LUANA DE JESUS PEREIRA

Caracterizacao anatdmica e fitoquimica da casca de
Ficus adhatodifolia Schott ex Spreng (Moraceae)

Dissertacao apresentada a Universid;
Federal de Vicosa, como parte d
exigéncias do Programa de PoOs-
Graduacdo em Botanica, para obten
do titulo de Magister Scientiae

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL
2014



FichaCatalografica :: Fichacatalografica https://www3.dti.ufv.br/bbt/ficha/cadastrarficha/visua...

Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da
Universidade Federal de Vicosa - CAmpus Vicosa

Pereira, Luana de Jesus, 1985-
P434c Caracterizacdo anatdomica e fitoquimica da casca de
2014 Ficus adhatodifologia Schottex (Moraceae) / Luana de Jesus
Pereira. - Vicosa, MG, 2014.
viii, 42f. : il. ; 29 cm.

Orientador : Marilia Contin Ventrella.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de
Vicosa.

Inclui bibliografia.

1. Plantas medicinais. 2. Ficus adhatodifologia.
3. Latex. 4. Casca. 5. Tratamento alternativo.
I. Universidade Federal de Vigosa. Departamento de
Biologia Vegetal. Programa de Pds-graduacdo em Botanica.
I1. Titulo.

CDD 22. ed. 581.634

2de3 09-11-2015 14:11



LUANA DE JESUS PEREIRA

Caracterizagao anatdmica e fitoquimica da casca de
Ficus adhatodifolia Schott ex Spreng (Moraceae)

Dissertacao apresentada a Universid;
Federal de Vicosa, como parte d
exigéncias do Programa de Pos-
Graduacdo em Botanica, para obten
do titulo de Magister Scientiae

Prof. Victor Pecanha de Miranda Prof. Edgard Augusto de Toled
Coelho Picoli

Prof.. Marilia Contin Ventrella
Orientadora



Aprendi que sou mais forte do que imaginava, e que posso ir
mais longe depois de pensar que nao podia mais. Que a vida

tem valor, e eu tenho valor diante do que € mais importante
Deus.



AGRADECIMENTOS

A Deus por ter me sustentado, me dado coragem e sabedoria todos os dias
durante a realizagdo deste sonho. “O Senhor ¢ meu pastor e nada me faltard”

A Universidade Federal de Vicosa e ao Departamento de Biologia Vegetal, por
me proporcionarem condi¢des para realizacdo do meu Mestrado em Botanica.

Aos professores do Programa de Pds-graduacdo em Botanica por terem
contribuido com a minha formagéo académica.

A CAPES pela concesséo da bolsa.

A minha orientadora PrdfMarilia Contin Ventrella pelos ensinamentos
compartilhados, carinho e atencéo durante a realizacéo desse trabalho.

Ao Prof. Jodo Paulo Viana Leite pela coorientacdo e ensinamentos durante a
realizacdo deste trabalho.

A minha familia por todo apoio dado durante essa etapa da minha vida. A minha
mae Ana de Jesus Pereira por todo amor, carinho, paciéncia e conselhos dados para o
meu crescimento enquanto pessoa. A meu pai Raul Nunes Pereira por todo amor,
carinho e incentivos durante os momentos de dificuldades. A minha irmd Dayana de
Jesus Pereira pelo amor e ensinamentos de como nao desistir e lutar para alcancar os
meus sonhos.

A Maria Olivia Mercadante Simdes pelos grandes ensinamentos profissionais e
pessoais, por ter contribuido para o meu crescimento enquanto pessoa e pesquisadora.

A Sofia Tolentino Lobo pela oportunidade de trabalho e pela confianca aos
cuidados com o seu filho. Agradeco a Silvano Tolentino Lobo (Silvaninho) que me
ensinou com o seu carinho de crianga a enxergar o mundo de maneira mais doce e feliz.

A Telma Rodrigues dos Santos (Tete) pela amizade verdadeira, pelo apoio, pelos
conselhos saudaveis, por ter escutado tantas vezes meus choros durante a minha
graduacéo e todas as vezes me dando forca, incentivo, apoio e carinho de irma.

A todos os meus amigos de Montes Claros pelo carinho e por entenderem minha
auséncia.

A minha grande amiga Rosana Soares de Alencar (Rosinha) pelas oracoes,
incentivo e por sempre me lembrar de que Deus sempre esteve ao meu lado me
sustentando.

A minha amiga Jessica (Jel) pelo apoio, carinho, cuidado e pela forca que

sempre me deu nos momentos dificeis.



As minhas grandes amigas “quarteto fantastico” que sempre foram exemplo para
mim de luta, superacido e persisténcia. A Lays (Lah) que com toda a sua sabedoria
sempre esteve disposta a me passar suas experiéncias profissionais e pessoais com
carinho, paciéncia e humildade. A Itaina (Tinene) com o seu jeito doce sempre me
escutou nos momentos dificeis me apoiando e dando coragem para seguir. A Patricia
(Patynety) por sempre me acompanhar nos momentos mais divertidos em Vigcosa e me
apoiar nos momentos dificeis. A Priscila (Pri) pela amizade, apoio e pelo exemplo de
persisténcia em busca dos sonhos.

A Lays (Lah) pela AMIZADE, pelo APOIO incondicional, pelo CARINHO e
CUIDADO. Mesmo quando eu n&o acreditava vocé me fez acreditar, ndo tenho palavras
o suficiente para te agradecer por ter caminhado comigo até o final desse sonho.

A meu grande amigo irmdo Peracio Rafael (Mocares) pela amizade, carinho,
incentivos e momentos felizes vividos juntos.

As meninas da minha republica que sdo mais que colegas de casa, sdo grandes
amigas. A Amanda (Mandioquinha) que chegou junto comigo e me apoiou na busca
desse sonho, pelo seu amor de irma por mim, atencdo, cuidados e paciéncia para me
ouvir em momentos dificeis. A Valéria (Val) pela amizade, por sempre se mostrar
disposta a me ajudar em muitas situacdes da minha vida e pelos ensinamentos que
sempre contribuiram para o meu crescimento. A Matrtielly (Martyzinha) pela amizade,
carinho e incentivos profissionais e pessoais e por ter me dado forca e apoio durante as
horas mais dificeis na execuc¢éo deste trabalho com a sua grande ajuda consegui chegar
ao final desta batalha.

Ao grande presente de Deus que ganhei em Vigosa, a amizade de Caroline
(Carolita) minha irma gémea de coracdo, pela amizade verdadeira, companheirismo,
momentos felizes vividos juntos e pelos ensinamentos pessoais e profissionais.

A minha amiga Maria Yumbla (Marieta) pela amizade, carinho e pelos
momentos alegres que passamos juntas.

A todos 0os meus amigos de Vicosa que sempre alegraram e tornaram meus dias
mais leves e agradaveis. A Victor (Vitdo) pelo acolhimento, apoio, amizade e
ensinamentos. A Pedro Paulo (Pedroca) pelos momentos descontraidos no laboratério,
apoio e pela paciéncia ao me passar seus conhecimentos. Andrea (Branca de Neve) pelo
carinho. A Aurora (Aurorita) e Patricia (Paty) pelo carinho e atencdo e por me
acompanharem no meu café das tardes antes de ir embora. A Marinalva pelo exemplo

de humildade e dedicacdo. A Sarah Diniz (Sarona) pelas divertidas tardes cortando no



micrétomo automatico. A Larisse (Leuris) pelos momentos de alegria vividos juntas. A
Daniela (Dany) pelas boas risadas no laboratério. Ao trio da alegria Ivanilson (Chicg),
Alvaro (Alvarito) e Daniel (Denis o pimentinha) que me proporcionaram varios
momentos de alegria. As meninas Talita (Talitinha), Nayara (Na), Samara (Samarita) e
ao Guilherme Andrade (Gui) pelo carinho, amizade e pelos momentos de descontracéo
no laboratorio. A Tamiris Elerati (Tamirosca), Cristiane Nolasco (Cris), Camila Lopes,
Aline Costa (Alinoca) e Larissa Moraes pelos momentos divertidos que passamos

juntas.



