3, CD30D).

Legenda: RMN de "°C 400 MHz da esculetina.
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A cumarina 4 (Fig. 31) foi isolada como um sélido branco soltivel em piridina.
Os deslocamentos quimicos do espectro de hidrogénio demonstravam o mesmo padrao
de deslocamentos quimicos descritos para a esculetina com a presenca de sinais de
deslocamento quimico caracteristicos para uma unidade de actcar entre Oy 5,81 ¢ 4,19
ppm (Fig. 34). A presenca e a identificagcdo da glicose foram confirmadas pelos dados de
RMN "C (Fig. 35) desta substincia e comparados 4 literatura ¢ podem ser encontrado
na tabela 9. A correlagdo evidenciada no espectro de NOE entre H-1" da glicose e H-8
confirmou a posicado do agucar em C-7. A substancia 4 foi identificada como a
cichoriina, isolada da fracdo como um s6lido branco soluvel em piridina proveniente do

extrato em metanol de P. rudgeoides.

Figura 34 - Espectro de RMN de 'H da cichoriina (4, piridina-d5, 400MHz).

Legenda: RMN de 'H 400 MHz da cichoriina.
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Figura 35 - Espectro de RMN de °C da cichoriina (4, pirdina-d5, 400MHz).

1.0 Jcamilla.010.001.1r.esp

0.9 :
0.8 :
07 :
0.6 :
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0.4 :
03 :

02 3
S C-2 6
C- 10 c-6

-9
I

-o.1—§ C-4 ‘
-1 c-3 c-&4

168 160 152 144 136 128 120 112 104 96 88 80 72 64 56 Chemical Shift (ppm)f

Legenda: RMN de °C 400 MHz da cichoriina.
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Tabela 12:Valores de 'H RMN ¢ *C RMN e correlagdes NOE das substancias 3 (em

CD30D) ¢ 4 (piridina-d5).

Esculetina. Cichoriina.
4 NOE DMSO-d6. Yang DMSO -dé.
C et al., 2009. Yang et al., 2009.
substancia
d¢ Ou oc Ou 4 dc Ou d¢ Ou
2 162,9 - 162,5 - 160,7 - 160,5 -
3 112,4 | 6,18(d, 115,6 6,34(d, 9,2Hz) 111,5 6,16(d, 113,4 | 6,29 (d,
9,6Hz) 9,4Hz) 9,5)
4 144,7 | 7,66(d, 1449 7,64(d, 9,2Hz) 144.4 7,85(d, | 144,1 | 7,92 (9,5
9,6Hz) 9,4 Hz) Hz)
5 11,2 | 6,9 (s) 106,2 7,54(s) H-4 112,3 6,97 (s) | 112,9 | 7,14(s)
6 143,1 - 147.1 - 1429 - 143,6 -
C-10
7 150 - 151,6 - 150,4 - 148,8 -
8 102,0 | 6,75(s) 115,1 7,28(s) H-1° 102,7 6,74 (s) | 103,4 | 7,09 (s)
9 148.9 - 150,1 - C-1 1485 - 147,8 -
10 111.3 - 115,3 - 110,8 - 112,6 -
1’ - - 103,9 5,81(d, 8Hz) - - 101 -
2’ - - 76,0 4,28(t, 8Hz) - - 73,1 -
3’ - - 80,5 4,41(t, 8Hz) - - 75,8 -
4 - - 72,3 4,36(t, 8Hz) - - 69,8 -
5 - - 79,7 4,19(m) - - 77,3 -
4,56(dl, 12Hz,
H-6’a);
6’(CH,) - - 63,4 - - 60,7 -
4,46(dd,12Hz,
4,8Hz, H-6’b)

Legenda: Deslocamentos quimicos em ppm a partir do TMS.
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Quimiossistematica

Os indices quimicos calculados com base nos resultados das tabelas 13 e 14 (em anexo)
indicaram a presenca das classes quimicas: alcaloide, antraquinona, cumarina, flavonoide,
terpenoide e esteroide.

O numero de ocorréncia, também calculado com base nos resultados das tabelas 13 e 14
(em apéndice), indicou um total de 22 diferentes espécies de Palicourea e 39 de Psychotria. A

comparagao do perfil quimico para os géneros esta indicada na figura 35.

Grifico 5: Perfil quimico dos géneros Palicourea e Psychotria.

