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RESUMO

COELHO, Victor Pecanha de Miranda, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de
2013. Anatomia foliar, prospecc¢do fitoquimica e da atividade antioxidante de
extratos de Ficus subgéneroPharmacosycea (Miq.) Mig. (Moraceae). Orientadora:

Marilia Contin Ventrella. Coorientadores: Aristéa Alves Azevedo e Jodo Paulo Viana
Leite.

As dificuldades encontradas na identificacdo e delimitacdo das espécies do subgénero
Pharmacosycea podem ser mitigadas com a associacdo de estudos anatdomicos das
folhas a taxonomia convencional. Soma-se a isso, a importancia medicinal e
farmacoldgica dé-icus que deve ser melhor investigada nas espécies brasileiras, onde
os estudos sdo voltados, sobretudo, para a investigacdo de suas propriedades
vermifugas. Os objetivos deste trabalho foram: (1) realizar o estudo anatdémico das
folhas das espécies Eecus subgénerd’harmacosycea, visando a selecédo de caracteres
Uteis para a taxonomia do grupo; (2) realizar o estudo histoquimico das folhas e a
prospeccédo fitoquimica e da atividade antioxidante de extratos de espé€iesisle
subgéneroPharmacosycea. O estudo anatdmico foliar dessas espécies e as analises
fenéticas conduzidas neste trabalho confirmam a importancia da anatomia da folha
como subsidio para taxonomia Heus. Mais da metade das espécies do subgénero
Pharmacosycea se¢éoPharmacosycea poderdao ser reconhecidas em fase vegetativa
partir desse trabalho. A auséncia de monocristais prisméaticos e de fibras periciclicas
anteriormente apontadas como diagndsticas para o subgBhanmacosycea sao
inconsistentes. N&o foi possivel separar as espécies estudadas nas sBesgiabas

e Petenenses a partir do contorno e distribuicdo dos feixes vasculares do peciolo como
proposto na literatura. A presenca de epiderme lisa e de periderme que descama, foram
as Unicas caracteristicas anatdbmicas que deram suporte a subdivisdo da secado
Pharmacosycea nas subsecOd3ergianae e Petenenses, respectivamenteéd numero e
distribuicdo dos cordes de floema na medula do peciolo e da nervura principal séo
caracteristicas anatdbmicas promissoras para a taxonomia daPegé&wmcosycea.
Entretanto, devem ser avaliadas em um numero maior de espécies para confirmar a
validade das mesmas na taxonomia do subgé&Pleaomacosycea, como também nos

outros subgéneros e secdes Rleus. A composicdo quimica dos extratos das seis
espécies deFicus subgénero Pharmacosycea estudadas mostrou-se bastante

heterogénea, sendo taninos e flavonoides as Unicas classes de substancias que ocorren

Vi



em todas as espécies. As andlises histoquimicas demonstraram que os trioomas e
parénquima palicadico sdo os principais sitios de acumulo de fendlicos, enquanto os
laticiferos sdo os principais sitios de acumulo de proteinas, lipidios e terpenos. Os
extratos etandlicos brutos das seis espécied-ides subgéneroPharmacosycea
estudadas sdo ricos em compostos fendlicos que apresentam acao antidkidante.
piresiana é a espécie mais promissora para estudos futuros relacionados ao potencial

antioxidante dé-icus subgénerd@harmacosycea nativas do Brasil.
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ABSTRACT

COELHO, Victor Pecanha de Miranda, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July,
2013. Leaf anatomy, phytochemical and antioxidant activity of extracts ofFicus
subgenusPharmacosycea (Mig.) Miq. (Moraceae). Adviser: Marilia Contin Ventrella.
Co-advisersAristéa Alves Azevedo and Jodo Paulo Viana Leite.

The difficulties encountered in the identification and delimitation of species of the
subgenud?harmacosycea can be mitigated with combination of anatomical studies of
leaves to conventional taxonomy. Added to this, the importance medicinal and
pharmacological oFicus which should be further investigated in the Brazilian species,
where studies are directed mainly to the investigation of their anthelmintic properties.
The aims of this study were: (1) perform the anatomical study of the leavasusf
species subgenuBharmacosycea aimed at the selection of useful characters for the
taxonomy of the group, (2) perform histochemical study of the leaves, phytochemical
and antioxidant activity of extracts of speciesFodus subgenugharmacosycea. The
anatomical study of these species and phenetic analyzes conducted in this study confirm
the importance of leaf anatomy as a basis for taxononkyoos. More than half of the
species of the subgen&harmacosycea sectionPharmacosycea may be recognized in

the vegetative phase from that work. The absence of single crystals prismatic and
pericyclic fibers previously identified as diagnostic of the subg&masmacosycea are
inconsistent. Unable to distinguish the species studied in subseBeogisanae and
Petenenses from contour and distribution of the vascular bundles of the petiole as
proposed in the literature. The presence of smooth epidermis and periderm, were the
only anatomical features that supported the subdivision of seéehanmacosycea in
subsectionBergianae and Petenenses respectively. The number and distribution of
phloem in the medulla of the petiole and midrib anatomical features are promising for
taxonomy sectioPharmacosycea. However, should be evaluated in a larger number of
species to confirm their validity in the taxonomy of the subgétnasmacosycea, but

also in other subgenera and sectionEkiofis. The chemical composition of the extracts

of six species ofFicus subgenusPharmacosycea studied proved to be very
heterogeneous, tannins and flavonoids are the only classes that occur in all species.
Histochemical analyzes showed that trichomes and palisade parenchyma are the main
sites of accumulation of phenolics, while the laticiferous are the main sites of

accumulation of proteins, lipids and terpenes. The crude ethanol extracts of six species
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of Ficus subgenus$harmacosycea studied are rich in phenolic compounds that exhibit
antioxidant activityF. piresiana is the species most promising for future studies related

to the antioxidant potential &ficus subgenu$harmacosycea native Brazil.



1. INTRODUCAO GERAL

1.1. Anatomia aplicada a taxonomia dé&icus

Moraceae Gaudich. possui 37 géneros e cerca de 1.100 espécies, distribuidas por
todas as regides tropicais e temperadas do mundo (Clement e Weiblen 2009). No
neotrépico ocorrem 19 géneros e cerca de 270 espécies. O habito arbdéreo se destaca
dentro da familia, mas também existem representantes hemiepifitos, lianas, arbustos e
ervas (Berg 2001).

Corner (1958, 1962rop6s classificacdes de Moraceae que serviram como base
para a proposta de classificacdo de Berg (1989a), que dividiu a familia em cinco tribos:
Ficeae, Cadtilleae, Dorstenieae, Moreae e Artocarpeae. A tribo Ficeae constitui um
grupo monofilético e monogenérico, representada pelo gé&heus L. (Corner 1962,
Weiblen 2000, Datwyler e Weiblen 2004, Clement e Weiblen 2009). No presente
trabalho foi adotada a classificacdo de Berg (1989b) que diidius em quatro
subgéneros:Ficus, Sycomorus, Urostigma e Pharmacosycea, sendo as espécies
brasileiras pertencentes aos dois ultimos.

O subgénerdPharmacosycea (Mig.) Mig. possui cerca de 70 espécies divididas
em duas secBe$harmacosycea secdoOreosycea (Mig.) Corner, com cerca de 50
espécies paleotropicaisRharmacosycea secaoPharmacosycea (Mig.) Benth & Hook
f., com cerca de 20 espécies neotropicais (Berg 1989b). Carvajal e Shabes (1998)
propuseram a subdivisdo da se¢d@mrmacosycea em duas subsecfeBergianae e
Petenenses.

Ainda ndo ha consenso sobre quantas espécies do subgéasmacosycea
secao Pharmacosycea existem no Brasil. NaFlora brasliensis, Miquel (1853)
descreveu nove espécies para o Bradihrmacosycea radula, P. anthelminthica, P.
adhatodaefolia, P. perforata, P. obtusiuscula, P. vermifuga, P. grandaeva, P. laurifolia
e P. guyanensis. Posteriormente, Carauta (1989) aceitou apenas cinco espaes
Brasil, incluindo-as no géneFacus subgénerdharmacosycea: F. insipida, F. maxima,

F. obtusiuscula, F. piresiana e F. pulchella. Posteriormente, Carauta e Diaz (2002)
estimaram oito espécies para o Brasil, mas ndo citam todas as espécies em seu trabalho.
O dado mais recente é de Romaniuc Nattal. (2010), que listaram sete espédies
Pharmacosycea no catalogo de plantas e fungos do Brasiadhatodifolia, F. insipida,

F. maxima, F. obtusiuscula, F. piresiana, F. pulchella e F. nevesiae. Outro fator



complicador para a taxonomia do grupo relaciona-se as espécies consideradas validas e
seus sinbnimos. Para as 70 espécies do subgEharmacosycea listadas em todo
mundo (Berg 1989b) séo citados cerca de 140 binémios, dos quais cerca de 70 binbmios
sao referidos para as espécies brasileiras, grande parte sinonimias (Romaniuc Neto,
comunicacao pessoal). Fica claro que existe confusédo na taxonoRtardecosycea
secaoPharmacosycea, principalmente nas espécies que ocorrem no Brasil, como € o
caso deFicus insipida, F. adhatodifolia e F. nevesiae, que apresentam dificuldade de
circunscricdo, sendo bastante confundidas entre si. Dé&stadhatodifolia tem sido
tratada como uma espécie sem delimitacdo muito clara, sendo sinonimizada com
insipida (Mendonga-Souza 2006, Santos 2010)FJaevesiae € uma especie nativa,
ameacada de extin¢do, descrita por Carauta (2002) e considerada como sindhimo de
adhatodifolia por Berg e Villavicencio (2004).

A maioria dos trabalhos com anatomia foliarFleus comtemplam as espécies
do subgénerdJrostigma ou espécies que ndo sdo nativas do Brasil (Mello Filho 1963;
Mello Filho e Nolla Leitdo 1975; Mello Filho e Neves 1976; 1978; 1982; 1989; Mello
Filho et al. 1983; Neves 1981; 1987; Neves e Mello Filho 1986; Neves. 1991,
1993; 2002; Sharawy 2004). Em relacdo ao subgértrarmacosycea secao
Pharmacosycea destacam-se os trabalhos de Carvajal e Shabes (2006) e Carvajal (2012)
gue aplicaram caracteres anatdmicos do peciolo a taxonébmkgaudeSegundo esses
autores, as caracteristicas mais informativas do peciolo foram: contorno, distribuicdo e
estrutura do sistema vascular, presenga ou auséncia de tecido mecanico (colénquima e
esclerénquima) e pigmentacao de células secretoras, contribuindo para a separacao dos
subgéneroPharmacosycea e Urostigma e para criacdo de subsecdes e séries.

De maneira geral os estudos anatémicos tém revelado que aiargdadihaé
um dos elementos definidores e Uteis na avaliagdo de similaridades e diferengas entre
espécies no géneidicus (Mello Filho e Neves 1976, 1978; Mello Filleb al. 1983;
Sharawy 2004; Carvajal e Shabes 20@i0 também Uteis para analise taxonémica de
Ficus em nivel subgenérico e especifico, os litocistos, os laticiferos, as glandulas
baselaminares e os tricomas (Metcalf e Chalk 1950, Sharawy 2004, Carvajal e Shabes
2006). Glandulas baselaminares estdo localizadas na axila das nervuras laterais basais
no subgéneroPharmacosycea secao Pharmacosycea ou sdo acropeciolares no
subgénero Urostigma secao Americana. Ha caréncia de estudos anatdbmicos e
histoquimicos relacionados a essas glandulas, que tém sido chamadas de glandulas de
cera (Metcalf e Chalk 1950) ou de glandulas fendlicas (Pestraisi1999).



A anatomia vegetal tem sido aplicada com sucesso a taxonomia de diversos
grupos de plantas (Metcalf e Chalk 1950, Dickson 2000). Entretantdsi@rmrs a
maioria dos estudos anatdbmicos aborda apenas espécies do suldi@asggma,
havendo caréncia de dados anatdmicos detalhados para as espécies do subgénero

Pharmacosycea.

1.2. Estudos quimicos e atividades biolégicas dnncus

Desde a antiguidade, as espéciesFdris fazem parte da tradicdo cultural,
religiosa e alimenticia de varios povos. Os amerindios brasileiros ja usavam figueiras
nativas, em especial as espécies do subg@&tarmacosycea, como fonte de remédio
para o tratamento de verminoses. Nas figueiras do subgBhanmacosycea (Ficus
maxima, F. adhatodifolia, F. pulchella, F. obtusiuscula e F. insipida) o latex é amargo e
usado contra vermes. Bdrostigma, o outro subgénero com espécies nativas do Brasil,

o latex € adocicado e também é usado contra vermes, destacando-se as Espécies:
glabra, F. hirsuta, F. tomentella e F. gomelleira. Por serem utilizadas no tratamento de
verminoses, as figueiras desses subgéneros sdo designadas no Brasil por lombrigueiras
(Carauta e Diaz 2002).

O génerdricus € uma fonte promissora para estudos quimicos e farmacolégicos
do latex (Hagelet al. 2008) e desde a década de 60, trabalhos com isolamento e
identificacdo de compostos naturais Eeus estdo sendo realizados no Brasil e no
mundo (Carauta 1989, Carauta e Diaz 2002, Laas#ly 2008). Em apenas 12 espécies
de Ficus foram encontrados mais de 130 compostos naturais, sendo 37 triterpenoides,
22 flavonoides, 20 alcaloides, 11 cumarinas, sete esterdis e mais 33 outros compostos
fendlicos, antocianinas e lectinas (Lanskgl. 2008).

Inimeros trabalhos reportam usos e atividades biologicas do latex, ou de
diferentes extratos de folhas ou mesmo de compostos isolados extraidos do latex ou de
folnas de diferentes espécies BHeus. Destacam-se as atividades: anti-helmintica
(Ficus insipida, Hanssonet al. 1986; Amorinet al. 1999; Hanssoret al. 2005),
antineoplasicaF. sycomorus, Lansky et al. 2008; Ficus microcarpa, Chiang et al.

2005, Ficus carica, Rubnovet al. 2001), anti-inflamatoriaHicus racemosa, Mandalet
al. 2000), hipoglicemiante/ antidiabétickifus carica, Serraclaraet al. 1998; Ficus
bengalensis, Singh et al. 2009; Ficus religiosa, Panditet al. 2010; Ficus glumosa,
Madubunyi et al. 2010, antifilarial (Ficus racemosa, Mishra et al. 2005),

gastroprotetordFicus racemosa, Rao et al 2008), cicatrizante, antidiarreica, analgésica
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(Ficus racemosa, Joseph e Raj 2010), hipocolesterolémi€gys racemosa, Joseph e
Raj 2010), hepatoprotetoraF.( glomerata, Channabasavaragt al. 2008; Ficus
racemosa, Joseph e Raj 2010), antidiurétidaidus racemosa, Joseph e Raj 2010),
antipirética (Baforet al. 2010), antiulcerogénicdicus exasperata, Akah et al. 1998),
na reducdo da pressdo arteriflicgs exasperata, Ayinde et al. 2007), sobre a
musculatura lisa do Gter&igus exasperata, Bafor et al. 2009;Ficus capensis, Owolabi
et al. 2009; Ficus asperifolia, Watcho et al. 2010), antioxidante H, glomerata,
Channabasavaragt al. 2008; Ficus glumosa, Madubunyi et al 201)) antibacteriana
(Ficus benjamina, Reschkeet al. 2007) e na eliminacdo de verrug&sc(s carica,
Bohlooli et al. 2007).

