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RESUMO

Nesta pesquisa foram abordadas as atividades alelopaticas, testes antibacterianos e
antifungicos e moduladores dos extratos das folhas de Ficus gomelleira Kunth
(Gameleira) e Clusia nemorosa G. Mey. (Gameleira) bem como as observacOes
fenoldgicas e a prospeccdo fotoquimica das mesmas. Para os bioensaios alelopaticos foi
utilizada como espécie receptora Lactuca sativa L. (alface). Os tratamentos relativos
foram relacionados as dilui¢des dos extratos. O extrato aquoso (EBA) de folhas frescas
de ambas as espécies foram diluidas em quatro concentracbes (25, 50, 75, 100%) e o
extrato etandlico (EEB) em cinco concentracfes (6,25; 12,5; 25; 50 e 100%). O extrato
etandlico obtido de folhas frescas por extracdo exaustiva a frio foi utilizado também
para analise dos compostos quimicos e atividade microbioldgica. Para avaliacdo da
atividade antibacteriana, antifungica e moduladora foram utilizadas cepas padrdes e
isolados clinicos, testados pelo método de microdiluicdo em caldo com 96 pocos. De
agosto de 2011 a novembro de 2013 foram marcados dez individuos de cada espécie em
estudo em uma area de Mata Umida na Chapada do Araripe 07°15°S, 39°28°W para as
observacgdes fenoldgicas. Os resultados obtidos indicaram que os extratos de Ficus
gomelleira e de Clusia nemorosa, influenciaram de forma negativa o percentual de
germinacdo. O indice de velocidade de germinacdo (IVG) das sementes de alface
também foi alterado de forma negativa; assim como o desenvolvimento dos cauliculos e
radiculas de alface, que também apresentaram uma reducdo no comprimento. Os testes
microbiologicos indicaram que ndo houve inibicdo em todas as cepas testadas, com
concentracdo inibitéria minima (CIM) superior a 1024pg/mL; ja nas atividades
moduladoras, os extratos modularam sinergicamente, de forma consideravel, os grupos
de bactérias multirresistentes Gram positivas e Gram negativas. Em relacdo a fenologia,
o brotamento foliar em Ficus gomelleira ocorreu de forma asincrénica por periodos
relativamente curtos nos dois anos de observacdes, independente do padrdo de
precipitacdo de chuva. A ocorréncia dos frutos foi observada durante todo o ano com,
mais intensidade no periodo de estiagem nos meses de julho a outubro. Clusia
nemorosa revelou-se uma espécie perenifolia e a ocorréncia de flores e frutos foi
continua durante todo o periodo de observacdo, sendo por isso considerada uma espécie
chave para a manutencdo da fauna. Os metabolitos presentes no extrato etanolico de
Ficus gomelleira e Clusia nemorosa foram compostos fenolicos flavondides, flavonas,
flavonois, xantonas, flavononois, catequinas e flavononas. As espécies demostraram
possuir potenciais alelopaticos e microbioldgicos relevantes.

Palavras-Chave: Bioatividade, Chapada do Araripe, Clusiaceae, Moraceae.