Alcaloide foi a classe quimica mais representativa para ambos os géneros, seguida por
terpenoide e flavonoide. Foram encontrados quatro tipos de alcaloide para Palicourea
(pirrolidinoindolinico, indolico, indol monoterpénico e iridoidico) e quatro para Psychotria
(pirrolidinoindolinico, inddlico, indol monoterpénico e isoquinolinico). Com base nestes tipos

foram calculados os indices de diversidade de alcaloide para os géneros (tabela 15).
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Tabela 15- Relagdao do nimero de ocorréncias, nimero de tipos e indice de diversidade.

Palicourea Classe quimica NO NT ID
alcaloide 11 4 5,3

antraquinona 1 - -

cumarina 2 - -

flavonoide 1 - -

terpenoide 3 - -
Psychotria Classe quimica  NO NT ID
alcaloide 32 4 4,7

flavonoide 6 - -

tanino 4 - -

terpenoide 6 - -

esterdide 1 - -

Legenda: NO = Numero de Ocorréncias, NT = Nuamero de Tipos, ID = indice de
Diversidade. Numero de espécies trabalhadas (Palicourea = 22 e Psychotria = 39).

Também foi feita a quantificagdo do grau de protecdo em Palicourea rigida. As
agliconas encontradas foram quercetina e isorhamnetina, com padrdes de substituigdes
ocorrendo nas posi¢des 3 e 3. O mecanismo de protecdo a hidroxila flavonoidica mais
comum ocorre por glicosilagdo. A metilacdo e a glicosilacao foi encontrada na isorhamnetina,
que apresentou um indice de protecao de 0,40. O grau de desprotecao foi bem elevado igual a

0,80 (tabela 16).
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Tabela 16- Quantificagao do grau de protecdo das hidroxilas flavonoidicas encontradas em
Palicourea rigida

Aglicona Substituintes das posi¢des

3 5 7 3 4 5 M IG 1P ID
Qu OGli OH OH OH OH - 0 020 020 0.80
Qu OGli OH OH OH OH - 0 020 020 0.80
Is OGli OH OH OMe OH - 020 020 040 0.60

Legenda: IM= Indice de Metilagdo; IG= Indice de Glicosilagdo; IP= Indice de Protegdo; ID= Indice de
Desprotecdo; Qu= Quercetina; Is= Isorhamnetin; OH= hidroxila; OGli= O-glicosideo; OMe=
O-metila.

5.4 Discussao

O estudo fitoquimico das folhas de P. marcgravii, P. rudgeoides e P. tetraphylla
resultou no isolamento e identificacao de produtos da clorofila: fitol e a feofitina (purpurina
18 fitil éster), e de duas cumarinas: esculetina e cichoriina. As estruturas dos compostos
1solados foram elucidadas com base nos dados de espectroscopia de ultravioleta (UV),
ressonancia magnética nuclear (RMN), além da comparacao com dados da literatura.

O fitol foi um dos constituintes da clorofila isolado da fragdo 16-25 proveniente do
extrato em diclorometano de P. tetraphylla. Esta substancia foi descrita no extrato de Morinda
morindoides (Rubiaceae) ¢ Hedyotis leschenaultiana (Rubiaceae) (BI KOUAME et al. 2010;
THERESE; TRESINA; MOHAN 2012). Fitol ¢ um alcool aciclico diterpeno que pode ser
utilizado como um precursor para a fabricagdo de formas sintéticas da vitamina E e K
(NETSCHER 2007). O fitol ja4 demonstrou atividade antibacteriana, inibindo o crescimento de
Staphilococcus aureus (YOSHIHIRO et al. 2005). A espécie Morinda morindoides (Baker)
Milne-Redh. mostrou ser uma fonte potencial de fitol trans com atividade antiplasmoddica
(malaria), antibacteriana (Escherichia coli) (B KOUAME et al. 2010), anticancerigena, anti-
inflamatoria (KALA 2012; PRAVEEN 2010) e atividade antidiabética em pacientes com
diabetes tipo II (CATY 2001).