Embora haja um numero consideravel de estudos quimicos e farmacolégicos
envolvendo espécies do génedrocus, pouco se sabe a respeito das espécies do
subgéneroPharmacosycea nativas Brasil, que sdo utilizadas na medicina popular.
Assim, investigacdes fitoquimicas poderdo contribuir para a caracterizacdo quimica do

grupoe para selecao das espécies mais promissoras para estudos farmacolégicos.

2. JUSTIFICATIVA PARA REALIZAC}AO DA TESE

As dificuldades encontradas na identificacdo e delimitacdo das espécies do
subgénero Pharmacosycea podem ser mitigadas com a associacdo de estudos
anatdomicos das folhas a taxonomia convencional. Soma-se a isso a importancia
medicinal e farmacolégica deicus que deve ser melhor investigada nas espécies
brasileiras, onde os estudos estdo voltados para a investigacdo de suas propriedades
vermifugas. Por isso foi elaborado smbprojeto “Anatomia foliar, prospecgdo
fitoquimica e da atividade antioxidante de extratos de espéci€scae subgénero
Pharmacosycea (Miq.) Miq. (Moraceae)” que é parte integrante do projeto intitulado
“Estudos etnoboténicos, taxondémicos, anatémicos, fitoquimicos, farmacoldgicos e
agrondmicos de figueiras brasileirdsous subgénerd®harmacosycea (Miq.) Miq.)”,
aprovado em 04 de marco de 2010 no edital PNADB N°17/2009 da CAPES.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivos gerais
e Realizar estudo anatdmico das folhas das espécies-ides subgénero
Pharmacosycea secaoPharmacosycea, visando a selecdo de caracteres Uteis

para taxonomia do grupo;



Realizar o estudo histoquimico das folhas e a prospeccéo fitoquimica e da
atividade antioxidante de extratos de espécies Feus subgénero

Pharmacosycea.

3.2. Objetivos especificos

Caracterizar anatomicamente as folhas de 11 espécies do subgénero
Pharmacosycea, identificando caracteres anatdmicos Uteis para a taxonomia e
filogenia do grupo;

Identificar caracteres anatdbmicos diagndésticos para todas as espécies estudadas,
em especial pard&icus insipida, F. adhatodifolia e F. nevesiae, espécies
bastante confundidas entre si;

Elaborar uma chave dicotémica para o reconhecimento das espécies a partir de
material vegetativo;

Comparar as espécies estudadas por meio de analises estatisticas multivariadas
aplicadas aos caracteres anatdmicos;

Realizar o estudo histoquimico das folhas;

Realizar estudo fitoquimico de extratos das folhas;

Identificar o potencial antioxidanta vitro de extratos das folhas.

4. ORGANIZACAO DA TESE

O presente trabalho encontra-se organizado em capitulos, como disposto nas

normas de redacao de teses da Universidade Federal de Vicosa.

O primeiro capitulo é referente a anatomia foliar de espéciesaesubgénero

Pharmacosycea secaoPharmacosycea como ferramenta adicional a taxonomia. O

segundo capitulo & referente ao estudo histoquimico das folhas e prospeccéo

fitoquimica, contetdo fendlico e potencial antioxidante dos extratos etanodlicos de

espécies eFicus subgénerdharmacosycea.
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CAPITULO |

ANATOMIA FOLIAR APLICADA A TAXONOMIA DE  Ficus SUBGENERO
Pharmacosycea SECAO Pharmacosycea (MORACEAE)

RESUMO: As dificuldades encontradas na identificacdo e delimitacdo das espécies de
Ficus subgénerdPharmacosycea secaoPharmacosycea podem ser mitigadas com a
associacdo de dados anatémicos das folhas a taxonomia convencional. Além disso, a
criacdo de duas novas subsecdes na sPpaomacosycea a partir de caracteres
anatdbmicos levou a procura de novas caracteristicas que ampliassem a circunscricdo
desses taxons, como também se faz necessario avaliar a ocorréncia das caracteristicas
anatémicas ja existentes em mais espécies. Os objetivos desse trabalho foram verificar a
consisténcia das caracteristicas anatbmicas ja aplicadas a taxonomia da secéo
Pharmacosycea, indicar outras que contribuam para esclarecer problemas taxonémicos
existentes, como também eleger caracteres anatdomicos diagndésticos que facilitem a
identificacdo das espécies em material estéril. O estudo anatémico foliar e as andlises
fenéticas conduzidas neste trabalho confirmam a importancia da anatomia da folha
como subsidio para taxonomia Beus. Mais da metade das espécies do subgénero
Pharmacosycea secéoPharmacosycea poderdao ser reconhecidas em fase vegetativa

partir desse trabalho. A auséncia de monocristais prismaticos e de fibras periciclicas
anteriormente apontadas como diagndsticas para o subgBhanmacosycea sao
inconsistentes. Do mesmo modo, ndo foi possivel separar as espécies estudadas nas
subsecOesBergianae e Petenenses a partir do contorno e distribuicdo dos feixes
vasculares do peciolo como proposto na literatura. A presenca de epiderme lisa e de
periderme que descama, foram as Unicas caracteristicas anatbmicas que deram suporte a
subdivisdo da secdd’harmacosycea nas subsecOeBergianae e Petenenses,
respectivamente. O numero e distribuicdo dos corddes de floema na medula do peciolo e
da nervura principal sdo caracteristicas anatbmicas promissoras para a taxonomia da
secdo Pharmacosycea. Entretanto, devem ser avaliadas em um numero maior de
espécies para confirmar a validade das mesmas na taxonomia do subgénero

Pharmacosycea, como também nos outros subgéneros e secdasute

PALAVRAS-CHAVE: Pharmacosycea, Bergianae, Petenenses, UPGMA, PCA.
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1. INTRODUCAO

Em Ficus séo reconhecidos quatro subgéneFosus, Sycomorus, Urostigma e
Pharmacosycea (Berg 1989b), sendo as espécies brasileiras incluidas nos dois ultimos.

O subgénerdPharmacosycea tem cerca de 70 espécies, divididas em duas secoes:
Pharmacosycea secdo Oreosycea, com cerca de 50 espécies paleotropicais e
Pharmacosycea se¢doPharmacosycea, com cerca de 20 espécies neotropicais (Berg
1989a, b). Apesar de apenas 70 espécies terem sido relatadas para o subgénero
Pharmacosycea, sao citados 140 bindbmios, dos quais 70 binbmios séo referidos para as
espécies brasileiras, a maior parte deles sinonimias (Romaniuc Neto, comunicacdo
pessoal).

Na identificacdo das espécies Hius, leva-se em consideracdo o habito, a
forma do caule, as folhas, as estipulas e principalmente o siconio (Carauta 1989). Em
muitos casos, essas caracteristicas se mostram insuficientes ou até mesmo inexistentes,
0 que geralmente d4 margem a equivocos no momento da identificacdo da espécie
(Bertoldo 1995). Além disso, algumas espécied-idas ndo apresentam sincronismo
em suas fenofases, ocorrendo alguns individuos que permanecem um longo tempo sem
floracdo e frutificacdo (De Souza 2002), fato que também dificulta a identificacédo.

Comparando a literatura que aborda as espécies brasileiras da secao
Pharmacosycea (Miquel 1853, Carauta 1989, Carauta e Diaz 2002), fica evidente que
ainda ndo ha consenso sobre quantas espécies existem no Brasil, sendo o dado mais
recente de Romaniuc Ne#b al. (2010), que listaram 7 espéciés:adhatodifolia, F.
insipida, F. maxima, F. obtusiuscula, F. piresiana, F. pulchella e F. nevesiae. Entre
elas, F. adhatodifolia, F. insipida e F. nevesiae apresentam dificuldade de
circunscri¢do, sendo confundidas entre si, ou até mesmo consideradas sindbnimo uma da
outra (Berg e Villavicencio 2004, Mendonga-Souza 2006, Santos 2010).

A anatomia foliar deFicus tem sido apontada como um dos elementos
definidores e Uteis na avaliagcdo de similaridades e diferencas entre as €bfeltes
Filho e Neves 1976, 1978; Mello Filred al. 1983, Sharawy 2004, Carvajal e Shabes
2006). Caracteres anatbmicos do peciolo como o tipo de cristal de oxalato de calcio
presenca ou auséncia de fibras perivasculares e pigmentacédo de ceélulas secretoras tém
sido apontados como excelentes fontes de dados para a separacdo dos subgéneros
Pharmacosycea e Urostigma; outros caracteres anatomicos como O contorno e a
distribuicdo dos feixes vasculares do peciolo em corte transversal serviram como base

para a subdivisdo da segdloarmacosycea em duas subsecOdiergianae e Petenenses
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(Carvajal e Shabes 1998). Além da estrutura anatdémica do pditdaistos, laticiferos,
glandulas baselaminares e tricomas também sdo Uteis na andlise taxonoRas de

em nivel subgenérico e especifico (Metcalf e Chalk 1950, Sharawy 2004, Carvajal e
Shabes 2006

O estabelecimento de duas novas subsecdes naRegamcosycea a partir de
caracteres anatdbmicos levou a procura de novas caracteristicas morfoldégicas que
ampliassem a circunscricdo desses taxons, tal como realizado por Berg (2006).
Entretanto, também é necessario avaliar a ocorréncia das caracteristicas anatbmicas ja
relatadas em um numero maior de espécies do grupo. Além disso, a ampla sinonimia
dificulta, sobremaneira, a correta identificacdo e aplicacdo dos binbmios especificos
criados a partir de descricdes morfolégicas.

Os objetivos desse trabalho foram verificar a consisténcia das caracteristicas
anatdbmicas ja aplicadas a taxonomia [ieus subgéneroPharmacosycea secao
Pharmacosycea; indicar outras caracteristicas que contribuam para esclarecer problemas
taxondémicos relatados na literatura e também eleger caracteres anatébmicos diagnosticos

gue facilitem a identificacdo das espécies em material estéril.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal e local de coleta

Foram realizadas coletas de folhas frescas de espéci€scugde subgénero
Pharmacosycea no Brasil e de material herborizado na Venezuela. As folhas frescas
foram fixadas em FA& (Johansen 1940) e os materiais herborizados foram submetidos
ao processo de reversédo de herborizagdo (Smith & Smith 1942), ambos estocados em
etanol 70%. Para as espécies com 0s maiores problemas de circungeiiggdo (
insipida, F. adhatodifolia e F. nevesiae) optou-se por comparar apenas materiais da
regido onde a colecéo tipo foi coletada (Venezuela parasipida e Rio de Janeiro
paraF. adhatodifolia e F. nevesiae). A identificagcdo das espécies foi realizada pelos
especialistas Leandro Pederneiras e Sergio Romaniuc Neto do Instituto de Botanica de
Séo Paulo (IBT-SP) e Pedro Paulo de Souza da Universidade Federal de Vicosa (UFV).
Os materiais testemunho foram depositados nos Herbarios VIC da UFV e SP do IBT-SP
(Tabela 1).
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Tabela 1Espécies d€&icus subgénerd’har macosycea se¢cad”harmacosycea.

Nome cientifico Municipio- UF Voucher

Ficus pulchella Schott Angra dos ReifJ VIC 37046
Ficus nevesiae Carauta Rio de JaneirdrJ SP 444342
Ficus adhatodifolia Schott ex Spreng. Rio de JaneirdrJ SP 444343
Ficussp. VicosaMG VIC 31644
Ficus obtusiuscula (Mig.) Mig. VicosaMG VIC 31713
Ficus maxima Mill. BelémPA SP 443494
Ficus piresiana Vazq. & C.C. Berg BelémPA SP 443493
Ficus ernanii Carauteet al.* Entre Trés forquilhas e Trés cachoeiRf3- R!

Ficus whitei Rusby SeropédicdRJ VIC 35854
Ficuslongistipula Pittier** Venezuela-Caracas SP 443506
Ficusinsipida Willd.** Venezuela-Maracay SP 443505

* material da colecao tipo, ** materiais herborizados.

2.2. Processamento das amostras

Para o estudo anatdmico foram utilizadas folhas totalmente expandidas do 3° ao
5° no coletadas a partir do apice do ramo, em trés individuos para os materiais coletados
no campo e de um individuo para os materiais herborizados. Foram utilizadas porcoes
do peciolo, da nervura principal e da regido entre a margem e a nervura principal,
conforme amostragem representada no esquema da figura 1. Parte do material foi
desidratado em série etandlica, incluido em metacrilato (Historesin, Leica, Nussloch,
Heidelberg, Germany), cortado transversal e longitudinalmente em micrétomo rotativo
de avanco automatico (RM 2155, Leica, Deerfield, lllinois, USA) com 5 pm de
espessura, corado com azul de toluidinéB¢i@n et al. 1964) e montado em resina
sintética (Permount, Fisher, Fair Lawn, New Jersey, USA). Para avaliar se as
caracteristicas observadas no material incluido também poderiam ser observadas em
material ndo incluido, outra parte do material foi cortada em microtomo de mesa
(modelo LPC, Rolemberg e Bhering Comércio e Importacédo Ltda), clarificado com
hipoclorito de sodio 10%, corado com uma mistura de safranina e azul de astra e
montado em gelatina glicerinada (laminas semipermanentes).

As amostras da regido entre a margem e a nervura principal foram utilizadas
para o estudo da epiderme em microscopia de luz (ML). Essas amostras foram

diafanizadas com hipoclorito de sodio 20% durante 3 a 5 dias ou submetidas a
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dissociacao de epiderme com solucéo de Jeffrey (Johansen 1940), coradas com fucsina
0,1% em solucéo alcodlica 50% e montadas em gelatina glicerinada.

As imagens foram obtidas em microscopio de luz (modelo AX-70 TRF,
Olympus Optical, Tokyo, Japéo) acoplado a camera fotogréafica digital (modelo Zeiss
AxioCam HRc, Gottinger Alemanha) e microcomputador cosoftware de captura de
imagens Axion Vision. Os cristais foram detectados pela birrefringéncia sob luz
polarizada com mesmo microscopio equipado com lente de polarizagao.

Para o estudo de epiderme em microscopia eletrénica de varredura (MEV),
amostras da regido entre a margem e a nervura principal foram fixadas egpBAA
48 h, desidratadas em série etandlica, secas em ponto critico,d€RD 020, Bal-

Tec, Balzers, Liechenstein) e metalizadas com ouro (FDU 010, Bal- Tec, Balzers,
Liechenstein). A andlise e a captura de imagens foram realizadas com microscépio
eletronico de varredura (LEO 1430 VP, Zeiss, Cambridge, UK).