SUMARIO

1 11 [ P Vil
ABSTRACT .ttt bbbttt et ettt e e e e e e e e e e e e e e e e b b r ittt e aaaaaae s viii
INTRODUGAO GERAL ...ttt e nnanns 1
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt 5
CAPITULO |I. Caracterizacdo anatdmica do desenvolvimento de cascas e laticiferos de
Ficus adhatodifolia Schott ex Spreng (MOraCeae) ..........cceeveeieeeeeeeeieeeeeeeiiee e e e e 6
RESUIMO ...t e et e et e e et e e e e e e e e e et e e e et e e e et e eeenaaaee 6
1o o 11 o> T U 7
Material € MELOUOS ...ttt e e e e e e eeeaaaaaaaaaaeasaaaannnnes 10
RS0 1 =T [0 1 TP PPPPPPPRR 11
Do 0 1S L LTS 19
CONCIUSDES ...ttt ettt et ettt e e e e e e e e e e e e e e e s s s e n i saabbb bbbttt et e e e e eaaaaaeas 21
Referéncias biblIOGrafiCas ..........uuiiiiiiii i 22
CAPITULO II. Prospeccéo fitoquimica e andlise histoquimica da casca e do latex de
Ficus adhatodifolia Schott ex Spreng (MOracCeae) ..........ccccuuvvvriiiiiiiiiiiiiieee e e e 24
RESUIMIO oottt e et e e e e e e e e e e e e e e e e na e e e e e e n e e 24
1 0o [0 ToF= o B PP PP PPPPPPPPPPP 25
Material € MELOUOS .. ..ttt e et e e e e e e aaaeaaeaasaseaaannnes 27
TS U] = To [ 1SR 30
D[S ol U S - Lo PP TP PP TR 34
(0] o Tod 1§70 11 RSP 37
Referéncias bibliografiCas ...........cooorriiii e 38
CONCLUSOES GERAIS. ..ottt ettt 42

Vi



RESUMO

PEREIRA, Luana de Jesus, M. Sc., Universidade Federal de Vigcosa, marco de 2014.
Caracterizacdo anatémica e fitoquimica da casca de Ficus adhatodifolia Schott ex
Spreng (Moraceae).Orientadora: Marilia Contin Ventrella. Coorientador: Jodo Paulo
Viana Leite.

7

Ficus adahtodifolia € conhecida popularmente como figueira-vermifuga, devido a
propriedade farmacoldgica do latex retirado da casca. Apesar do latex ser utilizado na
medicina popular no tratamento de verminoses, pouco se sabe sobre a sua constituicao
quimica. Dada a importancia medicinal da espécie, o objetivo do trabalho foi contribuir
com informacgdes anatdmicas, histoquimicas e fitoquimicas das cascas e do latex de F.
adhatodifolia a fim de se conhecer o sitio de acimulo dos compostos de interesse
farmacoldgico, bem como a composicdo quimica da casca e do latex. Para analise
estrutural, as amostras das cascas do caule e da raiz foram processadas de acordo com
técnicas usuais em microscopia de luz. Para andlise histoquimica, amostras frescas da
casca do caule foram seccionadas e submetidas a diversos reagentes. Para a prospecc¢ao
fitoquimica, os extratos etandlicos da casca do caule e do latex foram submetidos ao
estudo por cromatografia de camada delgada (CCD). A presenca de laticiferos do tipo
ndo-articulado ramificado, monocristais, fibras gelatinosas e braquiesclereides
encontrados nas cascas Sao caracteres anatdbmicos importantes na identificacdo de F.
adhatodifolia. Através da analise histoquimica e fitoquimica foi possivel verificar a
semelhanca na composicao quimica entre o latex e a casca, dessa forma pode-se inferir
que a casca possui potencial farmacolégico.

Vil



ABSTRACT

PEREIRA, Luana de Jesus, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, March, 2014.
Characterization anatomical and phytochemical the bark the Ficus adhatodifolia
Schott ex Spreng (Moraceae)Adviser: Marilia Contin Ventrella. Co-adviser: Jodo
Paulo Viana Leite.

Ficus. adahtodifolia is commonly known as figueira-vermifuga due the farmacological
properties of the bark latex. Despite the use of the latex in popular medicine to treat
parasite infections, few are known about its chemical constitution. Because of the
importance of the specie, the aim of this work was to contribute with information over
the anatomy, histochemical and phytochemical of the bark and the latex of F
adhatodifolia, in order to kwon the site of accumulation of the pharmacological
compounds, as well as the chemical composition of the bark and the latex. Structural
analysis of the stem bark were processed according to the usual plant microtechnique
methods. Histochemical analysis was performed in fresh samples of stem bark
submitted to different reagents. Thin layer chromatography (TLC) technique was
applied for the phytochemical analysis of the ethanolic extracts of the stem bark and the
latex. The presence of laticifers, monocrystals, gelatinous fiber and brachysclereids in
the bark are important anatomical features for the identification of F. adhatodifolia. By
the histochemical and phytochemical analysis it was possible to verify similarity in the
chemical composition beteewn the latex and the bark. Thus, it becomes possible to infer
that the bark has pharmacological potential.
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INTRODUCAO GERAL
Plantas medicinais

As plantas medicinais sdo conhecidas por povos indigenas e comunidades
tradicionais a milhares de anos e sao utilizadas como chas, infusbes e pomadas para o
tratamento de varias doencas (Junior e Pinto, 2005; Guedes et al. 2009). O
conhecimento sobre os beneficios de cada planta € repassado de geracdo em geragao
dentro das comunidades e/ou tribos e tem despertado o interesse cientifico sobre o valor
medicinal destas espécies visando a confirmacéo do seu uso a fim de subsidiar a sintese
de farmacos a partir dos principios ativos de plantas medicinais (Di Stasi e Hiruma-
Lima, 2002; Joffily e Vieira, 2005; Fonseca et al. 2006).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), 6rgdo responséavel por
regulamentar a utilizacdo de plantas com fins medicinais determinou, através da
Resolucdo de Diretoria Colegiada (RDC) 48/2004, que o uso das espécies vegetais
utilizadas no tratamento de qualquer doenca deve ser registrada com a correta
identificacdo botanica e certificacdo das propriedades terapéuticas atribuidas. Desse
modo, esta acdo da ANVISA visa garantir a seguranca e utilizacdo adequada das plantas
medicinais (Carvalho et al. 2008). Assim, estudos botanicos e fitoquimicos tém sido
desenvolvidos com diversas espécies com o objetivo de se conhecer melhor a droga
vegetal sob os aspectos anatdbmicos e quimicos, além da realizacdo de testes de
seguranca e eficacia para a determinacdo de normas regulatdrias da comercializacdo e

uso das espécies (Calixto, 2000; Bezerra et al. 2013; Devi et al. 2013).

Género Ficus
O género Ficus esta entre os maiores do mundo em termos de riqueza de

espécies. A maioria das espécies € arbdrea e ocorre em todas as regides tropicais do
mundo, conhecidas popularmente como figueiras (Carauta e Diaz, 2002; Kiem et al.
2011). O género Ficus esta dividido em quatro subgéneros: Urostigma, Pharmacosycea,
Sycomorus e Ficus. No Brasil estima-se que exista cerca de 100 espéciesdoativas
género Ficus, com aproximadamente 65 espécies descritas, sendo que 58 para o
subgénero Urostigma e oito para o subgénero Pharmacosyceae. Nao existem no Brasil
representantes nativos para os subgéneros &Bysomorus (Carauta e Diaz, 2002).

As figueiras pertencentes ao género Ficus apresentam uma inflorescéncia
bastante peculiar conhecida como siconio, assim considerada se no seu interior houver

somente a presenca de flores, ou infrutescéncia, caso haja frutos com sementes (Carauta



e Diaz, 2002). Além da presenca do sicbnio, as figueiras apresentam outras
caracteristicas importantes como presenca de latex, estipulas presentes na gema apical
dos ramos, folhas alternas na maioria das vezes unifoliadas e apresentam dimorfismo
foliar, uma vez que o individuo jovem apresenta folhas maiores comparadas ao
individuo adulto (Carauta e Diaz, 2002).

De modo geral, as espécies do género Ficus apresentam porte variado, desde
arvores de grande porte (F. glabra), médio porte (F. adhatodifolia), pequeno porte (F
pertusa), arbustos (F. deltoidea), plantas rasteiras (F. celebensis) até trepadeiras (F.
pumila). No Brasil as figueiras nativas sdo monoicas, apresentam casca lisa, folhas com
margem inteira e as raizes apresentam formato tabular. As figueiras desenvolvem-se
geralmente em ambientes Umidos com alta disponibilidade de luz, em matas ciliares ou
de galeria, ao longo de rios e restinga (Carauta e Diaz, 2002). As figueiras nativas do
Brasil geralmente apresentam porte arb6reo ou médio e sdo conhecidas popularmente
como gameleiras, mata-paus, lombrigueiras, ou simplesmente figueiras, que é o nome

mais comum (Carauta e Diaz, 2002).