A feofitina purpurina 18 fitil éster foi isolada da fracdo 34-35 proveniente do extrato

em diclorometano de P. tetraphylla. Essa substancia foi isolada também de organismo
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marinho, Ruditapes philippinarum, (OCAMPO; SACHS; REPETA 1999), de cianobactéria,
Spirulina maxima (DROGAT et al. 2011) ¢ isolada da planta Talinum triangulare
(Portulacaceae) (DE OLIVEIRA AMORIM et al.,, 2014). Essa espécie ¢ consumida em
algumas regides do Brasil especialmente no Para devido ao seu alto teor nutricional podendo
substituir o espinafre (CHAVES et al. 2015). Feofitina também foi identificada como um
produto de clorofila extraido a partir de folhas de Spinacia oleracea (espinafre)
(RODRIGUES; FURLAN 2003; CHAVES et al. 2015). No tratamento de certos tipos de
cancer por terapia fotodinamica pode ser usada a molécula organica da feofitina, classificada
como fotossensibilizadora de segunda geracdo (BEN DROR et al. 2009). A feofitina
purpurina 18 fitil éster liga-se moderadamente a albumina do soro humano. Essa associagdo ¢é
favoravel para a sua eficiente distribui¢do pelo plasma sanguineo e somado a isso a molécula
¢ capaz de absorver a radia¢ao no infravermelho devido a elevada capacidade de penetracao
desta radiacdo nos tecidos, sem causar danos a saude (LUO et al. 2011).

Esculetina foi isolada como um sélido branco soltivel em metanol proveniente do
extrato em acetato de etila de P. rudgeoides. E uma cumarina simples hidroxilada no anel
benzénico (BOURGAUD et al. 2006), encontrada em muitas plantas medicinais
(SUBRAMANIAM; ELLIS 2011). Na literatura, foi relatada por ter varios efeitos bioldgicos,
incluindo anti-proliferativa e atividade antioxidantes (EGAN et al. 1990; LIN et al. 2000;
WANG et al. 2002; KOK et al. 2009) e, efeito protetor na nefropatia diabética atenuando o
stress oxidativo mediando a hiperglicemia (PRABAKARAN; ASHOKKUMAR 2013). Além
disso, esta substancia demonstrou ser eficiente no tratamento de catarata induzida por
galactose (KIM et al., 2016).

A analise do perfil quimico dos géneros Palicourea e Psychotria, permitiu observar que o
alcaloide foi a classe quimica mais encontrada em ambos os géneros, corroborando os estudos
que relatam esta classe como tendo ampla distribuicdo nas as espécies da familia Rubiaceae
(CARBONEZI et al. 1999; CORDELL et al. 2001; LOPES et al. 2004; HENRIQUES et al.
2004; MORAES et al. 2011; MARTINS; NUNEZ 2015), e, também na subfamilia
Rubioideae (DELPRETE et al. 2006).

Dentro dessa classe foram encontrados trés tipos de alcaloide para ambos os géneros:
pirrolidinoindolinico, inddlico, inddlico monoterpénico. O tipo iridoidico foi relatado apenas
para Palicourea e o tipo isoquinolinico apenas para Psychotria. O tipo pirrolidinoindolinico é
considerado o principal grupo de metabolitos especiais encontrados em espécies do género

Psychotria (VEROTTA et al., 2002; MOURA; MARUO 2014). Os alcaloides hodgkinsina,



112

psychotridina, iso-psychotridina A, iso-psychotridina B e quadrigemina C, foram isolados de
Psychotria oleoides, P. beccaroides, P. forsteriana, P. lyciiflora e P. colorata mas também
foram encontrados em Palicourea colorata, P. coreacea, P. dominguensis além de P. ovalis (
ADJIBADE et al. 1992; VERROTTA et al. 1998; JANNIC et al., 1999; AMADOR et al.,
2001).

Willians (2001) em sua revisdo sobre a composi¢do quimica de Uncaria tomentosa
(Willd.) DC. descreveu a presenga de alcaloide inddlico. Uma caracteristica importante de
alguns compostos indolicos € que estes podem ser uteis como agentes quimicos preventivos
contra doengas como o cancer ¢ o estresse oxidativo (CANO; ALCARAZ; ARNAO, 2003).
Palicourea ¢ um género conhecido pela biossintese de alcaloides indodlicos como: a
secologanina, palinina, palicosideo e lialosideo (DUSMAN et al., 2004).

Farias et al. (2009) isolou a estrictosamida, um alcaloide indélico monoterpénico, de
Psychotria nuda (Cham. & Schltdl.) Wawra e sugeriu que esse possa ser um tipo de alcaloide
comum na biossintese de alcaloide encontrado em Psychotria. Diisman (2004) isolou esse
mesmo alcaloide, a croceina, a partir das folhas de Palicourea croceae.