A distribuicdo dos tecidos no peciolo foi representada de acordo com as
legendas propostas por Metcalfe e Chalk (1950). Para a classificacdo do contorno do
peciolo foi utilizada a diferenca entre as medidas dos eixos x e y (Figura 1), sendo
considerado oval quando essa diferenca foi > que 1,3 e circular quando diferenca foi <
que 1,0.

Os feixes vasculares do peciolo foram classificados em arco ou anel de acordo
com as descricbes apresentadas por Hare (1944) e Carvajal e Shabes (2006) com
algumas modificagcBes. Foram classificados em arco, os feixes distribuidos como
ferradura, normalmente massivos e, principalmente, com lacuna voltada para face
adaxial que pode apresentar alguns corddes de floema ou apenas parénquima. Em anel
foram classificados os feixes vasculares distribuidos em circulo, normalmente

equidistantes, ndo massivos e, principalmente, sem lacuna voltada para face adaxial.

14



Figura 1. Esquemas representativos da amostragem realizada nas folhas das espécies de
Ficus subgénerd’harmacosycea e medidas avaliadas para classificacdo do contorno do
peciolo. 1, 2 e 3. Amostras da base, meio e apice do peciolo, respectivamente. 4.
Amostra da nervura principal na regido mediana. 5. Amostra da regido entre a margem e
anervura principal para estudo da epiderme.
2.3. Analises fenéticas

As folhas de todas as espécies estudadas foram caracterizadas anatomicamente e
comparadas entre si, a partir de 40 caracteristicas anatdbmicas descritas na matriz de
presenca e auséncia (dados binarios). A matriz foi inicialmente digitada no programa
Microsoft ExceP e posteriormente exportada para o programa PAST versdo 2.17 para
realizacdo de andlises de agrupamento. Foram utilizados o método nao hierarquico de
andlise de componentes principais (PCA) e o método hierarquico da ligacdo média nao

ponderada entre grupos (UPGMA) baseado na distancia euclidiana.
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3. RESULTADOS

3.1. Epiderme

Em vista frontal, as células epidérmicas ordinarias possuem paredes de contorno
reto em ambas as faces da folha (Figura 2A e B) em todas as espécies estudadas. Em
vista transversal, a epiderme é multipla com duas ou trés camadas em ambas as faces
(Figura 2C, D, | e J); as excecdes gaopulchella (Figura 2H),F. piresiana e F.
maxima que ndo apresentam epiderme multipla na face abaxial. As células das camadas
mais interas da epiderme mdltipla possuem formato variado e normalmente sdo mais
volumosas (Figura 2C). Os litocistos sdo alongados na face adaxial (Figura 2C) e
arredondados na face abaxial (Figura 2D) das folhas; as excec@espg@siana que
nao possui litocistos na face adaxidrF.elongistipula que possui litocistos alongados
(Figura 2E) em ambas as faces da folha. Os litocistos apresentam projecdes de parede
voltadas para a superficie da folha que podem ter formato mamiloso (Figura 2F) ou de
acicula (Figura 2G). As folhas sé@o hipoestométicas com estébmatos do tipo anomocitico
(Figura 2B, H-J). Os estbmatos estdo no mesmo nivel das demais células epidérmicas
(Figura 2H) em trés espécies abaixo do nivel das demais células epidérmicas (Figura
21 e J) como na maioria das espécies e, normalmente, apresentam cristas estomaticas
(Figura 2H-J) (Tabela 2). Os estbmatosFd&vhitei (Figura 2J) sdo os mais profundos

entre todas as espécies analisadas.
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Figura 2. Epiderme foliar de espéciesHieus subgénerdharmacosycea. A e B Ficus
obtusiuscula); C e J Ficus whitel); D e | Ficus nevesiae); E (Ficus longistipula); F e G

(Ficus sp.); H Ficus pulchella). A. Diafanizacdo. B. Corte paradérmico. C-E e H-J.
Cortes transversais. F e G. MEV. A. Face adaxial. B. Face abaxial. C. Litocisto na face
adaxial. D e E. Litocistos na face abaxial. F. Litocisto com projecdo mamilosa (PM). G.
Litocisto com projecéo acicular (PA). H. Estdbmatos no mesmo nivel das demais células
epidérmicas. | e J. Estbmatos abaixo do nivel das demais células epidérmicas. Lc
(litocisto), Es (estdmato), EM (epiderme multipla). Barras: A, B e Diwb(@, E e H-

J =10@m; F = 1Q@m; G = 2Qum.
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Tabela 2. Matriz de presenca (1) e auséncia (0) dos caracteres anatébmicos das folhas de
espécies d&icus subgénerd’harmacosycea. Ficus ernanii (ERN), F. insipida (INS),

Ficus sp. (FSP),F. adhatodifolia (ADH), F. nevesiae (NEV), F. whitei (WHI), F.
longistipula (LON), F. obtusisucula (OBT), F. pulchélla (PUL), F. piresiana (PIR), F.

maxima (MAX), tricoma glandular digitiforme(TGD), tricoma gladular capitado (TGC),

dado né&o observado(?).

ERN
INS
FSP

ADH

NEV

WHI

LON

OBT
PUL
PIR

MAX

(1) Peciolo com contorno oval sulcado

(2) Peciolo com contorno oval sem sulco

(3) Peciolo contontorno circular sem sulco

(4) Peciolo com tricomas tectores

(5) Peciolo com faixa de colénquima deslocada para o interic
(6) Peciolo com periderme que descama

(7) Peciolo com sistema vascular em anel

(8) Peciolo com sistema vascular em arco

(9) Peciolo com fibras perivasculares

(10) Peciolo com 4-8 corddes de floema

(11) Peciolo com0-15 corddes de floema

(12) Peciolo com corddes de floema em arco ou anel
(13) Peciolo com corddes de floema difusos

(14) Nervura principal convexa obtusa na face adaxial
(15) Nervura principal convexa aguda na face adaxial
(16) Nervura principal convexa obtusa na face abaxial
(17) Nervura principal plana na face abaxial

(18) Parénquima pali¢adico invade a nervura principal
(19) Nervura principal com tricomas tectores

(20) Nervura principal com 4-8 corddes de floema
(21) Nervura principal com 105 cord@es de floema
(22) Nervura principal com corddes de floema difusos

(23) Nervura principal com corddes de floema em linha ou ar.

Ny O OO0 O, Ok, Ok, Ok, PO P OO O O o o Bk

(24) Mesofilo dorsiventral

-~

(25) Mesofilo isobilateral

(26) Extenséo de bainha do feixe vascular

(27) Auséncia de epiderme multipla na face abaxial
(28) Tricomas tectores no limbo

(29) TGD no mesmo nivel das células epidérmicas
(30) TGD abaixo do nivel das células epidérmicas
(31) TGC

o -rOoOoPbprPor pPr oopr oo+rpropror or r o r p OO O r O o ek
O kP O O O O VvV VvV v vV O r O r Ok Ok, Vv vO PFPr kP P OO O O O B+ O
o -rOoOoPprPopPrprorrrroro+r »~ o pror rprorOor p OO O L O O B
o rproocooR—rpP opbpPor poopPrbrPOopbP,pP o PO, OFP P O FPLP OO OO O B
o rprooorrpPrPoor pbrpPooprrropror o r PO r Or OO O+ O o
o rprp oo o rr o0 RPr bpPOOOO P OFP P OPFP OO O PFP O O OO O B
r o pPr orrpProomrpPrPopPr oopror o r o P OO0 r O O r O o Bk
c opPbpP OoOopbpPoorrrroorr orroor or 0o OO P P OO O B, O
c o»~rprP OopbP,PRP,P O PFHRP P OOPOPOPFPO P OFP OPFP OOWP OWPRP OO O B
°c rpr oo pPrpopr oor ororpPobrPr prpoOooOo rp OO O FP B O O P, O O

O r O O O B
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Continuacao da tabela 2.

(32) Estbmatos no mesmo nivel das deroéigas epidérmicas 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 O
(33) Estdbmatos abaixo do nivel das demaéiglas epidérmicas 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1
(34) Litocisto alongado na face adaxial 111111111001
(35) Auséncia de litocisto na face adaxial 0 000OODODODOOTZ1IO
(36) Litocisto alongado na face abaxial 0 000OODOD1O0O0O00O
(37) Litocisto arredondado na face abaxial 11111101111
(38) Monocristais no peciolo e nervura principal 01 001010011
(39) Drusas na nervura principal 11111111100
(40) Drusas na lamina foliar 10111111101

Apenas Ficus obtusiuscula (Figura 3A), Ficus sp. eF. ernanii apresentam
tricomas tectores nas folhas. Todas as espécies apresentam tricomas glandulares
digitiformes, constituidos por uma célula basal, uma célula do pesco¢co e uma cabeca
alongada com até 16 células (Figura 3A-C). Somentbtusiuscula apresenta tricoma
glandular capitado (Figura 3D). Os tricomas estdo no mesmo nivel das demais células
epidérmicas (Figura 3E) ef pulchella e F. piresiana ou abaixo das demais células
epidérmicas (Figuras 3F e G) como na maioria das espécies (Tabela 2). Os tricomas de

F. whitei (Figura 3G) sdo os mais profundos entre todas as espécies analisadas.
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Figura 3. Tricomas foliares de espécies-tmis subgéneréharmacosycea. A-D (Ficus
obtusiuscula); E (Ficus pulchella); F (Ficus nevesiae); G (Ficus whitel). A, C e D.

MEV. B. Diafanizag&o. E-G. Cortes transversais. A. Visdo geral da face abaxial. B e C.
Detalhe dos tricomas gladulares digitiformes. D. Detalhe da cabega do tricoma capitado
com a cuticula rompida. E. Tricoma no mesmo nivel das demais células epidérmicas. F
e G. Tricomas abaixo do nivel das demais células epidérmicas. TD (tricoma glandular
digitiforme), TC (tricoma glandular capitado), TT (tricoma tector), PA (projecao
acicular de parede). Barras: A e E-G =) B-D = 2Qum.
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3.2. Lamina foliar

O mesofilo é dorsiventral (Figura 4A e B) em quatro espécies e isobilateral
(Figura 4C e D) em cinco espécies. Eminsipida e F. longistipula ndo foi possivel
identificar o tipo de mesofilo devido ao mau estado do material herborizado (Tabela 2).
O parénquima palicadico é formado por duas ou trés camadas de células (Figura 4A-F)
que sao interrompidas por idioblastos contendo drusas na maioria das espécies (Figura
4E), excetoF. insipida e F. piresiana. Os feixes vasculares de menor calibre que
ocorrem na lamina foliar apresentam extenséo de bainha na maioria das espécies (Figura
4A, D e F), exceto enfr. maxima (Figura 4C),F. insipida e F. pulchella. Em F.
maxima, o parénquima palicadico voltado para face abaxial é formado por células curtas
com projecOes laterais, tipicas das células braciformes (Figura 4G). As demais espécies
nao apresentam essa caracteristica (Figura 4H). Compostos fendlicos estédo presentes em
células do parénquima palicadico (Figura 4B, | e J), na epiderme (Figura 4K) ou nos

laticiferos entremeados com o floema nos feixes vasculares (Figura 4L).
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Figura 4. Cortes transversais (A-H e J-L) e paradérmico (I) do limbo de espécies de
Ficus subgéneroPharmacosycea. A (Ficus adhatodifolia); B, H, I, J e L Ficus
piresiana); C, E e G Ficus maxima); D (Ficus obtusiuscula); F (Ficus whitei); K (Ficus
nevesiae). A e B. Mesofilo dorsiventral. C e D. Mesofilo isobilateral. E. Idioblastos
cristaliferos contendo drusas (ID). F. Extensao de bainha do feixe vascular. G. Detalhe
do parénquima palicadico com células braciformes. H. Auséncia de células braciformes.
| e J. Parénquima palicadico com compostos fendlicos. K. Epiderme mudltipla com
compostos fendlicos. L. Laticiferos com compostos fendlicos no feixe vascular. EM
(epiderme multipla), PP (parénquima palicadico), PL (parénquima lacunoso), CB
(célula braciforme), Lc (litocisto), cabeca de seta (compostos fendlicos), circulo
pontilhado (auséncia de extensao de bainha). Barras: A-Dyei L = 5Qum.

22



3.3. Nervura principal

A nervura principal é glabra em oito espécies e com tricomas teetorgés
espécies (Tabela 2). A face adaxial da nervura principal possui contorno convexo
obtuso em dez espécies (Figura 5A) ou convexo agude. emxima (Figura 5B). Na
maioria das espécies a face abaxial da nervura principal tem contorno convexo obtuso
(Figura 5A e B), exceto erf. pulchella onde é plana (Figura 5C). O parénquima
palicadico invade a regido da nervura na maioria das espécies (Figura 5B e C), exceto
em F. whitel (Figura 5A) eF. obtusiuscula. Colénquima do tipo angular esta presente
em todas as espécies. A regidao mais interna do cortex (apdés o colénquima) pode ser
formada somente por parénquima de preenchimento confe emxima (Figura 5D)
ou por parénquima de preenchimento e aerénquima como nas demais espécies (Figura
5E e F). H& presenca de fibras perivasculares em todas as espécies (Figuea3HA-C
mas a ocorréncia dessa caracteristica é fortemente influenciada pela idade da folha. H&
ocorréncia de drusas (Figura 5M e N) na nervura da maioria das espécies, exeeto em
piresiana e F. maxima. Em cinco espécies, além das drusas, também ocorrem
monocristais prismaticos (Figura 50 e P e Tabela 2). A medula da nervura principal
possui cordbes de floema que podem formar linha ou arco (Figura 5G-I) em trés
espécies ou ter distribuicdo difusa (Figura 5J-L) em sete espécies (Tabela ). Em
insipida ndo foi possivel identificar o tipo de distribuicdo dos cordbes de floema da
medula devido ao mau estado do material herborizado (Tabela 2). O nimero de corddes
de floema na medula da nervura principal tem intervalo de 4 a 8 em quatro espécies

(Figura 5G) ou de 10 a 15 na maioria das espécies (Figura 5H).
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Figura 5. Cortes transversais da nervura principal de espéci€scute subgénero
Pharmacosycea. A (Ficus whitei); B, D e J Ficus maxima); C e | Ficus pulchella); E e

H (Ficus sp.); F, M-P Ficus nevesiae); G (Ficus piresiana); K (Ficus adhatodifloia); L

(Ficus obtusiuscula). A-C. Visdo geral. D. Cortex sem aerénquima. E e F. Cértex com
aerénquima. G-l. Corddes de floema da medula com distribuicdo em linha ou arco. J-L.
Corddes de floema da medula com distribuicdo difusa. M e N. Drusas em ML e luz
polarizada. O e P. Monocristais prismaticos em ML e luz polarizada. Fi (fibras
perivasculares ), Pr (parénquima de preenchimento), Ar (aerénquima), Dr (drusa), MP
(monocristal prismatico), cabeca de seta (corddes de floema na medula), pontilhado
(parénquima palicadico). Barras: A-C = mid® D-L = 20Qum; M-P = 5@um.
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3.4. Peciolo