Uso das figueiras

Desde a antiguidade as figueiras estdo presentes na vida do homem em diversos
rituais religiosos, tradigéo cultural e alimentagdo. Os romanos consideravam F. carica
como a arvore sagrada ou figueira-do-reino e ofereciam seus figos ou sicénios ao Deus
romano Bacus (Carauta e Diaz, 2002). No Egito, na época dos farads, a madeira de F
sycomorus era utilizada na construcdo dos sarcéfagos das mumias por ser considerada
sagrada. Na religido budista, F. religiosa é considerada sagrada e € vista como a arvore
da iluminacéo (Carauta e Diaz, 2002).

Devido a beleza de sua copa e tronco, muitas vezes escultural, as figueiras sao
bastante utilizadas no paisagismo de parques e jardins, como F. adhatodifolia, F.
pertusa, F. cyclophylla, F. deltoide#. religiosa (Carauta e Diaz, 2002).

O uso medicinal das espécies de Ficus também €& bastante antigo, ja citado no
antigo testamento no livro de Reis 20:7, em que o rei de Juda Ezequias foi curado de
uma Ulcera ao se alimentar do pao feito do figo deafica. O figo dessa espécie
apresenta uma enzima proteolitica (ficina) que auxilia na digestdo. A ficina €
naturalmente produzida pelo pancreas e liberada para o intestino delgado, onde atua
quebrando as cadeias de proteinas ingeridas na alimentacdo (Carauta e Diaz, 2002).

Outra substancia presente também no figo dedfica é o psoraleno, que tem sido



utilizado ha muito tempo no tratamento de doencas relacionadas a pigmentacéo da pele.
(Carauta e Diaz, 2002). O latex é utilizado no tratamento de verrugas e existem varios
relatos na medicina tradicional sobre o uso do latex secretado pelas figueiras no
tratamento de verminoses. (Carauta e Diaz, 2002). O latex al#h&todifolia, quando
misturado com leite ¢ conhecido popularmente como ‘“caxinguba”, e ¢ usado no
tratamento de verminose causada por Ascaris lumbricoides (Carauta e Diaz, 2002), isso
reflete as designacbes populares muitas vezes dadas as figueiras tais como: Ficus
vermifugae Ficus anti-helmintica. Essa pratica comecou com indigenas na época do
pré-descobrimento e se manteve tempos depois pelos brasileiros (Carauta e Diaz, 2002).

Nas espécies do género Ficus, além do latex, a casca também ¢é utilizada como
droga vegetal. A casca é um termo designado a todos os tecidos externos ao cambio
vascular, ou seja, inclui floema secundario, tecidos primarios ainda presentes externos
ao floema secundéario e a periderme, que é o tecido de revestimento das plantas em
crescimento secundario (Evert, 2006). Uma gama de compostos bioativos tais como
taninos, compostos fendlicos, alcaloides, flavonoides, saponinas, terpenoides e
cumarianas podem ser encontrados nas cascas de plantas medicinais e geralmente
podem estar associado a propriedade medicinal dessas espécie Melo et al. 2007;
Owolabi et al. 2009; Xue-gui et al. 2010).

Dentro deste contexto, as estruturas secretoras sao as responsaveis pela producéo
e armazenamento de compostos presentes nos varios orgaos das plantas, inclusive nas
cagas. As estruturas secretoras podem ser classificadas em externas e internas (Evert,
2006). As externas compreendem as glandulas de sal, hidatédios, nectarios, coléteres,
osmoforos e tricomas glandulares. Enquanto que as internas sao representadas pelas
cavidades, ductos, idioblastos e laticiferos (Evert, 2006). Essas estruturas podem ser
encontradas em qualquer 6rgdo das plantas como folhas, caule, raiz, fruto e semente
(Lersten e Curtis, 1998; Bennici e Tani, 2004).

Ficus adhatodifolia, espécie alvo deste trabalho, € popularmente conhecida
como figueira vermifuga e apresenta importancia na medicina tradicional devido ao uso
do seu latex como vermifugo (Carauta e Diaz, 2002). Diante deste cenario, o0 objetivo
deste trabalho foi caracterizar anatbmica e quimicamente a casca do caule e raiz de F.
adhatodifolia em busca de caracteres diagnosticos que auxiliem na identificacdo dessa
espécie medicinal visando contribuir futuramente no controle e qualidade da droga

vegetal.
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CAPITULO |
CAPITULO I. Caracterizacdo anatdmica do desenvolvimento de cascas e
laticiferos de Ficus adhatodifolia Schott ex Spreng (Moraceae)

RESUMO - Ficus adhatodifolia € conhecida popularmente como figueira
vermifuga. A mistura do seu latex com leite € conhecido como caxinguba e vem sendo
utilizado como anti-helmintico na medicina popular ha muitos anos por povos
indigenas. O objetivo do trabalho foi caracterizar anatdmica e quimicamente o
desenvolvimento da casca do caule, da raiz e dos laticiferos a fim de se conhecer o sitio
de acumulo de compostos de interesse farmacologico. Para a caracterizagdo anatdmica,
amostras da casca do caule e da raiz foram fixadas eng,Féohservadas em élcool
70%, desidratadas e posteriormente incluidas em metacrilato. Seccdes transversais e
longitudinais do material com 5 um de espessura, foram obtidas através de microtomo
rotativo de avanco automatico. As sec¢des foram coradas com azul de toluidina pH 4,4
e montadas em resina sintética (Permount). Para verificar a presenca de compostos
estruturais na casca, amostras frescas foram seccionadas transversalmente em
micrétomo de mesa e submetida ao lugol, floroglucina acida e sudan IV. O estudo
anatdomico do desenvolvimento das cascas.dedRatodifolia revelou a presenca de
monocristais, laticiferos ndo-articulados ramificados, fibras gelatinosas perivasculares e
braquiesclereides. A andlise histoquimica revelou a presenca de amido e compostos
estruturais como lignina e suberina. Os dados anatdmicos referentes ao
desenvolvimento das cascas de F. adhatodifolia podem auxiliar na correta identificagéo
dessa espécie bem como conhecer o sitio de acumulo dos compostos de interesse

farmacoldgico.

Palavras-chave:Anatomig estruturas secretoras, figueiras, ontogenia.



Introducao

O termo casca se refere a todos os tecidos que estdo externos ao cambio
vascular, isto €, floema secundario, tecidos primarios que ainda se encontram presentes
externamente ao floema secundario e pela periderme (Roth, 1981). A origem e o
desenvolvimento das cascas estdo relacionados a atividade de dois meristemas
secundarios, o cambio vascular e o felogénio (Fahn, 1982; Evert, 2006). Nos caules, 0
cambio vascular tem sua origem a partir do procambio, enquanto o felogénio
geralmente origina-se a partir da desdiferenciacdo das células de camadas
subepidérmicas de parénquima ou colénquima e, em casos mais raros, a partir de
camadas do parénquima do coértex ou no floema (Fahn, 1982). Nas raizes, por sua vez, o
cambio vascular origina-se de divisbes periclinais das células do procambio que
posteriormente conectam-se ao periciclo formando o cambio vascular. Ao passo que, o
felogénio origina-se frequentemente a partir do periciclo ou, em casos mais raros, a
partir de qualguer camada na regido do cértex (Fahn, 1982).

O floema secundario é um tecido complexo e, em Angiospermas, € constituido
por varios tipos celulares (Evert, 2006). A periderme, tecido de revestimento
secundario, é formada pela atividade bidirecional do felogénio, que produz internamente
a feloderme e externamente o suber (Fahn, 1982). A feloderme é um tecido composto
por células parenquimaticas vivas que normalmente se encontram alinhado radialmente
com as iniciais do felogénio (Fahn, 1982, Evert, 2006). J& o suber € um tecido composto
por células mortas na maturidade, suberizadas, com arranjo compacto e sem espagos
intercelulares. Este tecido pode apresentar diversas morfologias de acordo com a
espécie e o ambiente que ela vive, como por exemplo, pode apresentar superficie lisa,
fissurada, rendilhada, esfoliante, dentre outras (Evert, 2006).

Com base em estudos sobre o desenvolvimento e morfologia geral dos
laticiferos, eles s&o classificados como articulados e ndo-articulados. Os laticiferos
articulados séo caracterizados pelo seu desenvolvimento multicelular com fusdo de
protoplastos, enquanto os laticiferos né&o-articulados se caracterizam pelo
desenvolvimento unicelular multinucleados e crescimento intrusivo através da agéo de
pectinases (Malbergh, 1993; Hagel et al. 2008). Os laticiferos também podem ser
classificados como articulados anastomosados e ndo-anastomosados. O tipo articulado
anastomosado ocorre quando as paredes laterais de dois laticiferos se unem formando

uma anastomose. O tipo ndo-anastomosado é quando essa fusdo de parede ndo ocorre.