O levantamento bibliografico e os calculos de indices quimicos nesse trabalho,
também permitiram indicar o alcaloide iridoidico como marcador do género Palicourea. A
tendéncia na producao desses alcaloides tem sido observada por diversos autores, tanto no
subgénero Heteropsychotria Steyerm. quanto, no género Palicourea (TAYLOR 1997; DE
SANTOS et al. 2001; LOPES et al. 2004; BERGER et al. 2012). Esses resultados reiteram a
divisdo taxonOmica e sugerem a incorporagao de espécies do subgénero Heteropsychotria ao
género Palicourea, como ja havia sido proposto por Taylor ¢ colaboradores (2010; 2011) e
Borhidi (2011), baseados em caracteres morfoldgicos.

A determinagdo de indices quimicos neste trabalho, também permitiu observar que o
tipo alcaloide isoquinolinico foi encontrado somente em espécies do género Psychotria. O
género Psychotria é conhecido pela presenca de alcaloides cujo aminoacido de origem é o
triptofano. Estes sdo, na maior parte, indol ndo iridéidico, ndo havendo relacdo com
monoterpenos (RIVIER; LINDGREN 1972; HEMINGWAY; PHILIPSON 1980).

Terpenoide, flavonoide e cumarina também foram encontradas em ambos os géneros
comparados. Tan; Eusebio; Alejandro (2012) isolaram o terpenoide vomifoliol das folhas de
Psychotria gitingensis Elmer, substancia, que segundo estes, nunca havia sido relatada em

Psychotria. A presenca ou auséncia de vomifoliol ou os seus analogos estruturais podem ser
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usados para identificar relagdes infragenéricas particularmente na atribuicdo de suas se¢des
taxondmicas.

Os flavonoides ocorrem ocasionalmente como agliconas, os flavonodis sdo os mais
comuns das plantas, sendo a quercetina a substancia de ocorréncia natural mais comum
(HALL 1997; ROBBINS 2003). A quercetina foi isolada em Palicourea rigida (ROSA et al.
2010) e em algumas Psychotria (FORMAGIO et al. 2014). Cumarinas foram isoladas em
Palicourea rudgeoides, nesse estudo, ¢ haviam sido citadas por El seedii (1999) em
Palicourea demissa. Essa classe quimica foi também isolada apenas em Psychotria vellosiana
Benth. (MORENO et al. 2014).

A presenca de Cumarina em Palicourea rudgeoides e, possivelmente, em P.
marcgravii e P. tetraphylla, somada a presenga de alcaloide iridoidico em Palicourea ¢ de
alcaloide isoquinolinico em Psychotria, podem ser consideradas como importantes

marcadores taxondmicos para esses géneros.
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6 Conclusoes

1.

A anatomia e ultraestrutura revelaram algumas caracteristicas frequentemente
associadas com a anatomia da familia e também outras relacionadas aos
diferentes tipos de fatores ambientais. Cabe ressaltar a importancia da anatomia
foliar no diagnostico para as seis espécies de Palicourea; enfatizando as
caracteristicas que indicam grupos infragenéricos. P. fulgens ficou mais distante
do grupo formado por P. longipedunculata e P. marcgravii devido ao formato
em "U" do sistema vascular do peciolo. Neste sentido, mais estudos
comparativos deste e outros géneros da circunscri¢do atual de Palicoureeae,
devem ser realizados para que mais dados possam ser obtidos e analisados na

revisdo sistematica da Rubioideae.

Dentre as trés espécies testadas na atividade antifungica e antiparasitaria, P.
rudgeoides foi a que apresentou melhores resultados na diminui¢do dos
epimastigotas de T. cruzi com destaque para os extratos butandlico, metandlico e
acetato de etila. Contudo, nenhum dos extratos foi capaz de inibir o crescimento
das leveduras C. albicans e C. tropicalis ¢ do fungo filamentoso F. solani. A
atividade encontrada para os extratos metanolicos e em acetato de etila de P.
rudgeoides pode estar relacionada as cumarinas que foram as substancias
majoritarias encontradas nos mesmos. Porém, mais analises espectrométricas
dos extratos devem ser feitas com o intuito de elucidar qual, ou quais, outros

metabolitos presentes podem ter sido responsaveis pelos resultados obtidos.