O peciolo é glabro em oito espécies (Figura 6A, B, E-F, L) ou provido de
tricomas tectores em trés espécies (Figura 6C, D, K e Tabela 2). O contorno do peciolo
€ oval em nove espécies (Figura 6A-1, K) ou circular enmaxima e F. nevesiae
(Figura 6J e L). A face abaxial do peciolo é sulcada em sete espécies (Figuras 6A-G, K)
ou sem sulco (Figura 6H-J, L) como nas demais espécies (Tabela 2). A profundidade do
sulco varia de acordo com a regido do peciolo (Figura 6K) ou com a idade da folha
(Figura 6E e F). A presenca de mais de um sulco, come. @émsipida (Figura 6l), séo
artefatos gerados pelo mau estado de material herborizado. A epiderme é unisseriada,
com células pequenas, recoberta por uma cuticula espessa (Figura FApuichella
(Figura 7B) eF. maxima (Figura 7C) o tecido de revestimento é formado por periderme
gue descama. Ha presenca de colénquima do tipo angular subepidérmico na maioria das
espécies (Figura 6A-F, H-L) ou formando uma faixa mais interna conte piresiana
(Figura 6G e 7A). No cortex, ha presenca de aerénquima bem desenvolvido na maioria
das espécies (Figura 7D-F) ou pouco desenvolvidoFemus sp. (Figura 7G),F.
obtusiuscula, F. pulchella e F. maxima. Em F. longistipula 0 aerénquima chega a
ocupar quase todo o cortex (Figura 7D). Fibras perivasculares ocorrem em seis espécie
(Figura 6A, C-E, I, L; 71) e sdo raras ou ausentes em cinco espécies (Figura 6B, F, G, H,
K; 7H). A ocorréncia de fibras perivasculares é fortemente influenciada pela idade da
folha, pois no mesmo individuo de uma mesma espécie, foram encontradas fibras bem
desenvolvidas nas folhas adultas (Figura 6E) e n&o foi encontrado fibras (Figura 6F) nas
folhas jovens. Cristais do tipo drusa ocorrem no peciolo de todas as espécies e em cinco
espécies, além das drusas, também ocorrem monocristais prismaticos g)abela
distribuicdo dos feixes vasculares do peciolo forma um arco em quatro espécies (Figura
6A, C, D, I) ou um anel em sete espécies (Figura 6B, E, G, H, J, L, K). A classificacdo
da distribuicdo dos feixes em arco ou anel pode causar confusdo devido a idade da
folha. EmF. adhatodifolia os feixes formam um anel nas folhas adultas (Figura 6E),
mas nas folhas jovens parte dos feixes voltados para face adaxial ainda néao
diferenciaram, formando uma lacuna e consequentemente um sistema vascular em arco
(Figura 6F). A medula do peciolo possui corddes de floema que podem formar um arco
ou anel na maioria das espécies (Figura 6A, D-L) ou ter distribuicdo difusacesn
whitel (Figura 6B) eFicus sp. (Figura 6C e 7L). O numero de corddes de floema na
medula do peciolo tem intervalo de 4 a 8 em quatro espécies (Figura 6E, G, H e ) ou de

10 a 15 na maioria das espécies (Figura 6A-C, D, F, J-L). A classificacdo do numero de
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corddes de floema na medula pode causar confusdo devido a idade da folha, pois as
folhas jovens tendem a apresentar um numero menor de corddes (Figura 6F). A regido
do peciolo (apice, meio ou base) parece nao interferir na distribuicdo dos feixes
vasculares ou no numero e distribuicdo dos corddes de floema da medula (Figura 6K e
L).
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Figura 6. Peciolos de espécies Becus subgéneroPharmacosycea. A (Ficus
longistipula), B (Ficus whitel), C (Ficus sp.), D Ficus ernanii), E e F Ficus
adhatodifolia), G (Ficus piresiana), H (Ficus pulchella), | (Ficus insipida), J Ficus
maxima), K (Ficus obtusiuscula) e L (Ficus nevesiae). A, D e |. Peciolos de materiais
herborizados. E e F. Folha totalmente expandida e folha jovem, respectivamente. K e L.
Regides da base (b), meio (m) e apice (a) do peciolo. Siml===5: periZ=zne,
coénquima,lll fibras[—1 parénquimE=a  floenIon xilema. Barras: A-L =
Imm.
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Figura 7. Anatomia do peciolo de espécies-ibeis subgénerd®harmacosycea. A e F

(Ficus piresiana); B (Ficus pulchella); C (Ficus maxima); D e | (Ficus ernanii); E e K

(Ficus adhatodifolia); G e L Ficus sp.); H e JFKicus nevesiae). A. Detalhe da faixa
interna de colénquima. B e C. Periderme. D-G. Propor¢do entre o parénquima de
preenchimento e o aerénquima do coértex. H. Fibras raras. I. Fibras bem desenvolvidas. J
e K. Corddes de floema da medula com distribuicdo em arco ou anel. L. Corddes de
floema da medula com distribuicdo difusa. Ep (epiderme), EM (epiderme mudltipla), Pr
(parénquima), Co (colénquima), Ar (aerénquima), Pe (periderme), Fi (fibras), Fl
(floema), Xi (xilema), cabeca de seta (corddes de floema na medula). Barras: A e B =
100um; C = 5@m; D-G = 30Qum; H e | = 20@m; J-L = 50Qum.
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3.5. Estruturas secretoras

Todas as espécies estudadas apresentaram laticiferos néo articulados ramificados
(Figura 8A e B). No peciolo e na nervura principal ocorrem nas regiées do cortex,
medula e entremeados nas células do floema. No limbo estdo entremeados no
parénquima palicadico ou lacunoso e associados as células da bainha dos feixes
vasculares de menor calibre.

Um par de glandulas baselaminares que secretam material semelhante a cera
(Figura 8C e D) ocorrem préximo a nervura principal das folhas. Anatomicamente, sdo
caracterizadas por 2-4 camadas de células, sendo a camada mais externa constituida por
células com lumen em formato de garrafa (Figura 8E e F). A ocorréncia do par de
glandulas é bastante variavel, de modo que nem todo ramo analisado apresentou folhas
com glandulas e nos ramos que possuiam folhas com glandulas, apenas algumas folhas
portavam essa estrutura. Essas glandulas sé foram encontradas nos espécimes coletados

em campo. Nos materiais herborizados nao foi possivel identificar o par de glandulas.
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Figura 8. Laticiferos e glandulas baselaminares das folhas de espéckgsusle
subgénerd’harmacosycea. A (Ficus nevesiae); B (Ficus piresiana); C (Ficus sp.); D

(Ficus obtusiuscula); E e F Ficus pulchella). A. Detalhe do laticifero em secéo
transversal (corte a fresco). B. Detalhe do laticifero ramificado em secao paradérmica.
C. Secregdo da glandula da base da folha em estereomicroscopio. D. Secrecdo da
glandula da base da folha em MEV. E. Visédo geral da regido da glandula em secéo
transversal. F. Detalhe da glandula em secao transversal. Lt (laticifero), PP (parénquima
palicadico), Gl (glandula), Co (colénquima), Pr (parénquima de preenchimento), CG
(célula com lumen em forma de garrafa). Barras: A e F 1gm5® = 10@um; C e D =

300um; E = 20Qum.
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Todas as espécies podem ser identificadas por meio de suas caracteristicas
anatdbmicas da folha (Chave 1). Todas as caracteristicas utilizadas para elaboracdo da
chave sé@o de microscopia de luz e foram observadasdamtoaterial emblocado em

resina quanto em material fresco cortado em microtomo de mesa.

Chave 1. ldentificacdo das espécies deicus subgénero Pharmacosycea secdo
Pharmacosycea, baseada em caracteres anatémicos foliares.

1. Contorno do peciolo circular SEM SUICO ..........cooiiiiiiiiiiiiiiie e 4
2. Contorno do Peciolo OVal SEM SUICO .......ccoiiiiiiiiiiieiiiiiiie e 5
3. Contorno do peciolo oval SUlCadO ............oooviiiiiiiiiii e 6

4. Tecido de revestimento formado por epiderme; epiderme multipla em ambas as faces
da folha; extensao de bainha no limbo; fibras perivasculares no peciolo; contorno da
nervura convexo obtuso na face adaxial; 10-20 corddes de floema medulares na nervura
(O] LTl o - 1RSSR F-.. nevesiae

4’. Tecido de revestimento formado por periderme que descama; epiderme multipla
somente na face adaxial; auséncia de fibras perivasculares no peciolo; contorno da
nervura convexo agudo na face adaxial; 4-8 corddes de floema medulares na nervura
PINCIPAL ..ot a e e e F.maxima

5. Tecido de revestimento formado por epiderme; presenca de fibras perivasculares e
MONOCHIStaIS NO PECIOIO ... F..insipida

5’. Tecido de revestimento formado por periderme que descama; auséncia de fibras
perivasculares e monocristaisS N0 Peciolo ...........ccoovvvvviiiiiiiiiieeeeeeee, E. pulchella

6. Estbmatos no mesmo nivel das demais células epidérmicas; 4-8 corddes de floema
MedUlareS NO PECIOIO ......ooie e e e e e e e e e e e e 7
6’. Estomatos abaixo do nivel das demais células epidérmicas; 10-15 corddes de floema
MedUlareS NO PECIOIO ......oooie e e e e e e e e e e e e e 8
7. Mesofilo isobilateral; litocistos em ambas as faces; colénquima subepidérmeico no
PECIONIO ... e e e e e e e eaaaaaaeed F-. obtusiuscula

7’. Mesofilo dorsiventral; litocistos somente na face abaxial; colénquima formando uma

faixa mais interna NO PECIOIO .......uvvieiiiiiiiiiie e [ piresiana
8. Com tricomas tectores no peciolo, nervura principal € limbo .............ccoooeiiiiiiiinnnnee. 9
8’. Sem tricomas tectores nas folhas, nervura principal € [imbo ............ccccceevieecirennennne. 10

9. Mesofilo isobilateral; corddes de floema medulares em arco ou anel no peciolo e

difusos na nervura pPrinCipal ............cccceeeeiiiie e F..etnanii
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9°. Mesofilo dorsiventral; corddes de floema medulares difusos do peciolo e em linha
OU arco Na Nervura PrinCiPal ...........eeeviiiiiiiieiii e Eicus.sp.

10. Sistema vascular do peciolo em arco, litocistos alongados em ambas as faces,
MONOCHIStAIS NO PECIOIO ...oevvviiiiiiiie e E..longistipula

10°. Sistema vascular do peciolo em anel, litocistos alongados somente na face adaxial,

SEM MONOCHISTAIS NO PECIOIO ..coiiiiiiiiiie ettt e e e e 11
11. Mesofilo isobilateral, parénquima palicadico ausente na nervura principal, corddes
de floema medulares difusos no peciolo, auséncia de fibras perivasculafeswhitei

11’. Mesofilo dorsiventral, parénquima palicadico na nervura principal, corddes de
floema medulares em anel no peciolo, presenca de fibras perivasculares
........................................................................................................ F=. adhatodifolia

3.6. Analise fenética

Foram avaliadas 74 caracteristicas anatdmicas da folha, das quais 45 foram
variaveis e 40 dessas foram informativas. Foram utilizadas as caracteristicas que
apresentaram variacdo em relacdo a idade da folha (presenca ou auséncia de fibras
perivasculares), pois essa interferéncia poder4 ser anulada quando seguida a
padronizacdo da amostragem do material descrita no tépico de material e métodos.
Também foram utilizadas as caracteristicas consideradas diagnésticas para algumas
espécies, como por exemplo, a auséncia de litocistos na face adaxial da fBlha de
piresiana. As espécies que apresentaram dados nao obsenFidos ifsipida e F.
longistipula) foram retiradas das andlises de agrupamento (Tabela 2).

3.6.1. Andlise de componentes principais (PCA)

A andlise de componentes principais (PCA) formou trés agrupamentos
principais: o grupo | constituido pdficus pulchella e F. piresiana, o grupo II
constituido poiFicus sp.,F. ernanii, F. nevesiae, F. adhatodifolia, F. obtusiuscula e F.
whitei e o grupo Il formado apenas per maxima (Figura 9). As caracteristicas que
mais contribuiram para formagéo do grupo | foram: presenca de 4-8 corddes de floema
na medula do peciolo e da nervura, corddes de floema com distribuicdo em linha ou
arco na nervura, auséncia de epiderme multipla na face abaxial da lamina foliar e
tricoma glandular digitiforme e estdmatos no mesmo nivel das demais células
epidérmicas (vetores 10, 20, 23, 27, 29, 32). J4 as caracteristicas que mais contribuiram

para formacéo do grupo Il foram: contorno do peciolo oval sulcado, presenca de 10-20
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corddes de floema na medula do peciolo e da nervura, cordbes de floema com
distribuicdo difusa na nervura, presenca de epiderme multipla na face abaxial e tricoma
glandular digitiforme e estdmatos abaixo do nivel das demais células epidérmicas
(vetores 1, 11, 21, 22, 30, 33). Dentro do grupo Il formou-se o subgrupo | constituido
por Ficus sp. eF. ernanii e suportado pela presenca de tricomas tectores e sistema
vascular do peciolo em arco. Os tricomas tectords. dbtusiuscula evidenciam uma
proximidade com o subgrupo I, porém nao existem caracteristicas anatdbmicas que
sustentem a formacdo de um subgrupo constituido por essas trés espeéases.
obtusiuscula se diferencia do subgrupo | pelo tipo de sistema vascular, nimero corddes
de floema no peciolo, nivel dos estbmatos e presenca de tricomas glandulares capitados.
Do mesmo modo, ha uma proximidade emtr@evesiae, F. adhatodifolia e F. whitel,

mas também ndo existem caracteristicas anatbmicas que sustentem a formacdo de um
grupo.F. maxima ficou isolada no grupo Il devido a presenca de peciolo circular com
periderme que descama, monocristais no peciolo e contorno da nervura convexo agudo

na face adaxial (vetores 3, 6, 15, 38).
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Figura 9. Disperséo gréfica de nove espéciesidgs subgénerd’harmacosycea secéo
Pharmacosycea, em relacdo ao primeiro e ao segundo componente principal,
estabelecido pela combinacdo linear de 40 caracteristicas anatébmicas foliares. Os
componentes 1 (CP1) e 2 (CP2) sédo apresentados seguidos da porcentagem de variancia
acumulada em cada eixo. Os numeros dos vetores correspondem a sequéncia numérica
de caracteristicas apresentada na tabela 2. Gl (grupo 1), GllI (grupo II), GlII (djupo Il

Subl (subgrupo I).Ficus ernanii (ERN), F. insipida (INS), Ficus sp. (FSP),F.
adhatodifolia (ADH), F. nevesiae (NEV), F. whitel (WHI), F. longistipula (LON), F.
obtusisucula (OBT), F. pulchella (PUL), F. piresiana (PIR), F. maxima (MAX).
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3.6.2. Andlise de agrupamento hierarquico (UPGMA)

O fenograma gerado pela andlise de agrupamento com base na distancia
euclidiana tem 7 agrupamentos artificiais representados por letras de A a G (Figura 10).
O grupos A e B tém os melhores suportebattstrap, confirmando a segragacéaolee
pulchella e F. piresiana (grupo A) do restante das espécies (grupo B), como
demonstrado no PCA. As espécies do grupo A compartilham 4-8 cordfes de floema em
linha ou arco na medula da nervura principal, tricomas e estdbmatos no mesmo nivel das
demais células epidérmicas. A maioria das 7 espécies do grupo B possuem 10-15
corddes de floema no peciolo, 10-15 cordfes de floema difusos na nervura, tricomas e
estomatos abaixo das demais células epidérmicas. A presenca de feixes em anel e
auséncia de tricomas tectores separa o grupo F do grupo E, este ultimo caracterizado
pelos feixes em arco e presenca de tricomas teckoes.whitei se separa do grupo G
pelos corddes de floema difusos no peciolo e pela auséncia de fibras perivasculares e de
parénquima palicadico que invade a nervEieus obtusiuscula se separa dos grupos F
e E pelos tricomas gladulares capitados, 4-8 corddes de floema no peciolo e estdbmatos
no mesmo nivel das demais células epidérmicas. Como nolR@#/xima se separou
das demais espécies do grupo B, pois esta espécie possui um conjunto exclusivo de
caracteres anatémicos idéntico ao ja descrito no PCA.