Outra classificacdo sdo os n&o-articulados ramificados e os né&o-ramificados. Os
laticiferos ndo-articulados ramificados sdo aqueles que formam um sistema reticulado
no corpo da planta, enquanto que nos ndo-ramificados isso ndo acontece (Evert, 2006;
Hagel et al., 2008). Laticiferos articulados e nao-articulados podem apresentar aspectos
ultraestruturais semelhantes no inicio de seu desenvolvimento, tais como nucleo
proeminente, citoplasma denso, grande quantidade de organelas como reticulo
endoplasmatico rugoso, complexo de Golgi, plastidios, mitocdndrias, ribossomos e
dictiossomos. (Evert, 2006).

As cascas de espécies de variadas familias representam um importante recurso
econdmico para diferentes populagcbes em razédo das atribuicbes medicinais que sao
dadas as mesmas. O valor terapéutico das cascas estd associado aos compostos de
diferentes classes quimicas, 0s quais sao sintetizados e armazenados em células comuns
ou em diferentes estruturas secretoras. Os laticiferos sdo estruturas secretoras
comumente encontradas nas cascas, altamente especializadas na secrecao de um liquido
viscoso com diferentes coloracfes e composi¢cado quimica também variada, denominado
latex, que so é liberado por ruptura A liberacdo do latex pode ocorrer pela ruptura dos
tecidos pela acdo de herbivoros, atuando assim, na defesa contra a herbivoria
(Malbergh, 1993; Hagel et al. 2008). Além disso, a diversidade quimica do latex pode
justificar o seu uso no tratamento de diferentes doengas (Hagel, et al. 2008).

Na familia Moraceae, os laticiferos presentes em folhas, caules e raizes
representam um importante carater para identificacdo das espécies, como por exemplo,
para espécies do género Ficus (Solereder, 1908). Nesse género destacam-se F. maxima,
F. pulchéela, F. obtusiuscula F. insipida, onde o latex é utilizado por tribos indigenas
e por pessoas de comunidades tradicionais no tratamento de verminoses (Berg, 2001,
Carauta e Diaz, 2002). Os laticiferos encontrados no género Ficus geralmente se
classificam em néo-articulados ramificados (Evert, 2006; Coelho, 2013).

Embora os laticiferos tenham importancia taxonémica e medicinal para a familia
Moraceae, sdo escassos na literatura estudos voltados para a caracteriza¢do estrutural e
quimica. Estudos anatémicos e quimicos sdo fundamentais para a correta identificacéo
botanica das drogas vegetais e dos 6rgdos a serem utilizados, contribuindo assim, para
auxiliar as pesquisas farmacologicas e assegurar o controle e qualidade de drogas
vegetais (Cury e Tomazello-Filho, 2011).

Conhecida popularmente por figueira-vermifuga, Ficus adhatodifolia é uma

espécie nativa do Brasil e pode ser encontrada nas regides Sudeste, Centro-Oeste e Sul.



A mistura do latex de F. adhatodifolia com o leiteoghecido como “caxinguba” e é

utilizada como vermifugo pelos indigenas desde o periodo pré-colombiano no
tratamento de verminose por Ascaris lumbricoides (Carauta e Diaz, 2002). Apesar da
importancia medicinal de F. adhatodifolia pouco se sabe sobre o desenvolvimento e
estrutura das cascas do caule e da raiz desta espécie. Diante do que foi exposto acima,
buscou-se responder no presente estudo algumas perguntas: a) A origem e 0
desenvolvimento da casca do caule e da raiz sdo semelhantes? b) Quais seriam as
caracteristicas estruturais diferenciais entre as cascas do caule e da raiz? c) Como se

classificam os laticiferos desta espécie de acordo com a origem e o desenvolvimento?



Material e métodos

Material vegetal e area de coleta

Para a realizacdo deste trabalho foram coletadas as cascas da raiz e do caule de
mudas de Ficus adhatodifolia com trés anos de idade, cultivadas no Horto Botanico do
Campus da Universidade Federal de Vicosa-MG (Latitude: 20° 45' 14" S Longitude: 42°
52' 55" W). Coletaram-se também cascas do caule do individuo adulto presente no
mesmo campus. O material testemunho foi herborizado e depositado no Herbéario da

Universidade Federal de Vigosa (VIC), em Vicosa, MG, sob o registro 31644.

Microscopia de luz
Foi realizada no Laboratorio de Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia
Vegetal, da Universidade Federal de Vigosa- MG (UFV).

Avaliagéo anatomica

Para a caracterizacdo anatémica das cascas e dos laticiferos de F. adhatodifolia
foram coletados apices caulinares e radiculares e fragmentos da casca do caule e da raiz
em diferentes estaddios de desenvolvimento. O material foi fixado emsoFAA
conservado em alcool 70% (Jensen, 1962). As amostras com aproximadamerfte 1 mm
foram desidratadas em série etandlica e incluidas em metacrilato (Historesin-Leica,
Instruments, Heidelberg, Alemanha) de acordo com Paiva (2011). Amostras da casca da
raiz foram previamente amolecidas com glicerol 50% (glicerina + &alcool 50%). Seccdes
transversais e longitudinais do material vegetal, com 5 um de espessura, foram obtidas
através do micrétomo rotativo de avanco automéatico (RM 2155, Leica), coradas com
azul de toluidina (O’Brien et al, 1964) pH 4,4 e montadas com resina sintética
(Permount). Amostras frescas foram seccionadas a mao livre, coradas com safrablau e

montadas com gelatina glicerinada ((Johansen, 1940).
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Resultados

Caule : Meristema e estrutura primaria

A regido do meristema apical da parte aérea. @allratodifolia € recoberta por
tricomas. Nessa regido, os trés meristemas primarios podem ser observados: a
protoderme, o meristema fundamental e o procdmbio (Fig. 1A). As células que
compdem o promeristema apresentam nudcleos proeminentes, citoplasma denso e alta
taxa de divisao celular (Fig.1B).

No primeiro n6, em estrutura primaria, a protoderme se diferenciou em uma
epiderme unisseriada. O meristema fundamental se diferenciou em parénquima
clorofiliano e colénquima na regido do cortex, e em parénquima de preenchimento na
regido da medula. JA4 o procambio iniciou sua atividade formando floema e xilema

primarios organizados em feixes vasculares colaterais (Fig. 1C).

Caule : Instalacéo do cambio e formacéo de tecidos vasculares secundarios

No terceiro n6, uma camada de células entre o floema e o xilema primarios
comeca a se dividir periclinalmente, marcando a instalacdo do cambio. A atividade
bidirecional deste meristema secundario comeca a produzir floema e xilema secundarios
para o exterior e interior, respectivamente (Fig. 1D). O cambio mantém sua atividade
nos nés subsequentes, adicionando maiores quantidades de floema e xilema secundarios
ao corpo da planta.

Desde o0 éapice da parte aérea os laticiferos j4 sdo observados, sendo mais
abundantes na regido cortical e no floema primario e secundario, além da presenca de

idioblastos contendo drusas (Fig. 1E).

Caule : Instalacéo do felogénio e formacao da periderme

No sétimo no nota-se a instalagdo do felogénio, por divisbes predominantemente
periclinais a partir da primeira camada de células de colénquima. Nesta fase a epiderme
ainda esta presente (Fig. 1F). No nono né a epiderme ja esta totalmente substituida pela
periderme (Fig. 1G). Abaixo da periderme, na regido mais externa do coOrtex, ocorrem

braquiesclereides com pontoagfes simples. Além disso, acima do floema observa-se
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uma faixa de fibras gelatinosas perivasculares com parede secundaria nao-lignificada.
Monocristais e drusas sao observados dispersos na regido cortical e no floema. Nessa
fase, observa-se um aumento de tecido de sustentacdo no caule, devido a presenca de
braquiesclereides no coértex e de fibras gelatinosas externamente ao floema (Fig. 1G).

No décimo primeiro nd a periderme ja esta bem desenvolvida, composta por
suber, felogénio e feloderme. A casca j4 estd totalmente formada, composta pela
periderme, células corticais remanescentes e floema secundario (Fig. 1H-1).