A avaliagao inicial da fitoquimica foliar indicou presenga de cumarina em P.
rudgeoides e sua possivel presenga em P. marcgravii e P. tetraphylla. A
avaliacdo quimiotaxomica mostrou que os alcaloides foram descritos como
grupo de substincias de maior ocorréncia para os géneros tabelados, sendo os
tipos: alcaloides pirrolidinoindolinico, inddlico e indoldlico monoterpenoidico
comuns aos géneros Palicourea e Psychotria. A avaliagdo também revelou uma
tendéncia na producdo de alcaloide iridoidico em Palicourea e alcaloide
isoquinolinico em Psychotria. Embora os alcaloides ndo tenham sido

encontrados nas espécies trabalhadas, at¢ o presente momento, os resultados
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revelam que a presenca de alcaloide iridoidico e cumarina talvez possa servir

como marcadores para Palicourea.
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Tabela 13: Classes quimicas e substancias isoladas de espécies do género Palicourea
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Espécies Orgaos Substancias Referéncias
P. acuminata folha, peciolo e raiz  alcaloide iridoidico: lagambosideo Berger et al. 2012
P. adusta folha alcaloide glucoindo6lico monoterpénico: lialosideo Valverde et al. 1999
P. aeneofusca orgdos vegetativos  monofluoroacetato (MFA) Cook et al. 2014
P. alpina Sem informagao alcaloide indoélico: palinina Stuart 1974
P. amapaensis orgaos vegetativos  monofluoroacetato (MFA) Cook et al. 2014
P colorata tolha alcaloides pirrolinoinddlicos: psycotridina; hodgkisina; isocalicantina e Moura: Maruo 2014
calicantina
antraquinona: 2-hydroxy-3- metilanthraquinona
P. coriacea folha alcaloide pirrolinoindoélico: calicantina da Silva et al. 2008

triterpeno: acido ursélico

folha e raiz

alcaloide glucoindolico: acido 3-epi-estrictosidinico, acido estrictosidinico;
estrictosidinico
alcaloide pirrolinoinddlico: calicantina

triterpeno: acido ursélico

Do Nascimento et al.

2006
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raiz alcaloide indolico: tetraidro B-carboline Do Nascimento et al.
2008
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Tabela 13: Classes quimicas e substancias isoladas do género Palicourea (continuagao)

Espécies Orgaos Substancias Referéncias
P. corymbifera folha alcaloide e esteroide Mesquita et al. 2015
monofluoroacetato (MFA) Assis et al. 2006

alcaloide inddlico monoterpénico: 3,4-dihydro-1-(1-B-D-glucopyranosyloxy-
1,40,5,7- tetrahydro-4-methoxycarbonylcyclopenta[c]pyran-7-yl)-f-carboline-

N,-oxide Narine; Maxwell 2009
partes aéreas alcaloide indo6lico monoterpénico: croceaina A

P. crocea

alcaloide glucoindodlico monoterpénico: psicolatina

alcaloides indolicos monoterpénicos: croceainas A-B Diisman et al. 2004

folha alcaloides iridoidicos: estrictosidinico, lialosideo, (E)-O-(6’)-(4"- hidroxi-3”,

5”-dimetoxi)-cinamoil lialosideo Berger et al. 2015
P. demissa galho e folha cumarinas, acidos benzoicos ¢ terpenoides El-Seedi 1999
P. domingensis folha alcaloide pirrolinoindélico: chimonantina Ripperger 1982

alcaloide, esteroide and flavonoide Mesquita et al. 2015
P. guianensis folha alcaloides Lebrini; Roos 2011
P. grandiflora folha monofluoroacetato (MFA) Cook et al. 2014

P. juruana folha monofluoroacetato (MFA) Cook et al. 2014
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Tabela 13: Classes quimicas e substancias isoladas de espécies do género Palicourea (continuagio)