33



Distance

~
in

0T
1

0's
<
H0°F
5
0
L0

MAX
OBT
5]
ADH
©

@ | NEV

WHI

8t

001

FSP

6%

ERN

PUL

<
ol

®
i

PIR

Figura 10. Fenograma gerado pelo método UPGMA, baseado na distancia euclidiana, a
partir de dados anatémicos foliares das espécidsals subgénerd®harmacosycea.
Coeficiente de correlagéo fenético de 0.91. Os numeros nos nds correspondem ao valor
de bootstrap. Ficus ernanii (ERN), F. insipida (INS), Ficus sp. (FSP)F. adhatodifolia

(ADH), F. nevesiae (NEV), F. whitei (WHI), F. longistipula (LON), F. obtusisucula

(OBT), F. pulchdlla (PUL), F. piresiana (PIR), F. maxima (MAX).
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4. DISCUSSAO

Algumas caracteristicas anatdmicas comuns em espédiésudesao: presenca
de epiderme multipla; tricomas tectores e glandulares; estbmatos anomociticos, no
mesmo nivel ou abaixo das demais células epidérmicas; litocistos; mesofilo dorsiventral
ou isobilateral; sistema vascular do peciolo em anel com corddes de floema na medula;
laticiferos ndo articulados e ramificados e; glandulas baselaminares (Metcalf e Chalk
1950; Mello Filho 1963; Mello Filho e Nolla Leitdo 1975; Mello Filho e Neves 1976,
1978; 1982; 1989; Mello Filhet al. 1983; Neves 1981; 1987; Neves e Mello Filho
1986; Neveset al. 1991; 1993; 2002; Mendonca-Souza 2006). Entretanto, algumas
dessas caracteristicas variaram entre as espéciegudesubgénerd®harmacosycea
secadPharmacosycea estudadas.

A auséncia de epiderme mudltipla na face abaxial foi distintiva para algumas
espécies do subgénelRtarmacosycea. O colénquima mais interno no peciolo € uma
caracteristica diagnostica Bepiresiana e ocorre devido a existéncia de varias camadas
de células periféricas que provavelmente constituem uma epiderme mdltipla. Entretanto,
para confirmacdo dessa estrutura € necessario a realizacdo de um estudo ontogenético.
O formato e a localizagdo dos litocistos foram diagnésticos para algumas espécies
estudadas e tém sido amplamente aplicados a taxonoriizude(Neveset al. 2002,
Sharawy 2004, Klimko e Truchan 2006).

A presenca ou auséncia de tricomas glandulares (Berg 2001) ou a pubescéncia
(Carauta 1989) tem sido utilizada para separar se¢bes ou espédiesusieNas
espécies abordadas neste trabalho e em vérias outras espééms (Bonibareet al.

2006, Klimko e Truchan 2006) o tipo e o nivel dos tricomas em relacdo as demais
células epidérmicas foram mais informativos do que apenas sua presenga ou auséncia.
Alguns tricomas dé&icus ndo séo visualizados a vista desarmada, outros sao dificeis de
serem visualizados em estereomicroscopio ou até mesmo em microscopia de luz (ML).
Entretanto, estudos com técnicas de microscopia eletrdnica de varredura tém
demonstrado ampla ocorréncia de tricomas nas espéciesuwe(Klimko e Truchan

2006, Mendonga-Souza 2006). Em varias espécidsialis os tricomas glandulares,

que estdo presentes nas folhas jovens, desaparecem quando as folhas atingem a
maturidade (Van Greuning 1984). Assim, para utilizacdo desse carater a padronizacao
das amostras e a utilizacdo de técnicas apropriadas sdo essenciais.

O nivel dos estébmatos em relacdo as demais células da epiderme em espécies de

Ficus, cultivadas sob as mesmas condicfes, apresentou diferencas sugerindo que esta
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caracteristica seja geneticamente marcada, sendo os estdmatos profundos foram
considerados como caracteristicos dos subgéneastigma e Pharmacosycea

(Klimko e Truchan 2006). Entretanto, no presente trabalho, as espécies de
Pharmacosycea apresentaram estdbmatos no mesmo nivel ou abaixo das demais células
epidérmicas, que sugere uma caracteristica geneticamente marcada em nivel especifico
e ndo em nivel de subgénero como descrito por esses autores.

O tipo de organizacdo do mesofilo e a presenca ou auséncia de extensao de
bainha nos feixes vasculares foram caracteristicas informativas da lamina foliar. Alguns
trabalhos tém demonstrado a ocorréncia de uma camada em palicada adjacente a
epiderme voltada para face abaxial, mas ndo classificam o mesofilo como isobilateral
(Nolla Leitdo 1975, Mello Filho e Neves 1976, Nevesal. 1993). Entretanto, o
mesofilo em Ficus pode ser dorsiventral, isobilateral ou até mesmo homogéneo
(Metcalf e Chalk 1950). No presente trabalho, o mesofilo das espécies de
Pharmacosycea que apresentaram essa camada em palicada, adjacente a epiderme
abaxial, foi classificado como isobilateral.

O presente trabalho demonstrou a inconsisténcia dos caracteres auséncia de
monocristais prismaticos e de fibras periciclicas que vém sendo utilizados como
diagnosticos para o subgéneRharmacosycea (Carvajal e Shabes 2006, Carvajal
2012). Quase a metade das espécies estudadas apresentaram cristais prismaticos e, alén
disso, a presenca ou auséncia de fibras perivasculares foi influenciada pela idade da
folha, de modo que a atribuicdo de valor taxon6mico para essa caracteristica deve ser
cautelosa e somente realizada com comparacdes entre folhas totalmente desenvolvidas.

O sistema vascular descrito com distribuicdo em arco para as espécies da secdo
Petenenses (F. maxima e F. pulchella) por Carvajal e Shabes (1998, 2006), contrastou
com a distribuicdo em anel nas mesmas espécies avaliadas no presente trabalho. A
distribuicdo dos feixes vasculares no peciolo € influenciada pela idade da folha, pois em
folhas jovens os feixes ainda nao se diferenciaram totalmente e o sistema vascular do
peciolo pode apresentar uma lacuna voltada para face adaxial caracteristica dos sistemas
vasculares em arco, mas que ira ser preenchida posteriormente. Assim, tal como a
presenca de fibras periciclicas, a atribuicdo de valor taxonémico para o tipo de sistema
vascular deve ser cautelosa e somente realizada em comparacdes entre folhas totalmente
desenvolvidas.

Carvajal e Shabes (1998, 2006) e Carvajal (2012) ndo descrevem qual critério

foi adotado para a classificagdo do contorno do peciolo como oval ou circular. Portanto,
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algum material classificado por eles como circular poderia ser classificado no presente
trabalho como oval. Todo material utilizado por CarvajalSkeabes (2006) foi
proveniente de herbario, dos quais alguns apresentaram invaginacdes chamadas por
esses autores de costelas. Essas costelas ndo foram encontradas na maioria das espécie
deFicus deste trabalho, exceto nas também provenientes de herbéario. Dos trés materiais
herborizados utilizados no presente trabalho, dois dElasqpida e F. longistipula)
estavam em pior estado de conservacdo e apresentaram as maiores distorcbes no
formato do peciolo. O exemplar herborizadoFileus maxima estudado por Carvajal e
Shabes (2006) possui costelas que contrastam com a falta de costelas nos espécimes de
Ficus maxima estudados no presente trabalho, o que indica que existe divergéncia na
identificacdo dos dois materiais ou as costelas encontradas naquele trabalho séo
artefatos do processo de herborizagéo.

O contorno e a distribuicdo dos feixes vasculares no peciolo das espécies
estudadas ndo serviram para separa-las nas sub&={emae e Petenenses como
proposto na literatura (Carvajal e Shabes 1998, 2006). Das caracteristicas anatémicas
usadas na circunscricdo dessas duas subsecdes, apenas a presenca de epiderme lisa r
subsecaoBergianae e de periderme que descama na subsé&genenses foram
corroboradas pelo presente trabalho. A periderme que descama é apontada por Carvajal
e Shabes (1998) como uma caracteristica geneticamente marcada. A subdivisdo da
secadPharmacosycea nas subsecddr gianae e Petenenses também nao foi sustentada
por dados moleculares, mas a sePaarmacosycea e a subsecaPetenenses foram
reconhecidas como monofiléticas (Santos 2010).

A presenca de varios corddes de floema na medula do peciolo e da nervura de
Ficus tem sido notada ha muito tempo (Metcalf e Chalk 1950, Mello Filho e Neves
1976, 1978, Nevesa al. 2002). Até o presente trabalho ainda néo se tinha atribuido
valor taxondmico a essa caracteristica. Tanto a distribuicdo quanto o niumero desses
corddes foram informativos para a separacdo das espécies daPkagaacosycea.
Entretanto, a variacdo dessa caracteristica em um numero maior de espécies, como
também sua aplicabilidade em outros subgénerésode ainda néo foi verificada.

Embora, exista registro da presenca de laticiferos articulados com anastomoses
em folhas deFicus retusa (Milanez, 1954), os laticiferos deicus normalmente @
sido classificados como ndo-articulados, sejam ramificados ou nao (Rachmilevitz e
Fahn 1982, Hageét al. 2008), tal como os encontrados em todas as espécies do

subgénerd’harmacosycea.
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A posicdo das glandulas baselaminares tem valor diagndstico para os dois
subgéneros neotropicaisPharmacosycea e Urostigma) de Ficus (Berg 2001,
Mendonca-Souza 2006). Entretanto, a presenca dessas glandulas nas folhas das espécie
estudadas no presente trabalho foi extremamente variavel. Ainda ndo se sabe ao certo
que tipo de glandula é essa e qual a natureza da sua secrecao (Metcalf e Chalk 1950,
Lersten e Peterson 1974, Berg 2001). Especula-se que sejam glandulas de cera (Metcalf
e Chalk 1950, Berg 2001), glandulas fendlicas (Peenai 1999) e até estruturas com
funcdo de atracdo de polinizadores (Berg 2001) ou resultado da oviposi¢cao de insetos
(Pennisiet al. 1999). A secrecao encontrada nas folhas se assemelhava a cera, mas nao
existe se quer estrutura glandular nesses locais e sim alguns extratos da epiderme
modificados, principalmente na superficie, e grande impregnacdo de material lipidico
entre as células epiteliais que acaba se confundindo com a proépria cuticula.

Os resultados das analises de agrupamento (PCHRGMA) também nao
sustentam a subdivisdo da se¢@mrmacosycea em duas subsecOeBef{gianae e
Petenenses) como proposto por Carvajal e Shabes (1998, 2006). De forma geral as duas
analiseforam semelhantes, com poucas excecdes. De acordo com as andlises de PCA,
as caracteristicas que apresentaram variagdo em relacdo a idade da folha ou regido
amostrada, como o tipo de sistema vascular e presenca ou auséncia de fibras
perivasculares no peciolo ndo foram as mais importantes para formacdo dos grupos.
Entretanto, se mostraram Uteis para separacao das espécies na chave dicotdmica. No
agrupamento hierarquico (UPGMA}. maxima apresenta mais afinidade com o
complexo de espécies de epiderme lisa do que com as espécies com periderme que
descama. Ja na analise de PEAmaxima tem mais afinidade com o complexo das
espécies com periderme que descama.

As trés espécies com maiores problemas de circunschcaalatodifolia, F.
insipida e F. nevesiae) foram claramente separadas pela anatomia félianevesiae e
Ficus adhatodifolia, consideradas sindnimos por Berg e Villavicencio (2004), sé&o
diferenciadas pelo contorno do peciolo, tipo de mesofilo e tipo de cristal de oxalato de
calcio. JaF. adhatodifolia considerada sinbnimo de insipida por Mendonga-Souza
(2006) e Santos (2010) pode ser diferenciada desta pela auséncia de monocristais,
contorno, sistema vascular e numero dos corddes de floema no peciolo.

F. ernanii foi recentemente descrita por Caraeital. (2012) e apontada como
uma espécie que tem afinidade cbmadhatodifolia e F. nevesiae. O espécime dE.

ernanii, estudado no presente trabalho, apresentou afinidade com o taxon identificado
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apenas em nivel de génefdus sp.), que ja foi determinado anteriormente cdmo
adhatodifolia em um levantamento das espécies de Moraceae no municipio de Vigosa
(De Souza 2009). Entretanto, as caracteristicas anatdbmicas dos espédtites sie

apontam para a existéncia de uma espécie distinta.

5. CONCLUSOES

O estudo anatdbmico foliar e as analises fenéticas conduzidos neste trabalho
confirmam a importancia da anatomia da folha como subsidio para taxondancasie

As 11 espécies estudadas representam mais da metade das espécies do subgénerc
Pharmacosycea secao Pharmacosycea que, a partir desse trabalho, poderdo ser
reconhecidas em fase vegetativa por meio da chave elaborada a partir dos caracteres
anatdomicos. As trés espécies com maiores problemas de circunderigdiaatodifolia,
F.insipida e F. nevesiae) sao claramente separadas pela anatomia foliar.

O presente trabalho demonstrou a inconsisténcia de algumas caracteristicas
anatbmicas que vém sendo utilizadas como diagnésticas para o subgénero
Pharmacosycea e também para separar a seg@oarmacosycea nas subsecles
Bergianae e Petenenses. Das caracteristicas anatdmicas usadas na circunscricdo dessas
duas subsecOes, apenas a presenca de epiderme lisa na@csiiesgignae e de
periderme que descama na subBseBetenenses foram corroboradas pelo presente
trabalho. E necessario um estudo comparativo que aborde espécies do subgénero
Urostigma para eleicdo de novas caracteristicas anatdmicas diagndsticas em nivel de
subgénro.