ABSTRACT

In this research were approached allelopathic activities, antibacterial and antifungal tests
and modulators of the extracts of the leaves of Ficus gomelleira Kunth & C.D.B
(Gamelleira) and Clusia nemorosa G. Mey. (Gamelleira) as well as the phenological
observations and the photochemical prospection of the same ones. For allelopathic
bioassays it was used as receptor species Lactuca sativa L. (Lettuce). The relative
treatments were related to dilutions of the extracts. The aqueous extract (EBA) of fresh
leaves of both species diluted in four concentrations (25, 50, 75, 100%) and the ethanol
extract (EEB) in five concentrations (6.25, 12.5, 25, 50 and 100 %). The extract
obtained from fresh leaves by cold exhaustive extraction was also used for analysis of
chemical and microbiological activity. For evaluation of antibacterial, antifungal and
modulator activity, it was used standard strains and clinical isolates tested by the broth
microdilution method with 96 wells. And for phenological observations were marked
ten individuals of each species under study in a damp forest area in the Plauteau of
Araripe 07°15'S, 39°28'W. The results obtained proved that the extracts of Ficus
gomelleira and Clusia nemorosa influenced negatively the germination percentage. The
germination speed index (GSI) of lettuce seeds was also altered in a negative way. As
well as the development of lettuce seedlings with stem and root showing a reduction in
length. The microbiological tests showed that there was no inhibition in all tested
strains, with minimum inhibitory concentration (MIC) greater than 1024ug/mL, but in
the modulator activities the extracts modulated synergistically, to a considerable extent,
the groups of multiresistant bacteria Gram positive and Gram negative. In relation to the
budding leaf phenology in Ficus gomelleira, occurred in an asynchronous way for
relatively short periods in the two years of observations, regardless of the pattern of the
rainfall. The occurrence of fruits was observed throughout the whole year with more
intensity in the dry season. Clusia nemorosa proved itself as an evergreen species and
the occurrence of flowers and fruits was continuous, being considered by that a key
species for the maintenance of wildlife. The metabolites present in the ethanol extract of
Ficus gomelleira and Clusia nemorosa were, phenolic flavonoids, flavones, flavonols,
xanthones, flavononois, catechins and flavanones. The species have demonstrated to
possess relevant allelopathic and microbiological potential.

Keywords: The Plateau of Araripe, Clusiaceae, Moraceae, Bioactive.



Xi

SUMARIO

AGRADECIMENTOS ...ttt sttt sttt st ne e 4
LISTADE FIGURAS ..ottt sttt st ene e 5
LISTA DE TABELAS ...ttt e et e e e teeeannae e 7
RESUMO . ..ottt e st e e et e e et e e e st e e asaeeanaeeanaeean 9
1. INTRODUGAO ......oooeeeeeecetee ettt 13
2. REVISAO DE LITERATURA . .....cooeeeeeeeeeeeeeeeeeee et et s e es e 15
2.2 ESPECIES BOTANICAS EM ESTUDO .......ocoiiieeeieeeeeeeeeeeeee e 15
2.2.1 O GENEIO FICUS ....veeuiiiiiecieeie ettt 15
2.2.2 Descricao e distribuicdo de Ficus gomelleira Kunth ..., 16
2.2.30 GBNEIO CIUSIA L. ..eiieiiiieieee st 17
2.2.4 Descricao e distribuicdo de Clusia nemorosa G. Mey. ........cccocevviinineninnne. 19

2.3 ProQUEOS NALUFAIS....c.veiveeieieieeiiesieee s sie e te et e e te e sreeeesreesneenne s 20
2.4 Alelopatia e a natureza dos aleloqUIMICOS. ........coveiiereiinenese s 21
Fatores que influenciam a producdo de metabolitos secundarios e
consequentemente alguns aleloqUIMICOS..........ccvvirrirereinese s 22
ASPECLOS FENOIOGICOS.......vevieeieieeiieie et 24
ACA0 d0S AlelOgUIMICOS.......eeiieie et 25
Divisao celular € indice MITOICO........eieiiiiiieieiee e 26

3. MATERIAL E METODOS.........oiieieieeeeerieesiesesesissssesssses s sensssessssansenassen s 28
3.1 AT U8 ESIUUO ...ttt sttt 28
3.2 Coleta do material DOTANICO .........ccceiiiiiieieee e 29
3.3 Bi0ensaios AlCIOPALICOS. ........ccueviiieieicie e 30

Obtencdo do Extrato Aquoso Bruto de Ficus gomelleira e de Clusia
=T 000 0T VPSR 30