Espécies Orgaos Substancias Referéncias
_ folha acido monofluoroacético Coelho et al. 2007
P. longiflora
monofluoroacetato (MFA) Cook et al. 2014
P. macarthurorum folha monofluoroacetato (MFA) Cook et al. 2014
monofluoroacetato (MFA) Kemmerling 1996; Lee et al.
2012; Peixoto et al. 2012;
Cook et al. 2014
P. marcgravii folha acido monofluoroacético Krebs et al. 1994; Silva et al.
2011
monofluoroacetato de sodio(SMFA) Moraes-Moreau 1995
P. nigricans folha monofluoroacetato (MFA) Cook et al. 2014
P. ovalis flores e frutos alcaloide pirrolinoindoélico: calicantina Garcia et al. 1997
partes aéreas alcaloide indolico: vallesiacotamina Soares et al. 2012
triterpeno Bolzani, et al. 1992
P. rigida folha alcaloide: loganina Lopes et al. 2004
flavonoide Silva et al. 2008

flavonoide: quercetina 3-O-B-D-glicosideo; quercetina 3-O-
soforosideo and isoraminetina 3--glicosideo Rosa et al. 2010
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Espécies Orgaos Substancias Referéncias

. cumarina Alexandrino et al.
P. rudgeoide folha 2016
P vacillans orgaos monofluoroacetato (MFA) Cook et al. 2014

vegetativos




Tabela 14: Classes quimicas e substancias isoladas de espécies do género Psychotria

121

Espécies Orgaos Substancias Referéncias
o folha Bis. (mqnoterpenoide) alcaloide indolico glucosideos: bahienosideo A; Paul et al. 2003
Psy. bahiensis bahienosideo B
Psy. barbiflora folha alcaloide indolico: B-carboline Oliveira et al., 2013
Psy. borucana raiz alcaloide monoterpénico isoquinoleinico: emetina, cefaelina e glicosideos Bernhard et al. 2011
Lopes et al. 2004;
Psy. brachyceras folha alcaloide indo6lico monoterpénico: brachicerine Nascimento et al,
2007, 2013; Kerber
2001
Psy. calocarpa folha alcaloide pirrolinoindoélico trimérico: psychotriasina Zhou et al. 2010
_ folha ﬂaYonoide: flavonol; .
Psy. capillacea tanino condensado Formagio et al. 2014
Psy. capitata folha alcaloide indo6lico: 5,6-dihydro-B-carboline Moraes et al. 2011
Psy. carthagenensis folha triterpenos: fB-sitosterol and acido ursélico Lopes et al. 2000
folha ﬂayonoide: flavonol; ‘
tanino condensado Formagio et al. 2014
alcaloide pirrolinoinddlico: calicantina, isocalicantina, chimonanthina,
Psy. colorata flor hodgkinsina, quadrigemina C, tetradehydroisocalycanthine Verrotta et al. 1998
alcaloide pirrolinoindélico: psychotridine, hodgkinsine, isocalycanthine and
folha calicantina Moura; Maruo 2014

Psy. correae

folha e raiz

alcaloide indolico: isodolichantosideo, correantosideo, hidroxicorreantosideo,
correantines

Achembach et al.
1995

flavonoide: flavonol;