Ha amido nas células parenquimaticas do cortex (Fig. 1J), e impregnacéo de
suberina nas paredes celulares do suber (Fig. 1K), e de lignina nas paredes celulares dos

braquiesclereides (Fig. 1L).
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Figura 1. Seccdes longitunal (A) e transversais (B-L) do caule Ficus adhatodifolia em
diferentes estadios de desenvolvimento. A-B, fase meristemética. C, estrutura primaria.
D, instalagdo do cambio vascular. E-F, instalacdo do felogénio. G, periderme em
desenvolvimento. H, casca totalmente desenvolvida. |, detalhe da periderme e tecidos
subjacentes. J, amido nas células parénquimaticas do cértex. K, suberina impregnada na
parede das células do suber. L, lignina impregnada na parede celular de brasclereides.
(am) amido, (ca) casca, (co) colénquima, (cr) cortex, (dr) drusa, (ep) epiderme, (es)
esclereide (braquiesclereide), (fe) felogénio, (fd) feloderme, (fi) fibras, (fl) floema
primario, (fs) floema secundario, (mf) meristema fundamental, (pa) parénquima, (pe)
periderme, (pc) procambio (pr) protoderme, (sb) suberina, (su) suber, (xi) xilema
primario, (xs) xilema secundéario, setas indicam laticiferos, estrelas indicam

monocristais.

Raiz : meristema e estrutura primaria
O éapice da raiz de .Fadhatodifolia é protegido pela coifa, que recobre o

promeristema, 0s meritemas primarios e a regido de alongamento (Fig. 2 A-D). Na
regido dos meristemas primarios a protoderme ocupa posi¢ao tipicamente periférica,
seguida por uma regiao cortical composta por meristema fundamental e procambio
ocupando posicdo central.

Na raiz em estrutura primaria a protoderme diferencia-se em uma epiderme
unisseriada, o meristema fundamental em parénquima cortical, enquanto a producéo de
floema e xilema priméarios pelo procambio € um pouco mais tardia. A epiderme
apresenta tricomas ou pelos absorventes, tipicos da zona pilifera da raiz (Fig. 2 E). Na
extremidade desses tricomas foi verificada a presenca de conteudo fendlico (Fig. 2 F).

Abaixo da epiderme ocorre uma camada de células com conteudo fendlico (Fig. 2 E).

Raiz : instalacdo do cambio vascular e producédo de tecidos vasculares secundarios
Ainda na zona pilifera € possivel observar o cambio ja instalado produzindo
xilema e floema secundarios. H4 uma expanséo no cortex da raiz e, nesse estadio, 0s

pélos absorventes ainda sem mantém ( Fig. 2 G).
Raiz : instalagédo do felogénio e formacéo da periderme

A instalacéo do felogénio ocorre a partir do periciclo, de forma que o cértex &
totalmente eliminado (Fig. 2 H-J). A periderme, totalmente formada, é constituida pelo
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felogénio e pelo suber, mas ndo se observa a formacdo de feloderme. Abaixo da
periderme nota-se a presenca de monocristais e fibras dispersas pelo cértex. O cambio
vascular mantém sua atividade acrescentando mais camadas de floema e xilema
secundarios. Por fim, evidencia-se a casca totalmente formada pela periderme e pelo
floema secundario (Fig. 2 K).

Ha amido nas células parenquimaticas do cortex da raiz (Fig. 2 L) e compostos
estruturais como lignina e suberina. Foi observada a impregnacao de suberina na parede
das células do suber (Fig. 2 M), enquanto a impregnacao de lignina foi evidenciada nas

paredes das braquiesclereides (Fig. 2 N).

15



50um

Figura 2. Seccdes longitudinal (A) e transversais (B-N) da raiz de Ficus adhatodifolia

em diferentes estadios de desenvolvimento. A-D, fase meristematica. E, estrutura
priméria. F, pélos absorventes com contetdo fendlico (vermelho). G, cambio ativo
marcando o inicio da estrutura secundaria. H, detalhe do periciclo. I-J, instalacdo do
felogénio e coértex sendo eliminado. K, casca totalmente formada. L, amido nas células
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parénquimaticas do cortex. M, suberina impregnada na parede das células do cortex. N,
lignina impregnada na parede das braquiesclereides. (am) amido. (ca) cambio, (cf)
coifa, (cl) columela, (cr) cértex, (cs) casca, (ed) endoderme, (es) esclereide, (ep)
epiderme, (fe) felogénio, (fi) fibras, (fl) floema, (mf) meristema fundamental, (pa)

parénquima, (pc) procambio, (pe) periderme, (pl) pélo absorvente, (pr) promeristema,

(sb) suberina, (su) suber (xs) xilema secundario. Setas indicam monocristais.

Laticiferos: origem e desenvolvimento

Em F. adhatodifolia os laticiferos ja sdo observados no apice caulinar e radicular
e originam-se a partir de uma Unica célula do meristema fundamental cujo nucleo sofre
cariocieneses sucessivas, sendo assim classificados como laticiferos nao-articulados
(Fig 3 A, D). Durante o desenvolvimento dos laticiferos, ha crescimento intrusivo e
ramificacdo dos laticiferos, o que os classifica como laticiferos ramificados (Fig 3C).

Nos &pices caulinar e radicular a diferenciacdo dos laticiferos esta4 associada ao
meristema fundamental (Fig 3B) e ao procambio. Diferentemente das células vizinhas,
os laticiferos se alongam verticalmente e ramificam-se em formato de Y (Fig 3C) e em
formato de H (Fig 3B), formando redes que acompanham o eixo longitudinal do corpo

da planta.
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Figura 3. Seccdes longituidinais do apice caulinar (A-C) e apice radicular (D-E) de
Ficus adhatodifolia. A, éapice caulinar; seta indica regido com laticiferos néo-
articulados ramificados. B, laticifero em formato de H. C, laticifero em formato de Y.

D-E, &pice radicular ; setas indicam laticiferos no meristema fundamental.
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Discussao

A origem e o desenvolvimento das cascas de F. adhatodifolia € semelhante ao
padrdo observado na maioria das Angiospermas (Fahn, 1982), porém, algumas
diferencas foram observadas entre a casca do caule e a casca da raiz. Aoirtktalaca
cambio vascular em F. adhatodifolia ocorreu de maneira semelhante tanto na raiz como
no caule, entre xilema e floema primarios, resultando na producéo de xilema e floema
secundarios. Quanto ao felogénio, sua origem no caule aéh&todifolia ocorreu na
primeira camada subepidérmica, ou seja, na primeira camada de colénquima. Na raiz, o
felogénio se originou a partir do periciclo. A origem do felogénio a partir de camadas
subepidérmicas em caules € bastante comum, podendo também originar-se a partir da
préopria epiderme ou de camadas mais internas do cértex (Fahn, 1982; Evert, 2006). Nas
raizes, a origem do felogénio é mais variada, e este meristema lateral pode se originar a

partir do periciclo ou mesmo do parénquima cortical (Fahn, 1982; Evert, 2006).

O desenvolvimento da periderme em raizes e caules de F. adhatodifolia ndo
ocorre da mesma maneira. A periderme da casca do caule de F. adhatodifolia é
constituida pelo suber, felogénio e feloderme. A feloderme ocorre apenas nos caules,
enguanto que nas raizes estd ausente. Em algumas espécies, a feloderme pode estar

ausente, ou entdo consistir de uma até seis camadas (Fahn, 1950).

O desenvolvimento do floema secundéario em caules e raizesadédtodifolia
€ semelhante, e sua origem ocorre a partir do cambio vascular. No floema secundario do
caule e da raiz encontram-se laticiferos, monocristais e drusas. Apenas no caule ha
fibras gelatinosas perivasculares externas ao floema primario remanescente. Na raiz ha
fibras lignificadas dispersas entre os demais tipos celulares do floema secundario.
Segundo Roth (1981), as esclereides representam as células de sustentacdo mais comuns

eém cascas.

A regido cortical € mantida apenas na casca do caule, onde se diferenciam
braquiesclereideos, monocristais, drusas e laticiferos. Em F. religiésavirens
também foi relatada a presenca dessas estruturas (Babu et al. 2010). Na raiz a regiao
cortical foi eliminada apos instalacéo do felogénio e o que se manteve foram somente o

floema secundario e a periderme.

Laticiferos também sao encontrados no cortex e no floema secundario da raiz em
outras espécies do género, como em F. pumila (Davies et al. 1982).
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A partir do estudo ontogenético da casca do caule .dadRatodifolia foi
constatado que os laticiferos presentes na espécie sdo do tipo n&o-articulados
ramificados. Segundo Hagel et al. (2008), laticiferos ndo-articulados sé@o caracterizados
por serem multinucleados e com desenvolvimento a partir de uma Unica célula, podendo
se ramificar ou ndo ao longo do corpo da planta. Esse tipo de laticifero ja foi descrito
em espécies do género Ficus (Evert, 2006) como, por exemplo, nas folhas de F. carica
(Rachmilevitz e Fahn, 1982). Segundo Roth (1981), os laticiferos representam

importante carater digandstico para cascas.