O numero e distribuicdo dos cordBes de floema na medula do peciolo e da
nervura principal sdo caracteristicas anatdbmicas promissoras para a taxonomia da secéo
Pharmacosycea. Entretanto, devem ser avaliadas em um numero maior de espécies para
confirmar a validade das mesmas na taxonomia do subgPharmacosycea, como

também nos outros subgéneros e seco&sads.
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CAPITULO Il

ESTUDO HISTOQUIMICO, FITOQUIMICO E POTENCIAL ANTIOXIDANTE
DE EXTRATOS DE FOLHAS DE Ficus SUBGENERO Pharmacosycea (Miq.)
Mig. (MORACEAE)

RESUMO: As espécies dEicus sdo reconhecidamente ricas em compostos fendlicos
que apresentam forte acdo antioxidante. Entretan®, estudos quimicos e
farmacoldgicos com espécies do subgérritar macosycea concentranse sobretudo,

na investigacdo da atividade dessas plantas contra veEmeselacdo a possivel
atividade antioxidante nas espécies do subgéplesiomacosycea, apenas 0 composto
fendlico metoxiflavona foi isolado d&cus maxima. O objetivo do presente trabalho foi
identificar o potencial antioxidante e as principais classes de produtos naturais das
folhas de seis espécies Fieus subgénerdharmacosycea nativas do Brasil. As classes

de compostos foram analisadas por meio de testes histoquimicos em folhas frescas e
cromatografia em camada delgada (CCD) nos extratos. Também forams aistido
cromatogramas dos extratos em CLAE. A quantificacdo de fendlicos totais foi realizada
pelo método colorimétrico Folin-Ciocalteau. A atividade antioxidantevitro foi

avaliada pelo sistema p—caroteno/ acido linoleico e pelo método de captura do radical
estavel DPPH. A composicédo quimica dos extratos das seis espéeiessdribgénero
Pharmacosycea mostrou-se bastante heterogénea, sendo os taninos e flavonoides as
Unicas classes que ocorrem em todas as espécies. As analises histoquimicas
demonstraram que os tricomas e 0 parénquima palicadico sdo os principais sitios de
acumulo de fendlicos, enquanto os laticiferos sdo os principais sitios de acumulo de
proteinas, lipidios e terpenos. Os extratos etandlicos brutos das seis espEatas de
subgéneroPharmacosycea séo ricos em compostos fendlicos que apresentam agéo
antioxidante, sendd-. piresana a espécie mais promissora para estudos futuros
relacionados ao potencial antioxidanteFleus subgénerd®harmacosycea nativas do

Brasil.

PALAVRAS-CHAVE : Ficus subgéneroPharmacosycea, atividade antioxidante,
compostos fendlicos, histoquimica.
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1. INTRODUCAO

Desde a antiguidade, espécies Kieus fazem parte da tradicdo cultural,
alimenticia e de cura de varios povos (Carauta e Diaz 2002, Lanaky2008). As
folnas e o latex das espécies Hius subgéneroPharmacosycea sdo usadas na
medicina popular, principalmente, para o tratamento de verminoses (Peckolt 1942,
Hanssonet al. 2005), mas também ha relatos de usos para inflamacdes reuméticas,
feridas e dores no estébmago (Duke 1994), gengivite (letiaiz 1998), picadas, feridas
na pele (Hanssoet al. 1986) e febre (Diaet al. 1997).

As espécies d€icus sdo reconhecidamente ricas em compostos fenélicos que
apresentam acao antioxidante (Solonsbal. 2006, Lanskyet al. 2008, Maniaret al.

2008, Abdel-Hameed 2009, Sirisbaal. 2010, Kiemet al. 2011, Shiet al. 2011).A
producdo exagerada de espécies reativas de oxigénio (ROS) e, consequentemente, 0
estresse oxidativo estdo intimamente ligados &iay condi¢desinflamatérias
(Geronikaki e Gavalas 2006). Compostos fenodlicos presentes nas plantas podem
proteger os sistemas bioldgicos contra os efeitos danosos das ROS, pois atuam como
agentes redutores, doadores de hidrogénio, sequestradores de oxigénio singleto e
guelantes de metais (Rice-Evaal. 1996, Kdhkdneset al. 1999.

Para que os compostos fendlicos sejam considerados antioxidantes e possam
exercer seu papel biolégico € necessario que, em baixa concentracdo, sejam capazes de
impedir, retardar e prevenir a auto-oxidacdo ou oxidacdo mediada por radicais livres
(Rice-Evanset al. 1996). Varios métodos podem detectar a atividade antioxidante
vitro de uma mistura de compostos ou de substancias quimicas purificadas em baixa
concentracdo (Silvat al. 1999), mas devido a complexidade dos compostos quimicos
presentes em extratos vegetais e aos diferentes mecanismos de acao, faz-se necessario
avaliacdo por diferentes métodos (®hial. 2011, Duarte-Almeidat al. 2006). O
sistema f-caroteno/ acido linoleico e o0 método de sequestro do radical livre T¥EBH
metodologias simples e rapidas, muito convenientes para realizagdo de “screening” de
atividade antioxidante (Roesleral. 2007).

Os estudos quimicos e farmacologicos com espéciesPlurmacosycea
concentram-se, sobretudo, na investigacdo da atividade dessas plantas contra vermes
(Hanssoret al. 1986, Amorinet al. 1999, Hanssost al. 2005. Em relacao a possivel
atividade antioxidante nas espécies do subgénesmomacosycea, apenas 0 composto
fendlico metoxiflavona foi isolado dEicus maxima (Diaz, 1997), entretanto, ndo se

sabe quais células ou tecidos acumulam esse comfoskgetivo do presente trabalho

45



foi identificar as principais classes de produtos naturais dos extratos de folhas de
espécies dEicus subgénerdharmacosycea e 0 potencial antioxidante desses extratos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal e local de coleta

Foram realizadas coletas de folhas de seis espécieBicds subgénero
Pharmacosycea (Mig.) Mig. (Tabela 1) nos Estados do Rio de Janeiro, Minas Gerais e
Para. A identificago das espécies foi realizada pelos especialistas Leandro Pederneiras
e Sergio Romaniuc Neto do Instituto de Botanica de Sao Paulo (IBT-SP) e Pedro Paulo
de Souza da Universidade Federal de Vigosa (UFV). Os materiais testemunho foram
depositados nos Herbarios VIC da UFV e SP do 8871~

Tabela 1Espécies d&icus subgéner@harmacosycea coletadas.

Nome cientifico Municipio Voucher
Ficus pulchella Schott Angra dos ReifJ VIC 37046
Ficus nevesiae Carauta Arraial do CaboRJ *
Ficus adhatodifolia Schott ex Spreng. VicosaMG VIC 31644
Ficus obtusiuscula (Miqg.) Mig. VicosaMG VIC 31713
Ficus maxima Mill. BelémPA SP 443494
Ficuspiresiana Vazq. & C.C. Berg BelémPA SP 443493

* material coletado em fase estéril, portanto sem niimero de registrerbario.

2.2. Obtencéo de extratos etanolicos e solu¢cfes padrdo

Para obtenc&do dos extratos etanolicos, as folhas coletadas foram separadas dos
ramos, seaes em estufa ventilada a 39 °C por trés dias, pulverizadas em moinho de
facas e armazenadas a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Os extratos etandlicos
de folhas foram obtidos por extracdo exaustiva em percolador, empregando €tanol 95
GL. Em seguida, os extratos etandlicos brutos foram filtrados com papel filtro e
concentrados em evaporador rotatério a vacuo até completa remocao do solvente. Os
extratos secos foram armazenados em frascos de vidro hermeticamente fechados em
refrigerador a -20°C.

Para obtencdo das solucdes padréo utilizaram-se o antioxidante sintético BHT
(Veted®) e comprimidos com extrato padronizado Giakgo biloba L. (GinkoLatf)

com 17,6-21,6 mg de flavonoides. Os extratos etandlicos secos foram utilizados para as
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andlises cromatograficas (CCD e CLAE), quantificagdo de fendlicos totais e para os
ersaios de atividade antioxidante e, sempre que necessario, comparados com as

solucdes padréo.

2.3. Andlise histoquimica

Os testes histoquimicos foram realizadoa material fresco ou fixado em
FAAsy (Johansen 1940) por 48h e conservados em etanol 70%. Todas as amostras
foram seccionadas em micrétomo de mesa (modelo LPC, Rolemberg e Bhering
Comércio e Importacdo Ltda). Os cortes foram submetidos aos seguintes reagentes:
sudan IV (Pearse 1972) para lipidios; sulfato azul do Nilo (Cain 1947) para lipidios
acidos e neutros; reagente NADI (David e Carde 1964) para terpendides (6leos
essenciais e oleoresinas); cloreto férrico (Johansen 1940) para compostos fendlicos;
vanilina cloridrica (Mace e Howell 1974) para taninos; cloreto de aluminio (Charriére-
Ladreix 1976) para flavonoides; reagente de Dittmar (Furr e Mahlberg 1981) para
alcaloides e xilidine ponceau (Vidal 1970) para proteinas. O controle foi conduzido
simultaneamente para cada teste, de acordo com a especificacdo de cada autor.

As imagens foram obtidas em microscopio de luz (modelo AX-70 TRF,
Olympus Optical, Tokyo, Japao) acoplado a camera fotografica digital (modelo Zeiss
AxioCam HRc, Géttinger Alemanha) e microcomputador com o programa de captura de
imagens Axion Vision. A analise com fluorocromos (vermelho neutro, cloreto de
aluminio e acetato neutro de chumbo) e a autofluorescéncia foram realizadas no mesmo
microscépio, utilizando o sistema de epifluorescéncia com lampada de mercurio
HBO50W, filtro UV (WU: 340-380nm), espelho dicroico (400nm) e filtro de barreira
(420nm).

2.4. Prospeccéo fitoquimica

A prospecgéao fitoquimica foi realizada utilizando cromatografia em camada
delgada (CCD) com silica gel GF254 (Merck), camada delgada de 0,25 mm, 10 cm de
comprimento, com diferentes sistemas eluentes. A visualizagdo de mudanca nha
coloracdo das manchas dos cromatogramas foi realizada apos borrifacdo com
reveladores especificos para grupos de metabdlitos secundarios e, em alguns casos, com
exposicao a luz UV 254 e, ou 365 nm, segundo as metodologias descritas por&Vagner
al. (1984). Os resultados obtidos pela CCD foram confrontados com padrdes de

referéncia (Tabela 2).
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Tabela 2. Fases moéveis, reveladores e padrbes de referéncia utilizados na prospeccao
fitoquimica dos extratos etandlicos de seis espéciegcds subgénerdhar macosycea.

Metabdlito secundario Fase movel/revelador Padrao de referéncia
Cumarinas acetato de etila:metanol:agua Ficus carica
(100:17:13)/KOH 10% em etanol
Alcaloides acetato de etila:metanol:agua (100:14:10). Quinina

Reagente de Drangendorff
Triterpenos e esteroide  tolueno:eter:acido acético 10% (45:45:10) B-sitosterol

reagente de Lieberman Burchard

Heterosidios flavonicos acetato de etila:acido formico:acido aceticc Rutina
glacial:agua (55:5:5:12)/ AIgh% em metanol
Geninas flavonicas cloroférmio:acetato de etila (60:40) / AE% Quercetina
em metanol
Taninos tolueno:butanol:acido acetico:agua Acido pirogalico
(50:25:25:5)/ KFe(CN) 1% e FeJ 2% (1:1)
Saponinas cloroférmio:acido acético glacial:metanol:agi Escina

(15:8:3:2)/ Anisaldeido em etanol

2.5. Caracterizacdo dos extratos por CLAE

Para preparacdo das amostras foram diluidos 5 mg de cada extratasckm
1,5 mL de metanol grau CLAE com auxilio de sonicador por 30 minutos. Apds a
diluicdo, a solucéo foi centrifugada a 10.000 rpm durante 5 minutos e depois filtrada
com membrana milipore 0,4bm. Para as analises foram injetadogill@e cada
amostra em aparelho Shimadzu UFLC equipado com bomba binaria LC-20AD (Tokyo,
Japan), detector de arranjo de dio®RBDMZ20A, injetor automéatico SIL-AOAHT,
modulo de comunicacdo CBM-20A e forno de coluna CTO-20A. A separacéo
cromatografica foi obtida com coluna Shim-pack VP-ODS (150x4.6mm i.du ée
tamanho de particula) da Shimadzu, com coluna guarda (10x4.6mm). As analises foram
realizadas a 254 nm, com taxa de fluxo de 1,0 mL/min. A fase movel consistiu de
solvente A: dgua pura e solvente B: acetonitrila. O sistema gradiente empregado para
obtencdo dos cromatogramas esta demonstrado na Tabela 3. Todas as amostras foram
preparadas e injetadas nas mesmas concentracdes e condicdes cromatograficas, o que
permite avaliar a variagdo na composi¢cdo quimica dos constituintes presentes dos

extratos de cada espécie.
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Tabela 3. Sistema gradiente empregado para obtencdo dos cromatogramas dos extratos
de seis espécies &harmacosycea subgénerdhar macosycea.

Tempo (min) Solvente B (%)
0 5
35 23
40 95
45 95
47
50 5

2.6. Quantificacdo de polifendis totais

A concentracdo de polifendis totais foi determinada pelo método colorimétrico
Folin-Ciocalteau utilizando padrdo de acido tanico. Foram diluidos, separadamente,
0,01 g de cada extrato éécus e do extrato padronizado d&nkgo biloba em 5 mL de
metanol com o auxilio de sonicador por 5 minutos. As amostras dos extr&timsigle
do padrdo desinkgo biloba e uma constituida apenas por 5 mL de metanol (branco)
foram vertidas em baldo volumétrico de 50 nelo volume completado com agua
destilada. Em tubos de ensaio, foram adicionados 8,5 mL da solu¢do de cada extrato, 1
mL de solucdo aquosa de carbonato de sédio a 15% e 0,5 mL de reagente de Folin-
Ciocalteau (Dinamicy. A mistura foi homogeneizada por agitacdo e deixada em
repouso por 30 minutos. O mesmo procedimento foi realizado para o branco. As leituras
das absorbéancias foram realizadas em triplicata, a 760 nm, com espectrofotometro UV-
1600 Pro-Analise, frente ao branco. Para quantificacdo dos polifendis foi engpregad
uma curva padrdo com solucéo de acido tanico (QR@s concentracdes de: 10, 20,
30, 40, 50 e 60 pg/mL. O resultado da quantificacao foi expresso como miligramas de
equivalentes a acido tanico por grama de extrato etandlico (EAT/gext) e em miligramas

de equivalentes acido tanico por grama de droga vegetal (EAT/gms).