Psy. deflexa folha tanino condensado Formagio et al. 2014
Psy. emetica Terpeno: iridoide glicosideos -asperuloside, 6-hidroxigeniposideo, &cido Berger et al. 2011
folha deacetilasperulosidico e &cido asperulosidico
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Espécies Orgaos Substancias Referéncias
Psy. forsteriana folha alcaloide pirrolinoindolico: calicantina, iso-calicantina and meso-chimonantina Adjibadé et al. 1992
Psy. glasiovii folha alcaloide indolico: 5,6-di-hidro-B-carboline Moraes et al. 2011
Psy. gitingensis folha terpeno: sesquiterpene - vomifoliol Tan et al. 2012
Psy. glomerulata folha alcaloide pirrolinoindélico: glomerulatinas, calicantina and iso-calicantina Solis et al. 1997
flavonoides:  acido  estearico, quercetina, rutina, caempferol-7-O-
glucopiranoside, campferol-3-O-rutinosideo e daucosterol
Psy. hainanenses folha esteroide: B-sitosterol Li, etal. 2011a
Psy. henryi folha alcaloides Liu et al. 2013
Psy. ipecacuanha root alcaloide monoterpénico isoquinoleinico: emetina; cefaeline Garcia et al. 2005
Folha e raiz Nomura et al. 2008
alcaloide monoterpénico isoquinoleinico: klugine, O-demetilisocefaeline, Muhammad et al.
Psy. klugii folha cefaeline, isocefeline e O-metilipecosideo 2003
Psy. lacinata folha alcaloide Passos et al. 2013
alcaloide indoélico: N,B-d-glucopyranosyl vincosamide Henriques et al. 2004
folha alcaloide inddlico: 5,6-di-hidro-B-carboline Moraes et al. 2011
Psy. leiocarpa alcaloide inddlico monoterpénico: umbellatina, brachicerina, lialosideo,
' estrictosamideo, myrianthosinas, quadrigemina A Lopes et al. 2004
flavonoide: flavonol,;
tanino condensado Formagio et al. 2014
alcaloide pirrolinoinddlico: meso-chimonanthina, hodgkinsina, N-demetil-
Psy. lyciflora meso- chimonanthine, quadrigemina C, isopsycotridina B, psychotridina, Jannic et al. 1999
folha quadrigemina, oleoidina and caledonina
Lopes et al. 2004;
Farias et al. 2010,
Psy. myriantha folha alcaloides 2012
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Espécies Orgaos Substancias Referéncias
Psy. nuda folha alcaloide ind6lico monoterpénico: estrictosamideo Farias et al. 2009
alcaloide indolico: 5,6-dihydro-B-carboline Moraes et al. 2011
alcaloide pirrolinoindélico: meso-chimonanthina; hodgkinsina; N-
demetil-meso- chimonanthina; quadrigemine C; isopsycotridina B; Guéritte-Voegelein et
Psy. oleoides folha psychotridina; quadrigemina I; oleoidina and caledonina al. 1992
Rasolonjanahary et al.
alcaloide pirrolinoindolico trimérico: psycholeina 1995
alcaloide pirrolinoindélico: quadrigemina I, oleoidina e caledonina Jannic et al. 1999
Psy. pilifera folha alcaloide pirrolinoind6lico trimérico: psychotripina Lietal. 2011
folha alcaloide ind6lico monoterpénico: estrictosamideo Faria et al. 2010
alcaloide indo6lico monoterpénico: 10-hydroxyisodeppeaninol, N-oxide-
Psy. prunifolia raiz e ramos  10-hidroxiantirrina, 14-oxoprunifoleina; estrictosamideo Kato et al. 2012
raiz alcaloide indoélico: 5,6-di-hidro-B-carboline Oliveira et al. 2014
Psy. pubigera folha alcaloide indolico: 5,6-di-hidro-B-carboline Moraes et al. 2011
Psy. racemosa folha alcaloide indoélico: 5,6-di-hidro-B-carboline Moraes et al. 2011
Psy. rostrata folha alcaloide pirrolinoindélico trimérico: psychotrimina, psychopentamina Takayama et al. 2004
Sem alcaloide pirrolinoindolico trimérico: psychotrimina
informacao ) Matsuda et al. 2008
terpeno: iridoide
Psy. rubra raiz flavonoide: flavonas Luetal. 2014
Psy. ruelliifolia folha alcaloide indo6lico: 5,6-di-hidro-f-carboline Moraes et al. 2011
Psy. stachyoides folha e ramos alcaloide ind6lico monoterpénico (MIA) Pimenta et al. 2010
folha alcaloide indo6lico: 5,6-di-hidro-B-carboline Moraes et al. 2011
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Espécies Orgaos Substancias Referéncias
alcaloide indo6lico monoterpénico: lialosideo, naucletina e
estrictosamideo De Santos et al. 2001
Psy. suterela folha alcaloide ind6lico monoterpénico: lialosideo e estrictosamideo Lopes et al. 2004
alcaloide indolico: 5,6-di-hidro-B-carboline Moraes et al. 2011
folha alcaloide indo6lico monoterpénico (MIA) Passos et al. 2013
folha
alcaloide indolico: psycollatina Fragoso et al. 2008
folha
Psy. umbellata alcaloide glucoindolico: psychollatina Paranhos et al. 2009
folha
alcaloide indo6lico: psychollatina Kerber 2014
folha
alcaloide indolico monoterpénico: umbellatina Lopes et al. 2004
folha
Psy. vellosiana triterpenos e cumarina Moreno et al. 2014
folha
alcaloide indo6lico: 5,6-di-hidro-B-carboline Moraes et al. 2011
folha Blackledge; Taylor
Psy. viridis alcaloide: dimetiltriptamina 2003
folha

Psy. yunnanensis

terpenos e substancias fenolicas

Luetal. 2014
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