A anatomia vegetal € uma importante ferramenta para identificacdo das plantas
medicinais. Kato e Arisue (2002), através da anatomia da casca de Myracrodruon
arundeuva (Anacardiaceae), conhecida como aroeira, constataram caracteres
importantes para identificacdo dessa espécie, tais como a disposi¢cdo dos tecidos e
inclusBes celulares. Ja o estudo anatébmico da casca de Bathysa cuspidata (Rubiaceae),
realizado por Coelho et al. (2012), constatou a presenca de caracteres importantes para
identificacdo dessa espécie como o aspecto geral da periderme, a presenca de ritidoma,

de uma area cortical remanescente com esclereides, dentre outros caracteres.

A caracterizacdo morfoanatdmica dos 6rgaos e/ou das partes (como as cascas)
das plantas medicinais possibilita maior conhecimento estrutural de espécies utilizadas
como droga vegetal. Além disso, permite a elucidacdo dos locais de sintese e acumulo
de compostos de interesse farmacoldgico. Dessa forma a anatomia € uma ferramenta

importante no auxilio do controle e qualidade da droga vegetal.
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Conclusao

A casca do caule e a casca da raiz de F. adhatodifolia apresentam diferencas
estruturais decorrentes da origem e do desenvolvimento dos meristemas secundarios.

A casca do caule é constituida pela periderme, seguida de tecidos corticais
primarios remanescentes e floema secundério. Ja a casca da raiz ndo apresenta tecidos
corticais remanescentes entre a periderme e o floema secundario.

Laticiferos sdo abundantes na casca de F. adhatodifolia e se originam nos apices

de raiz e de parte aérea, classificados como néo-articulados ramificados.
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CAPITULO 1I.
Prospeccéo fitoquimica e analise histoquimica da casca e do latex de Ficus
adhatodifolia Schott ex Spreng (Moraceae)

Resumo -Ficus adhatodifolia € uma espécie nativa do Brasil conhecida popularmente
como figueira-vermifuga, devido a utilizacdo do seu latex no tratamento de verminoses.
Apesar do latex ser utilizado na medicina popular, pouco se sabe sobre a constituicdo
quimica das cascas dessa espécie. Assim, o objetivo do trabalho foi realizar a analise
histoquimica e fitoquimica da casca e do latex como contribuicdo para o conhecimento
de sua composicao quimica. O estudo foi realizado no laboratério de Anatomia Vegetal
do Departameto de Biologia Vegetal (DBV) e no laboratério de Biodiversidade do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular (DBB) da Universdade Federal de
Vicosa-MG. Para andlise histoquimica, amostras frescas foram submetidas a diversos
reagentes para deteccdo dos compostos de interesse farmacolégico. Para a prospecc¢ao
fitoquimica, os extratos etanodlicos da casca do caule e do latex foram submetidos ao
estudo por cromatografia de camada delgada (CCD). Os principais grupos de compostos
identificados na andlise histoquimica foram lipidios, borracha, terpenoides e alcaloides,
todos restritos aos laticiferos. Enquanto taninos, cumarinas e saponinas foram
identificados apenas por (CCD). Em ambas as técnicas constatou-se que a composi¢cao
guimica da casca é semelhante ao encontrado no latex. Assim, pode-se inferir que 0 uso

da casca como droga € equivalente ao uso do latex.

Palavras-chave anatomia, compostos secundarios, figueira, planta medicinal.
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Introducao

O estudo de plantas medicinais vem aumentando consideravelmente nos ultimos
anos, principalmente nos aspectos relacionados a caracterizagdo anatémica, fitoquimica
e histoquimica das folhas (Padilha et al. 2010; Motta et al. 2010; Silva et al. 2011). No
entanto, poucos sdo os trabalhos que investigam esses aspectos para as espécies
medicinais arbdéreas que tém suas propriedades farmacol6gicas encontradas na casca
(Pina et al. 2013). As espécies do género Ficus possuem importancia medicinal e vém
sendo alvo de estudos por apresentarem propriedades antioxidadantes (Arunachalam e
Parimelazhagan, 2013), antibacterianas (Reschke, et al. 2007), antidiabéticas (Singh et

al. 2009) e antiinflamatorias (Arunachalam e Parimelazhagan, 2013).

Muitas das propriedades farmacoldgicas estdo relacionadas ao latex secretado
pelas figueiras que é empregado na medicina tradicional ha muitos anos devido a
rigueza de compostos bioativos. Um exemplo é o latex de F. carica, rico em acidos
organicos malico com propriedade antioxidante; sesquiterpenos como o germacreno D
com atividade antimicrobiana; muuroleno e cadineno com propriedades antifingicas;
monoterpenos como limoneno com atividade anti-cancerigenas e o linalol com

propriedade antimicrobiana (Oliveira et al. 2010).

O uso das cascas das espécies do género Ficus para fins terapéuticos vem
sendo relatado (Kuete et al. 2009; Chen et al. 2010). Dentre os compostos utilizados
citam-se flavonoides (Shi et al. 2001. ), alcaloides (Sandabe et al. 2006) , terpenoides
(Kuete et al. 2009 ), taninos (Sandabe et al. 2006, Veerapur et al. 2007), saponinas
(Sandabe et al., 2006) e furanocumarinas glicosidicas (Veerapur et al. 2007). A casca é
o termo que se refere a todos os tecidos externos ao cambio vascular. Ela é constituida
pelo floema secundario, pelos tecidos primarios que ainda se encontram presentes
externamente ao floema e pela periderme (Evert, 2006). Atualmente tem ocorrido um
crescente interesse sobre a investigacdo do potencial quimico e as propriedades
farmacoldgicas dos 6rgdos das plantas, inclusive as cascas. Essas representam as partes
da planta mais utilizadas na medicina popular (Pina et al. 2013). A piranocumarina
encontrada no extrato da casca da raiz de F. nervosa desempenha um papel importante
contra a atividade antibacteriana (Chen et al. 2010). De maneira geral, a biossintese e o
acumulo desses compostos na casca geralmente ocorrem em estruturas secretoras tais
como laticiferos, idioblastos e canais ou ductBarias et al. 2009; Rodrigues e

Machado, 2009). As espécies do genéro Ficus sao ricas em laticiferos, os quais

25



representam um importante carater diagndstico para a identificacdo de varias figueiras,
como por exemplo, os laticiferos presentes nas espécies F. maxima, F. peléhella
obtusiuscula (Solereder, 1908; Metcalfe e Chalk, 1950; Carauta e Diaz, 2002).

Além da rigueza de compostos presentes no latex das espécies de Ficus, alguns

estudos também enfatizam o potencial farmacolégico das cascas, que normalmente é
utilizada na medicina popular na forma de decocto. Estudos realizados com casca da
raiz de F. nervosa evidenciaram a acado antimicrobiana (Chen et al. 2010). Para as
espécies Fbengalesis (Shukla et al., 2004) F. clamydocarpa cordata (Kuete et al.
2008) as cascas do caule apresentaram atividade antiantioxidante e antimicrobiana.
Outras propriedades farmacoldgicas tais como atividade antidiabética, antidiarréica e
anti-inflamatéria foram diagnosticadas na casca do caule de F. racemosa (Annam e
Houghton, 2008; Velayutham et al. 2013).

Ficus adhatodifolia, € uma espécie nativa de porte arboreo que apresenta ampla
distribuicdo no Brasil, sendo encontrada nas regides Sudeste, Sul e Centro-Oeste.
Conhecida popularmente como figueira-vermifuga tem seu potencial farmacologico
associado ao latex, que quando misturado ao leite recebe o nome de caxinguba, sendo
este utilizado na medicina popular no tratamento de verminosesAgmaris
lumbricoides (Carauta e Diaz, 2002). Apesar do género Ficus ser comumente associado
a atividade vermifuga, um trabalho com seis espécies do género Ficus, incluindo F
adhatodifolia, constatou a forte acdo antioxidante do extrato etandlico dessas seis
espécies (Coelho, 2013). Em outro estudo com o extrato seco de folhas de F
adhatodifolia houve acéo antibactiriana para diversas linhagens de Salmonella
typhimurium (Silva, 2012). Além disso, foi demonstrado que o extrato seco das folhas
de F. adhatodifolia apresenta potencial antioxidante, sendo mostrada uma correlacao

positiva entre esta atividade e a concentragdo de polifénois totais (Silva, 2012).

A caracterizacdo quimica dos compostos presentes na casca de F. adhatodifolia
€ imprescindivel para a compreensao de suas propriedades farmacoldégicas, fato este que

pode ser interligado ao uso na medicina popular.