2.7. Avaliacdo da capacidade antioxidante dos extratos etandélicos
2.7.1. Sistema B—caroteno/ acido linoleico

Este ensaio foi realizado como descrito por Duarte-Almetidd. (2006), com
algumas modificagdes. Para a preparagdo da emulsio P-caroteno/ &cido linoleico
(mistura reativa), foram dissolvidos 2 mg de B-caroteno (Flukd) em 10 mL de
cloroférmio (Vete€) e misturados a 250 pL de acido linoleico (V&ex 1,835 mL de
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Tween 20 (Veted). O cloroférmio foi removido em evaporador rotatério a 50°C por 2
minutos. Foram adicionados 500 mL de &gua destilada aerada por 30 minutos ao
residuo semi-soélido da solucéo concentrada, que foi agitado vigorosamente para formar
a emulsao.

Os extratos etandlicos brutos das seis espéciesFidas subgénero
Pharmacosycea foram diluidos em metanol a uma concentracdo de 160 pg/mL. O
mesmo foi realizado para as solucdes padrao (extrato padroniz&iokde biloba e
BHT).

Para determinar as absorbancias, utilizou-se microplaca de poliestireno com 96
cavidades. Em cada cavidade da microplaca foram adicionados 240 pL da mistura
reativa e 10 pL dos extratos Heus ou o0 mesmo volume para as solucfes padrdo. Para
o controle utilizou-se 240 pL da mistura reativa e 10 pL de metanol.

As leituras das absorbancias foram realizadas em triplicata, com leitor de
microplacaa470 nm e temperatura de 45°C. A primeira leitura foi realizada logo apds o
enchimento das cavidades, com leituras sucessivas em intervalos de 15 minutos até
completar o total de 120 minutos.

A porcentagem de inibicdo das amostras foi avaliada em termos de diminuigédo

das absorbancias comparadas ao controle, usando a seguinte formula:

%l = (((Aicont - Afcont) - (Aiext - Afext))) x 100 (1)
(Aicont - Afcont)

onde %l é porcentagem de inibicd@en: @ absorbéancia inicial do control@s.: a

absorbancia final do controle (apds 120 mig¢ a absorbancia inicial do extrat®g

a absorbéancia final do extrato (apds 120 min).
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2.7.2. Determinacao da capacidade de sequestrar radicais livres

A capacidade de sequestrar radicais livres foi avaliada em relacdo ao radical
estavel 2,2-difenil-1-picril hidrazil (DPPH). Este ensaio foi realizado como descrito por
Duarte-Almeidaet al. (2006), com algumas modificacGes. Foi preparada uma solucéo
metandlica de DPPH a 0,1 mM. Os extratos etandlicos das seis espééiezide
subgénerd’harmacosycea e os padrdes (extrato padronizadd3ilekgo biloba e BHT)
foram diluidos em metanol em diferentes concentracfes (Apéndice ).

Para determinar as absorbancias, utilizou-se microplaca de poliestireno com 96
cavidades. Em cada cavidade da microplaca foram adicionados 250 pL da solucao de
DPPH e 40 pL dos extratos Beeus ou 0 mesmo volume para as solugdes padrdo. Para
o controle utilizaram-se 250 puL da solucdo de DPPH e 40 pL de metanol.

Apods 30 minutos de reacdo ao abrigo da luz e a temperatura de 25°C, as leituras
das absorbancias foram realizadas em triplicata, com leitor de micragld@aam.

A atividade sequestradora de radical livre DPRtiminuicdo da absorbéancia)
de cada amostra foi calculada de acordo com a equacao:

(2)

Aamostra

% captura de radical livre DPPH = (1 - ) x 100

Acontrole

Onde: Amostra € Aconrole S80 as absorbancias das amostras e do controle,
respectivamente. A concentracdo da amostra necessaria para inibir 50% do radical livre
DPPH (ICsg) foi estimada pela equacao da reta obtida nas regressoes.

A concentracdo de extrato necessaria para atingir 50% de captura dos radicais
livres DPPH (ICsg) foi calculada a partir de regressdes logaritmicas ou lineares (apenas

paraGinkgo biloba).

2.8. Andlises estatisticas

Os dados de quantificacao fendlica e da atividade antioxidianiéro foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e a comparacdo das médias foi realizada
por meio do teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. Também foi avaliada a
correlacdo de Pearson entre o conteudo de polifendis totais e a atividade antioxidante

dos extratos (p<0,05).
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3. RESULTADOS

3.1. Histoquimica

Ha compostos fenodlicos, compostos de natureza lipidica e proteinas nas seis
espécies deFicus subgéneroPharmacosycea (Figura 1A-Q). Todas as espécies
apresentaram resultados positivos para compostos fendlicos totais nos tricomas
glandulares (Figura 1A e B), mas apeRapiresiana e F. obtusiuscula apresentaram
resultados positivos para taninos condensados (proantocianidinas) no parénquima
palicadico (Figura 1C e D). Os laticiferos de todas as espécies apresentaram resultado
positivo para substancias lipidicas (Figura 1F-H ©)e proteinas (Figura 1Q). As
substancias lipidicas sédo caracterizadas por uma mistura de terpenos (Figura 1G e M) e
particulas de borracha (Figura 1H ¥ Npenads-. piresiana possui compostos fendlicos
nos laticiferos que estdo no coértex, medula ou entremeados no floema da nervura
principal (Figura 1D e P). Os testes realizados para detecc¢éo de flavonoides e alcaloides
nao apresentaram resultados positivos. Para comparacdo com os resultados dos testes
também sdo apresentadas secfes de materiais sem aplicacdo de corantes ou reagente
(branco) (Figural A, C, E e J).
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Figura 1. Testes histoquimicos em folhad-dwis subgénerd®harmacosycea. A, B, E-

H e J-O Ficus adhatodifolia); C, D e Q Ficus obtusiuscula); | e P ficus piresiana).
Fotomicrografias das secbes transversais (A-lI) e longitudinais (J-Q). A, C,.E e J
Material sem aplicacdo de corantes ou reagentes (branco). B e |. Cloreto férrico para
fendlicos (positivo: coloracdo negra). D. Vanilina cloridrica para taninos (positivo:
coloracdo vermelha). e K. Sudan IV para lipideos totais (positivo: coloracdo
vermelha). Ge M. Reagente NADI para terpenos (positivo: coloracéo violetad.N-

Oil Red para borracha (positivo: coloracéo vermelha). O. Sulfato de azul do Nilo para
lipideos neutros (positivo: coloracédo rosa); P. Compostos fendlicos corados de verde
pelo azul de toluidina. QXilidine porceau para proteinas (positivo: coloragédo
vermelha). Lt (laticiferos); Tt (tricomas). Barras: A e BQE-25 mu; C e D = 50 m.
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3.2. Prospeccéao fitoquimica

Ha presenca de triterpenos e esteroides nos extratos etandlicés de
adhatodifolia, F. nevesiae, F. obtusiuscula e F. pulchella; cumarinas emF.
adhatodifolia, F. nevesiae e F. obtusiuscula; heterosideos flavonicos em todas as
espécies (excetd. pulchella); e de taninos em todas as espécies. Saponinas, alcaloides

e geninas flavonicas nao foram encontrados em nenhum dos extratos (J.abela 4

Tabela 4. Prospeccéo fitoquimica dos extratos etandlicos dasdelsass espécies de
Ficus subgéner@har macosycea.

Grupo de compostos ADH NEV OBT MAX PIR PUL
Saponinas - - - - - -
Cumarinas + + + - - -
Alcaloides - - - - - -
Triterpenos e esteroides + + + - - +
Flavonoides + + + + + -
Taninos + + + + + +

(+) presenca,; (-) ausénckicus adhatodifolia (ADH); F. nevesiae (NEV); F. obtusiuscula (OBT); F.
maxima (MAX); F. piresiana (PIR); F. pulchella (PUL).

3.3. Perfis cromatograficos dos extratos etandlicos obtidos por CLAE

Os picos majoritarios dos cromatogramas foram selecionados para obtencao de
espectros de varredura na regido de UV, o que possibilitou inferir sobre a natureza
guimica dos compostos correspondentes a cada pico (Figura 2A-F). As duas bandas dos
espectros de UV de cada pico majoritario ttm absor¢cdo maxima nas regides de 270 e
335 nm que podem ser referentes aos cromoforos benzoila e cinamoila,
respectivamente. Entretanto, os perfis cromatograficos entre os extratos analisados se

diferenciam, ndo sendo observado um marcador quimico em comum entre eles.
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Figura 2. Perfis cromatograficos dos extratos etandlicos das espéci€scude
subgénerd?harmacosycea obtidos por CLAE a 254 nm e respectivos espectros de UV
de alguns picos majoritarios. Acicus adhatodifolia. B. Ficus nevesiae. C. Ficus
obtusiuscula. D. Ficus pulchella. E. Ficus piresiana. F. Ficus maxima.
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3.4. Quantificacdo de fendlicos totais

O conteudo fendlico em miligrama de equivalente a &cido tanico por grama de
extrato bruto seco foi menor em pulchella, F. adhatodifolia e F. nevesiae, nédo
havendo diferenca significativa entre essas trés espéciggxima e F. obtusiuscula
apresentaram concentragcdo intermediaria de polifendis nos extratoieesiana
apresentou a maior concentracdo de polifendis. Ja em relagdo ao contetdo fendlico em
miligrama de equivalente a acido tanico por grama de droga vegetal a espécie com
menor teor de fendlico foF. pulchella e a com maior teor de fendlico féi.
obtusiuscula. Houve diferenca significativa entre a maioria dos extratos, excetoFentre
adhatodifolia e F. nevesiae e entreF. maxima e F. piresiana (Tabela 5).

Tabela 5. Concentracdo de polifendis totais dos extratos etandlicos brutos de seis
espécies dé-icus subgénerdPharmacosycea determinada pelo método colorimétrico
com reagente de Folin-Ciocalteau.

Extrato etandlico ) Conteudo fendlico (mg Conteudo fendlico (mg
(espécies d&icus) Rendimento () EAT/g ext) EAT/g dv)
F. pulchella 7,9 34,93+0,33a 2,75+0,02a
F. adhatodifolia 12,8 46,13+4,81a 5,910,61b
F. nevesiae 11,3 4627+5,62a 5,2+0,63b
F. obtusiuscula 13,9 7924+4,82b 1101+0,67d
F. maxima 9,2 9296+5,32b 8,55+0,48¢
F. piresiana 6,9 126,22+8,02c 8,7+0,55¢

As médias seguidas por uma mesma letra na mesma coluna néo difereticastatite entre si ao nivel
5% pelo teste de Tukey. EAT (equivalentes &cido tanico); ext (extrato); dv (droga vegetal)

3.5. Avaliag¢do da atividade antioxidante pelo sistema p—caroteno/ 4cido linoleico

Os extratos etandlicos de folhas das seis espéciesids subgénero
Pharmacosycea impediram a oxidacdo (descoloragdo) do B-caroteno pelos radicais
livres gerados durante a peroxidacdo do acido linoleico. O comportamento dos extratos

ao longo do tempo foi similar em todas as amostras analisadas (Figura 3).
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Figura 3. Comportamento, ao longo do tempo, da atividade antioxidante dos extratos
etandlicos de seis espécieskieus subgénerd’harmacosycea, do extrato padronizado

de Ginkgo biloba e do antioxidante sintético BHT na dose de 160 pg/mL, analisados
pelo sistemg3-caroteno/ &ciddinoleico. F. obtusiuscula (OBT); Ficus adhatodifolia

(ADH); F. nevesiae (NEV); F. pulchella (PUL); F. maxima (MAX); F. piresiana (PIR);

Ginkgo biloba (GIN); controle metanol (C-MET).

A atividade antioxidante dos extratos etandlicos, expressa em porcentagem de
inibicdo, em ordem decrescente fiei:maxima (65,47%) >F. obtusiuscula (63,64%) >
Ficus piresana (63,14%) >F. pulchella (59,03%) >F. nevesiae (58,23%) >F.
adhatodifolia (55,91%). O extrato padronizado ¢&nkgo biloba apresentou uma
inibicdo de 42,62% e o BHT 78,05%. N&o houve diferenca significativa da atividade
antioxidante entre as espécies Eieus subgéneroPharmacosycea (Figura 4). No
entanto,F. obtusiuscula, F. maxima e F. piresiana apresentaram atividade antioxidante
maior do que o extrato padronizado @e biloba, sendo esta similar a atividade

antioxidante apresentada pelo composto sintético BHT (Figura 4).
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Figura 4.Atividade antioxidante, expressa em porcentagem de inibicdo, dos extratos
etandlicos de seis espécieskieus subgénerd’harmacosycea, do extrato padronizado

de Ginkgo biloba e do antioxidante sintético BHT na dose de 160 pg/mL, analisados
pelo sistem#-caroteno/ &cido linoleico. Os dados séo apresentados com média e desvio
padrdo. As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si ao
nivel de 5% pelo teste de Tukeyicus adhatodifolia (ADH), F. nevesiae (NEV), F.

pulchella (PUL), F. obtusiuscula (OBT), F. piresiana (PIR), F. maxima (MAX),

Ginkgo biloba (GIN).

3.6. Avaliacdo antioxidante pelo método de captura do radical livre DPPH

Os extratos etanolicos de folhas das seis espéciefids subgénero
Pharmacosycea atuam na captura do radical livre DPRi¢ modo dose-dependente
(Figura 5). A atividade antioxidante dos extratos etanolicos, expressa pglaenC
ordem decrescente E. nevesiae (147,56pug/mL) >F. pulchdla (79,33 pg/mL) >F.
maxima (76,06 pg/mL) >F. obtusiuscula (52,33 pg/mL) >F. adhatodifolia (28,38
png/mL) > Ficus piresiana (18,30 ug/mL). O extrato padronizado Genkgo biloba
apresentou I§gde 16,27 pg/mL e o BHT 4,94 pug/mL.

A atividade antioxidante apresentada pelo extrate. gresiana € semelhante a
atividade antioxidante do extrato padronizadoGddiloba. Ha diferenca significativa
entre a atividade antioxidante de todas as espéciExaesubgénerd’harmacosycea
analisadas (exceto entfe piresiana e F. adhatodifolia e entreF. maxima e F.
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pulchella). O composto sintético BHT apresentou a melhor atividade antioxidante por

este método (Figura 6).
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Figura 5.Comparagdo das curvas obtidas pelo método de captura do radical livre
DPPH para célculo do valor diCso dos extratos etandlicos de folhas de seis espécies
de Ficus subgénerdPharmacosycea, do extrato padronizado deinkgo biloba e do
antioxidante sintético BHT. Os dados sé@o apresentados com média e erro paBréao. A.
adhatodifolia. B. F. piresiana. C. F. obtusiuscula. D. F. nevesiae. E. F. pulchella. F. F.
maxima. G. BHT. H.Ginkgo biloba.
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Figura 6. Comparacao entre os valate$Cso dos extratos etanolicos de folhas de seis
espécies d€icus subgénerd’harmacosycea, do extrato padronizado d&nkgo biloba

e do BHT. Os dados sdo apresentados com a média e o desvio padrao. As médias
seguidas por uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% pelo
teste de TukeyGinkgo biloba (GIN), F. piresiana (PIR), Ficus adhatodifolia (ADH),

F. obtusiuscula (OBT), F. maxima (MAX), F. pulchella (PUL), F. nevesiae (NEV).

3.7. Andlises de correlacéo
O coeficiente de correlacdo de Pearson entre o teor de polifendis totais e a
capacidade antioxidante dos extratos, avaliada pelo sigtear@teno/ acido linoleigo

foi positiva (Figura Y.
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Figura 7. Correlacdo de Pearson entre a concentracdo de polifendis totaisidadapa
antioxidante avaliada pelo sisteffx@aroteno/ 4cido linoleico dos extratos etandlicos de
folhas de seis espécies Eeus subgénerdharmacosycea.