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar histoquimicamente a casca
do caule e realizar a prospecgédo fitoquimica dos extratos da casca e do latex de F
adhatodifolia. Para isto, alguns questionamentos foram levantados: a) Ha outros sitios

de sintese ou acumulo de compostos secundarios na casca do caule além dos laticiferos?
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b) Quais sdo esses compostos secundarios? c) A composicao quimica dos extratos da
casca e do latex € semelhante ou ndo? d) Qual a relagédo entre 0s compostos presentes na
casca e 0 uso medicinal da espécie? e) Existe a possibilidade de equivaléncia no uso da

casca ou do latex como droga vegetal?

Material e métodos
Avaliacdo histoguimica

A andlise histoquimica foi realizada no Laboratério de Anatomia Vegetal do
Departamento de Biologia Vegetal, na Universidade Federal de Vigcosa- MG (UFV).

Para andlise histoquimica, amostras frescas da casca do caule de Ficus
adhatodifolia foram seccionadas transversalmente em microtomo de mesa. As seccles
foram submetidas aos seguintes reagentes: lugol (Jensen, 1962) para identificacdo de
amido; floroglucina &cida (Johansen, 1940) para lignina; sudan IV (Johansen, 1940)
para lipidios totais; reagente NADI (David e Carde 1964) para 6leos essenciais e
oleorresinas; cloreto férrico (Johansen, 1940) para fendlicos totais; Oil Red (Jayabalan e
Shah 1986) para borracha, vanilina cloridrica (Mace e Howell, 1974) para taninos,
cloreto de aluminio e acetato neutro de chumbo (Charriére-Ladreix, 1976) para
flavonoides, e reagente de Wagner (Furr Mahlberg, 1981) para alcaloides.

Prospeccao fitoquimica

A prospeccéo fitoquimica da casca e do latex foi realizada no Laboratério de
Biodiversidade do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular (DBB) na
Universidade Federal de Vicosa (UFV), em Vicosa/MG. Foi investigada a presenca das
seguintes classes de metabdlitos secundarios: antraquinonas, taninos, alcaloides,

triterpenos, cumarinas, flavonoides e saponinas.

Secagem do material vegetal e obtencdo dos extratos etandlicos

Os fragmentos da casca do caule de F. adhatodifolia foram coletados de
individuos previamente identificados, localizados no Campus da UFV. Posteriormente,
essa casca foi submetida ao processo de secagem em estufa com circulacéo forcada de

ar a 40 °C. A droga vegetal pulverizada foi obtida por meio de trituragdo em moinho de
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facas. Até o processo de extracdo, a droga vegetal pulverizada foi armazenada em
geladeira.

O extrato vegetal foi obtido a partir de 10 g da casca pulverizada em 100 mL de
acool etilico 95%. O extrato etandlico da casca foi obtido através da extracdo pelo
processo de sonicacdo em Ultrassom (UltraCleaner 1600A). A relacdo droga
vegetal/solvente foi de 1:10. ApOs esse procedimento o extrato etandlico foi filtrado
com auxilio de papel de filtro e posteriormente concentrado em evaporador rotatorio sob
temperatura de 50 °C, com auxilio da bomba de vacuo, até completa remocdo do
solvente.

O latex foi coletado e armazenado em ultrafreezer a -80 °C e posteriormente
liofilizado. Apos este procedimento foram adicionados 50 mL de alcool etilico 95% em
1 g do latex liofilizado, levado ao ultrassom por 30 minutos e posteriormente evaporado
em evaporador rotatério sob vacuo até a completa evaporacdo do solvente. Esses

extratos foram utilizados para analises cromatogréficas.

Analise cromatografica

A analise cromatogréfica foi realizada em cromatografia de camada delgada
(CCD) utilizando cromatofolhas de aluminio k¥ .m (Macherey-Nagel). Diferentes
fases moveis foram utilizadas de acordo com a Tabela 1. A revelac@o das cromatofolhas
foi realizada através da visualizacdo das mudancas de coloracdo apés a borrifacdo dos
reveladores especificos para cada grupo de metabdlito secundario. Para alguns grupos,
foi preciso a exposi¢édo a luz UV 254 nm e, ou 365 nm, segundo a metodologia descrita
por Wagner et al. (1984)
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Tabela 1. Metabdlitos secundarios, fases moveis, reveladores e padrdes de referéncia

utilizados na prospeccéo fitoquimica do extrato etandlico da casca do caule e do latex de
Ficus adhatodifolia.

Metabdlito secundario Fase movel/revelador Padrao de referéncia

Antraquinonas Acetato de etila-metanol 1,8 Diidroxiantraquinona
agua (100:17:13)/
Borntraeger(KOH 5%)

Taninos Tolueno-butanol-acido Acido pirogalico
acético-agua (50:25:25:5’

Barton

Alcaloides Cloroférmico-metanol (1:1 Quinina

Dragendorff

Triterpenos Diclorometano/Lieberman B-Sisterol

Burchard

Cumarinas Eter etilico-tolueno (1:1)/ Benzopirona
KOH 5%

Flavonoides Acetatode-etila-acido-
férmico-acido-acético-agu Rutina
(55:5:5:12)/ NP-PEG

Saponinas Cloroférmio-metanol-agus 18-b-glicirretinico
(64:50:10)/Vaninlina + 1%
em etanol + acido sulfuric

5% etanol
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Resultados
Estrutura geral da casca
Ficus adhatodifolia apresenta a casca do caule com textura lisa e de cor
acinzentada. Do ponto de vista anatdmico, a casca do caule é composta pelo floema
secundério e pela periderme, além de compreender tecidos corticais primarios

remanescentes. Observa-se a presenca de laticiferos ndo-articulados e ramificados.

Analise histoquimica
Todos os testes histoquimicos realizados revelaram que o0s metabdlitos
secundarios estdo presentes apenas nos laticiferos, e ndo nas demais células e tecidos
gue compdem a casca (Tabela 2 e Figura 1). Entre os compostos identificados no
latex contido nos laticiferos estdo os lipidios, borracha, terpenoides e alcaloides.
Metabdlitos priméarios, como amido, encontram-se nas células parenquiméticas do
cortex e do floema secundéario. Nado foram encontrados compostos fendlicos como

flavonoides e taninos (Tabela 2).
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Tabela 2. Testes histoquimicos aplicados a casca do caule de Ficus adhatodifolia.

Grupo de )
o Teste aplicado Casca
metabdlito
Laticiferos  Demais regides

Lipidios Lipidios totais Sudan IV + -

. Amido Lugol - +
Polissacarideos ] o

Pectina Corifosfina - -

Oleos essenciais €

. . Reagente NADI + -

Terpenoides Oleoresina
Borracha Oil Red + .

Compostos

N _ Cloreto férrico lll - -
Fendlicos totais

Compostos fenolicos

Taninos Vanilina cloridrica - -
Cloreto de
Flavonoides Flavonoides aluminio e acetatc - -

neutro de chumbc

) Reagente de
Alcaloides Alcaloides + -
Wagner

31



Figura 1. Secc¢les transversais (A,C,E,G,l,) e longitudinais (B,D,F,H,J) da casca do
caule de Ficus adhatodifolia submetidas a testes histoquimicos. A-B, material fresco
(branco). C-J, areas delimitadas em A e B onde sdo encontrados os laticiferos. C-D,
Sudan IV; coloracdo alaranjada indica a presenca de lipidios. E-F, oil red; coloracéo
vermelha indica a presenca de borracha. G-H, reagente NADI; coloracdo arroxeada
indica terpenoides. I-J, reagente de Wagner; coloragdo castanho avermelhado indica a
presenca de alcaloides. (co) cortex, (fs) floema secundério, (pe) periderme, setas

indicam laticiferos.

Analise fitoquimica

O extrato etandlico da casca do caule de Ficus adhatodifolia é inodoro, possui
coloracdo esverdeada e apds a evaporacdo do solvente apresenta 0,0967 g de
rendimento. O extrato etandlico do latex também é inodoro, porém de coloragédo
esbranquicada, apresentando 0,0624 g de rendimento.

O extrato da casca e o extrato do latex apresentam composi¢cdo quimica
semelhante na prospeccao fitoquimica realizada. Ambos os extratos revelam a presenca
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de taninos, triterpenos, cumarinas e saponinas (Tabela 3 e Figura 2). Na prospeccéo
fitoquimica dos extratos da casca e do latex ndo foram evidenciados antraquinonas,

alcaloides e flavonoides.