O coeficiente de correlacdo de Pearson entre o teor de polifendis totaigoe a IC
foi negativo (Figura 8), pois as espécies com maior contetado fendlico apresentaram
menor IGo. Entretanto, os menores valores deyplCorrespondem a um melhor
desempenho de captura do radical DRI modo que, por este método, também ha

correlacdo positiva entre a concentracdo de fendlicos e a capacidade antioxidante dos

extratos.
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Figura 8. Correlacdo de Pearson entre a concentracdo de polifendis totaisee a IC
avaliada pelo método de captura do radical livre DPBHbs extratos etandlicos de

folhas de seis espécies Eieus subgéneréhar macosycea.
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4. DISCUSSAO

As espécies dEicus subgénerd®harmacosycea possuem compostos fendlicos,
especialmente taninos e flavonoides, com atividade antioxidante, que pode estar
relacionada aos usos populares das folhas dessas plantas contra inflamacgdes. A casca dc
caule deFicus bengalensis possui flavonoides e taninos com agéo antiinflamatoria que
atuam justamente sobre o estresse oxidativo (Siashh 2010). Assim, os extratos
etandlicos brutos das folhas das espécidside subgénerd’harmacosycea merecem
ser avaliados do ponto de vista farmacoldgico no combate a processos inflamatorios.

A quantidade de fendlicos totais encontradaFembtusiuscula, F. maxima e F.
piresana é similar a de outras espécies do género que também apredwrda
atividade antioxidante, comb. auriculata, F. vasculosa, F. callosa, F. virens var.
virens, F. racemosa, F. oligodon (Shi et al. 2011),F. afzelii, F. decora, F. lyrata, F.
nitida, F. sycomorus e F. virens (Abdel-Hameed 2009). EfR. maxima e F. piresiana a
quantidade de fendlicos é superior a de espécies reconhecidamente ricas em nesses
compostos e que apresentam atividade antioxidante Gamellia sinensis (cha verde
e cha preto), largamente utilizado para prevenir doencas cardiovasculares, como
antidiabético e para reducao de gordura (Nor Qhairul Izzreen e Mohd Fadzelly 2013).

A atividade antioxidante de todas as espécies Feus subgénero
Pharmacosycea, avaliada pelo métodip sistema f—caroteno/ &cido linoleico, foi maior
do que as fracdes metandlica e acetdnica das folh@ardelia sinensis, da casca do
caule deF. racemosa e das raizes aéreas Hebengalensis que tiveram inibicao entre
34,3% e 38,3%, sendo estes valores considerados bons quando comparados a inibicdo
de 35% do reconhecido antioxidante natueatocopherol (Maniaret al. 2008). F.
obtusiuscula, Ficus maxima e F. piresiana foram as trés espécies com melhor atividade
antioxidante, com valores de inibicdo similares aos encontradok. ezalosa, F.
auriculata e F. virens var. virens, espécies com alto potencial antioxidante (&fal.

2011).

A atividade antioxidante dE. piresiana, F. adhatodifolia e F. obtusiuscula,
avaliada pelo método de captura do radical DPfiHsimilar a de-. alzelli, F. decora,

F. lyrata, F. nitida, F. sycomorus, F. virens (Abdel-Hameed 2009Y¥;. racemosa e F.
bengalensis (Manian et al. 2008), consideradas espécies com alto potencial
antioxidante. A capacidade de captura do radical DR@Hclassificada como forte
(acima de 70% de captura), moderada (50-70%) e fraca (abaixo de 50%) em frutas

comercializadas no Estado de Pernambuco, Brasil (Medb 2008). Em comparacéo
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com os dados desses autor€s, adhatodifolia e F. piresana apresentam forte
capacidade de sequestrar radicais livres (similar a acerola, caju, maméao, laranja péra e
goiaba); F. obtusiuscula, F. maxima e F. pulchella atividade moderada (similar a
abacaxi, laranja cravo, manga rosa, meldo e pinRahevesiae fraca atividade (similar

a manga espada e melanci)adhatodifolia e F. piresiana apresentaram capacidade

de sequestrar radicais livregperior aCamellia sinensis (Nor Qhairul I1zzreen e Mohd
Fadzelly 2013).

Pelo método do sistema B—caroteno/ acido linoleico, os valores de inibicdo
apresentados pelas espéciesFamis subgénerd®harmacosycea foram superiores ao
extrato padronizado d&inkgo biloba, o que poderia abrir caminho para exploracao
dessas espécies como antioxidantes naturais, pois 0 extrato padronizadugde
biloba é rico em flavonoides (Menset al. 2001). Pelo método de captura do radical
DPPH, F. piresiana foi a Unica espécie que apresentou valores gg didilares ao
extrato padronizado déinkgo biloba. Nenhuma espécie atingiu valores compativeis
com o desempenho do BHT pelos dois métodos. O BHT é um composto antioxidante
sintético usado na industria para conservacao de alimentos (Soares 2002). Entretanto,
atualmente os esforgos estdo sendo direcionados para encontrar produtos naturais com
atividade antioxidante que possam substituir os antioxidantes sintéticos ou fazer
associacdes entre eles (Soares 2002), pois 0s niveis de ingestdo diaria de antioxidantes
sintéticos tém sido reduzidos porque existe a possibilidade de serem téxicos
(Anagnostopoulowet al. 2006).

Em casos onde mais de um método € utilizado para avaliacdo da atividade
antioxidante, pode haver discrepancia entre os resultados, como ocorreu no presente
trabalho. Essa discrepancia entre dois métodos também foi observada no extrato de
acerola, que apresentou excelente atividade pelo método de sequestro de B¥PH
comportou como pro-oxidante s&tema [-caroteno/ acido linoleico (Duarte-Almeida
et al. 2006). No método de sequestro do DPPH as substancias pré-oxidantes ndo sao
detectadas, de modo que as discrepancias entre os resultados sdo inerentes metodologis
utilizada (Melo et al. 2008). Além disso, a composi¢cdo quimica heterogénea dos
extratos das seis espécies Higus subgéneroPharmacosycea também pode ter
contribuido para diferencas entres os resultados, pois a estrutura quimica do
componente ativo tem influéncia sobre a eficicia do antioxidante natural, como também
outros fitoquimicos presentes nos extratos vegetais interferem nessa atividadet (Melo
al. 2008).
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Estudos tém estabelecido uma correlagcdo positiva entre a quantidade de
fendlicos e a atividade antioxidante (Abdel-Hameed 2009,eCali. 2004, Shiet al.

2011), enquanto outros relatam nado haver correlacdo (Kahkéinah 1999). A
correlacéo entre o teor de polifendis totais e a atividade antioxidante apresentada pelas
espécies dé-icus subgénerdPharmacosycea nos dois métodogistema pB—caroteno/

acido linoleico e DPPH) foi positiva, o que sugere que os compostos fendlicos estao
contribuindo significativamente para a atividade antioxidante das substancias em teste
(Caiet al. 2004).

A capacidade antioxidante de um extrato deve ser analisada de modo amplo
levando-se em conta o teor de fendlicos totais, composicdo quimica e o seu desempenho
em cada método utilizado para teste. Neste serRigmresiana merece destague como
a espécie mais promissora para estudos futuros relacionados ao potencial antioxidante
de Ficus subgénerd®harmacosycea nativas do Brasil, pois possui 0 maior conteddo
fendlico e potencial antioxidante similar ao extrato padronizad@ilgo biloba nos

dois testes.

5. CONCLUSOES

Os extratos etandlicos brutos das seis espéciesFidas subgénero
Pharmacosycea sdo ricos em compostos fendlicos que apresenfarte acao
antioxidante. Portanto, estudos adicionais sdo necessarios para demonstrar o0
comportamento desses extratos em alvos celulares mais especificos @yaucomo
também quais substancias estariam envolvidas com essa atividadestigacdo da
relacdo entre a atividade antioxidante e a possivel acdo antiinflamatoria desses
compostos fendlicos poderiam confirmar os usos populares dessas plantas no combate

de inflamagdes.
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6. CONCLUSOES GERAIS

As 11 espécies estudadas representam mais da metade das espécies do subgénerc
Pharmacosycea secao Pharmacosycea que, a partir desse trabalho, poderdo ser
reconhecidas em fase vegetativa por meio da chave elaborada com base nosscaracte
anatdomicos. O estudo anatémico foliar das espécies e as analises fenéticas conduzidas
neste trabalho confirmam a importancia da anatomia como subsidio para a taxonomia de
Ficus.

Os extratos etandlicos brutos das seis espéciesFidas subgénero
Pharmacosycea sdo ricos em compostos fenolicos que apresentam acdo antioxidante
Este deve ser o ponto de partida para outros estudos com um namero maior de espécies,
inclusive do subgénerndrostigma. Estudos adicionais sdo necessarios para demonstrar
0 comportamento desses extratos em alvos celulares mais especificos ejvou
Também é necessario saber quais substancias estariam envolvidas com essa Atividade.
investigacdo da relacdo entre a atividade antioxidante e a possivel acdo antiinflamatoria
desses compostos fendlicos poderiam confirmar os usos populares dessas @lantas n

combate de inflamagdes.
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Apéndice |. Porcentagem de captura do radical livre DPPH pelos extratos das espécies
deFicus subgénerdharmacosycea, extrato padronizado d&inkgo biloba e BHT.

Ficus adhatodifolia

Dose fig/mL) % inib 1 % inib 2 % inib 3 MEDIA DESV. PAD.
100 79.74419 75.2093 72.93023 75.96124 3.468652272
50 76.25581 77.27907 80.2093 77.91473 2.051965952
20 31.48499 30.33175 29.82622 30.54766 0.850198944
10 23.14376 22.66983 26.77725 24.19695 2.247139367
5 8.878357 8.593997 8.657188 8.709847 0.14931487
ICso(ug /mL)  ICsel ICs2 ICs:3 MED. IC s DESV.PAD. ICs
27.66 29.13 28.35 28.38 0.73545904
Ficus pulchella
Dose fig /mL) % inib 1 % inib 2 % inib 3 MEDIA DESV. PAD.
400 69.09953 72.54344 71.4218 71.02159 1.75649337
300 69.69984 69.52607 70.96367 70.06319 0.784658827
200 62.96998 65.95577 65.92417 64.94997 1.71479395
100 55.35545 67.1722 64.297 62.27488 6.162433533
50 38.83096 37.69352 36.57188 37.69879 1.12955107
ICso(ug /mL)  ICsl IC 52 ICs03 MED. ICsp DESV.PAD. ICs
85.19 74.79 78.21 79.33 5.388023756
Ficus piresiana
Dose fug /mL) % inib 1 % inib 2 % inib 3 MEDIA DESV. PAD.
100 78.23956 80.12704 78.67514 79.01391 0.988291729
30 70.74419 68.90698 69.55814 69.73643 0.931491396
20 60.72093 52.53488 52.51163 55.25581 4.732943816
10 34.72093 42.44186 37.44186 38.20155 3.916125317
5 16.18605 13.39535 18.2093 15.93023 2.417150726
ICso(ug /mL)  ICsol IC502 ICs63 MED. IC 50 DESV.PAD. ICsp
17.91 18.45 18.55 18.30333 0.344286702
Ficus maxima
Dose fug /mL) % inib 1 % inib 2 % inib 3 MEDIA DESV. PAD.
400 78.09437 73.1216 72.05082 74.42226 3.224894384
300 80.7441 78.5118 77.7314 78.99577 1.563574678
200 79.45554 79.89111 77.07804 78.80823 1.514130893
100 77.42287 62.75862 52.15971 64.11373 12.68597781
50 30.7078 31.79673 19.47368 27.32607 6.822130054
ICso(ug /mL)  ICsl IC 52 ICs:3 MED. IC s DESV.PAD. ICs
68.82 74.25 85.11 76.06 8.294462008
Ficus nevesiae
Dose fug /mL) % inib 1 % inib 2 % inib 3 MEDIA DESV. PAD.
400 75.55814 75.2093 75.5814 75.44961 0.20843922
300 76.55814 76.13953 74.74419 75.81395 0.949794319
200 52.74419 48.65116 53.2093 51.53488 2.508180235
100 45.11628 45.30233 44.95349 45.12403 0.174547756
50 14.48837 17.69767 19.34884 17.17829 2.471507001
ICso(pg /mL)  ICsol ICs2 ICs:3 MED. IC s DESV.PAD. ICs
149 149.6 144.08 147.56 3.028663071
Ficus obtusiuscula
Dose fug /mL) % inib 1 % inib 2 % inib 3 MEDIA DESV. PAD.
200 74.62791 76.23256 76.5814 75.81395 1.041850083
100 67.95349 64.02326 66.06977 66.0155 1.9656781
30 44.77093 44.21801 44.18641 44.39179 0.32873068
20 33.27014 28.26224 23.94945 28.49394 4.664665398
10 9.210111 8.878357 9.57346 9.220642 0.347671002
ICso(ng /mL)  I1Csel 1C 502 1C503 MED. IC 5o DESV.PAD. ICs
49.88 53.53 53.59 52.33333 2.12486078
Ginkgo biloba
Dose fug /mL) % inib 1 % inib 2 % inib 3 MEDIA DESV. PAD.
30 82.96998 83.47551 84.2654 83.5703 0.65289031
20 63.96524 64.06003 64.50237 64.17588 0.28669105
10 34.37599 37.67773 34.9921 35.68194 1.755640657
5 14.88152 16.49289 19.3207 16.89837 2.247194897
1 0.458136 2.71722 2.464455 0.236967 2.597907741
ICso(pg /mL)  ICsol IC 502 ICs:3 MED. IC s DESV.PAD. ICs
16.96 15.48 16.37 16.27 0.745050334
BHT
Dose fug /mL) % inib 1 % inib 2 % inib 3 MEDIA DESV. PAD.
30 86.69691 85.78947 84.06534 85.51724 1.336744089
20 89.85481 82.90381 79.03811 83.93224 5.481194131
10 62.03267 65.89837 62.45009 63.46038 2.121653244
5 74.84574 59.50998 40.67151 58.34241 17.11700612
1 14.08348 17.6225 2.068966 11.25832 8.152565102
ICso(ug /mL)  ICsel ICs2 ICs:3 MED. IC s DESV.PAD. ICs
3.78 4.26 6.78 4.94 0.339411255
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