Tabela 3 Prospeccéo fitoquimica por cromatografia de camada delgada dos extratos

etanolicos da casca do caule e do latex de Ficus adhatodifolia.

Classe de metabdlitos Extrato etandlico da casc: Extrato etanélico do latéx

Antraquinonas - -

Taninos + +
Alcaloides - -
Triterpenos + +
Cumarinas + +
Flavonoides - -
Saponinas + +
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Figura 2. Cromatografia por camada delgada do extrato etandlico da casca do caule e
do extrato etandlico do latex de Ficus adhatodifolia. A, manchas azuis indicam a
presenca de taninos. B, manchas arrouxeadas indicam a presenca de saponinas. C,
manchas com fluorescéncia azul sob luz44\nindicam a presenca de cumarinas. D,

manchas cinzas indicam a presenca de triterpenos. P, padréo ; C, casca ; L, latex.

Discussao

Os compostos secundarios identificados nos extratos etanolicos da casca e do
latex de Ficus adhatodifolia foram os mesmos, como lipidio, borracha, tanino,
cumarina, saponina e triterpenos. A andlise histoquimica revelou que os principais
compostos secundérios encontram-se restritos aos laticiferos presentes na casca, e ndo
nas demais células dessa regido. A diferenca de resultados entre a analise fitoquimica e
a andlise histoquimica referente a presenca de taninos, alcaloides, cumarinas e
saponinas pode estar relacionada a diferenca de sensibilidade entre as técnicas utilizadas
e a disponibilidade de protocolos histoquimicos para alguns compostos (saponinas e
cumarinas).

Os laticiferos sdo sitios de sintese e acumulo do latex, este geralmente possui
uma composicdo quimica variada podendo conter, por exemplo, taninos, terpenoides,
alcaloides, cumarinas, saponinas entre outros compostos que também ja foram
encontrados em outras espécies de Ficus (Ahmad, et al. 2011; Agrawal e Konno, 2009).

Entre os compostos secundarios presentes em Ficus adhatodifolia, os taninos
foram identificados apenas na prospeccao fitoquimica, mas nao na analise histoquimica.
O teste histoquimico para taninos (vanilina cloridrica) € especifico para

proantocianidina ou tanino condensado, caso haja a presenca de taninos hidrolisaveis a
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vanilina cloridrica ndo detecta, somente o revelador utilizado na CCD. Os taninos sao
classificados como substancias fendlicas sollveis em agua com massa molecular de 500
a 3.000 (Da) (Simbes et al. 2004). Os taninos encontrados na casca de F. adhatodifolia
podem estar associados com sua propriedade vermifuga uma vez que esses compostos
possuem capacidade de ligar-se a glicoproteinas presente na cuticula do parasita
helminto levando-o a morte (Padmavathi et al. 2011). Em F. racemosa foi constatado
que a presenca desse composto no extrato da casca do caule esta relacionada com a
atividade antidiarréica (Veerapur et al. 2007). Taninos presentes no extrato da casca do
caule de Fsycomurus atribuem a essa espécie potencial antibacteriano (Sandabe et al.
2006). O latex de F. religiosa, F. elastica e F. bengalensis possui altas quantidades de
taninos, os quais podem ser responsaveis pela acdo anti-helmintica das trés espécies
(Hari et al. 2011).

Na composicdo quimica do latex de F. adhatodifolia foram detectados
terpenoides, os quais apresentam uma grande variedade de substancias encontradas nos
vegetais (Simdes et al. 2004). Os terpenos sdo compostos que apresentam propriedades
anti-inflamatoéria e antioxidante, além da acdo anti-séptica, inibindo o crescimento de
varias bactérias e fungos (Vinholes et al. 2014). No género Ficus, a ocorréncia de
terpenoides ja foi relatada no extrato da folha de F. adhatodifolia (Coelho, 2013) e no
caule de F. septica, que é utilizado no tratamento de resfriados, febre, doencas flngicas
e bacterianas (Kuo et al. 2002).presenca de triterpenoides no extrato hexanico das
folhas e rizomas de cinco espécies da familia Moraceae foi correlacionada a propriedade
antiofidica dessas espécies Vilegas et al. (1997). A atividade anti-helmintica de F
bengalensis foi atribuida aos terpenoides encontrados na raiz (Ahmad et al. 2011).

Cumarinas apresentam ampla distribuicdo no reino vegetal, sdo lactonas do
acido-hidroxi-cinamico (Simdes et at. 2004). A familia Moraceae esta entre as mais
citadas em possuir este composto (Simodes et al. 2004; Leite et al. 2009). No extrato da
casca da raiz de F. nervosa héa piranocumarina, que esta associada com a atividade anti-
bacteriana (Chen et al. 2010). Foram relatadas duas novas cumarinas isoladas do extrato
da casca raiz de Brosimum gaudichaudii (Moraceae), conhecida popularmente como
mama-cadela, usada no tratamento de vitiligo, doenca de pele (Vilegas e Pozetti, 1993).
O latex de Treculia obovoide, outra Moraceae, pode ser utilizado para a fabricacédo de
novas drogas com acao antifungica e antibacteriana, devido aos cinco tipos de

cumarinas isoladas do extrato metandlico do latex (Kuete et al., 2007).
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As saponinas sao glicosideos de esteroides ou de terpenos policiclicos, e
apresentam alta massa molecular de 600 a 2.000 (Da) (Simdes et al. 2004). Esses
compostos encontrados nas raizes de F. bengalensis atribuem a essa espécie propriedade
anti-helmintica (Ahmad et al. 2011).

Os alcaloides sdo compostos nitrogenados e farmacologicamente ativos, tendo
seu uso desde as primeiras civilizagbes (Simdes, 2004). Alcaloides podem estar
presentes em F. adhatodifolia, mas apresentar baixa polaridade e, dessa forma, o
solvente utilizado na CCD (etanol 95%) nao teria sido capaz de extrai-lo. Existem
espécies que sao utilizadas no tratamento de doencas devido a presenca de alcaloides
em diferentes regides da planta. A casca de Cinchona officinalis (Rubiaceae), por
exemplo, é utilizada no tratamento de malaria devido a presenca do alcaloide quinina
(Kutchan, 1995). A atividade anti-helmintica também € atribuida aos alcaldides, como a

paraherquamida, que é um potente nematodicida (Gill e Lacey, 1993).

A analise histoquimica e a prospeccao fitoquimica sdo necessarias para se
conhecer e caracterizar a droga vegetal, pois fornece dados sobre o potencial
farmacolégico da espécie.
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Concluséo

Os mesmos compostos secundarios foram identificados nos extratos etanolicos
da casca e do latex de Ficus adhatodifolia, como lipidios, borracha, taninos, cumarinas,
saponinas e triterpenos. Porém, o0s compostos secundarios identificados estdo
localizados apenas nos laticiferos presentes na casca, e ndo nas demais células dessa
regido.

O uso medicinal da espécie e seu potencial farmacolégico devem estar
associados ao conteudo dos laticiferos da casca e ao préoprio latex, considerado neste
trabalho como a droga vegetal. Porém, se a casca desta espécie também for considerada
como droga vegetal, podera conter pequena quantidade de compostos secundarios, pois
o latex pode estar totalmente extravasado. Diante dos resultados obtidos, sugere-se que

o potencial farmacolégico da espécie seja avaliado.
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CONCLUSOES GERAIS

A casca do caule e a casca da raiz de F. adhatodifolia apresentam pequenas
diferencas estruturais decorrentes de diferencas na origem dos meristemas secundarios.
A casca do caule apresenta periderme, seguida de tecidos corticais primarios
remanescentes e floema secundario internamente. Ja a casca da raiz ndo apresenta
tecidos primarios remanescentes entre a periderme e o floema secundario.

Laticiferos sdo abundantes na casca de F. adhatodifolia e se originam nos apices
de raiz e de parte aérea, classificados como ndo-articulados ramificados.

Os mesmos compostos secundarios foram identificados nos extratos etandlicos
da casca e do latex de Ficus adhatodifolia, como lipidios, borracha, taninos, cumarinas,
saponinas e triterpenos. O uso medicinal da espécie e seu potencial farmacologico
devem estar associados aos compostos secundarios identificados, que estdo presentes
apenas na secrecdo dos laticiferos da casca, e ndo nas demais células dessa regido.
Portanto, a casca (que contem laticiferos) ou apenas o latex desta espécie poderiam ser
considerados como droga vegetal.

O presente estudo caracteriza a droga vegetal e seu potencial quimico, mas a
espécie ainda deve ser estudada sob o ponto de vista farmacoldgico para fornecer

seguranca e eficacia no seu uso terapéutico.
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