Obtencdo do Extrato Etanolico Bruto de Ficus gomelleira e de Clusia

0= 000 - VPP TPR T PPRPI 31
3.4 Par@metros aVAlIA00S ........cc.ovveiieiieiiiiceeieee e 32
Germinacdo e indice de velocidade de germinacao ...........ccocevveverereneseseeeeene 32
Biometria do caliculo e radiCula............cooviiiiiiiieiie e 33

3.5 MICIOIQANISIMOS ...ttt ettt e et e e sae e e e e sraeeraeas 33
Drogas utilizadas nos testes microbiol0giCoS.........ccccvveveeieiieiicie e 35

Concentracdo Inibitoria Minima - CIM........cccceiiiiiiiiiieee s 35



Ensaios da Atividade Moduladora de Antibidticos e Antifingicos ............cccevee.. 36
3.6 Prospeccdes dos Metabdlitos SECUNTANIOS...........coveveieeieeie e 36
3.7 EStUAOS TENOIOGICO ... ..ccvieieeie et 36

4. RESULTADOS E DISCUSSAO ......c.ooiveeriereeieeseeese et sessssessssansesassen s 39
4.1 Efeito do extrato aquoso e etandlico de folhas de Ficus gomelleira na germinacgéo
e desenvolvimento de LaCtuCa SAtIVA ...........cceverierierieiiesiiscsescee e 39

Porcentagem de GEIMINAGAD ..........cueiverieiieseeie e seeree e se e e reeee e nnas 39

indice de velocidade de germinacdo (IVG).........cccevveeieeieieseeeeeeeeeese e 40

Comprimento do cauliculo e radiCula...........ccoeieiiiiiin 42

Potencial hidrogenidnico dos extratos aquosos e etanolicos de Ficus gomelleira

KUNTNL ettt 44
4.2. Efeito do extrato aquoso e etanolico das folhas de Clusia nemorosa sobre a
germinacdo e desenvolvimento de Lactuca Sativa............ccceeeveveeieeieevieseese e 46

Porcentagem de GEIMINAGCAD ..........ceiverieiieiierie e e e esre e sre e reesae e nas 46

indice de velocidade de germinaco (IVG).........ccocvevveieeieeeseeeeeeee e 47

Comprimento do cauliculo e radiCula...........ccoeieiiiiiinie 49

Potencial hidrogenidnico dos extratos aquosos e etandlicos de Clusia
000 T0] (01T VTR RO PP TR PRRPPR 50

4.3 Atividade moduladora e prospeccdo quimica do extrato etandlico das folhas de

Ficus gomelleira KUNEN .........cocooiiicc e 53
4.3.1 Atividade moduladora e prospeccdo quimica do extrato etandlico das folhas

de Clusia NemOoroSa G. MEY. .......ccuiiieiieiicie et 55

4.4 Aspectos fenoldgicos de Ficus gomelleira...........ccooeiieiiiieiicie e 57
4.4.1 Aspectos Fenologicos de Clusia NEMOF0SA.........cceeveeeeieerieiieieese e s 60
CONCLUSOES. ..ot 61

REFERENCIAS ..o e ettt e e e et e et e e s e e e e e e er e e e et e e er e e s et en e ae e, 63



13

1. INTRODUCAO

A natureza produz a maioria das substancias organicas. Dentre os diversos reinos,
0 vegetal contribui para o fornecimento de metabdlitos secundarios, muitos destes
importantes por suas aplicagbes como medicamento, cosméticos, alimentos e
agroquimicos (PHILLIPSON; ANDERSON, 1998).

As plantas sdo responsaveis pela sintese organica de diversos compostos
(MONTANARI; BOLZANI, 2001). Nos ultimos anos, tem sido comprovado que as
plantas produzem substancias quimicas com propriedades antimicrobianas, como
cumarinas, flavondides, terpendides, alcaldides, taninos. Muitas destas responsaveis por
fendmenos que asseguram a ocorréncia e dominancia de uma espécie sobre as outras
como a competicdo e alelopatia (COWAN, 1999).

A alelopatia envolve uma cadeia complexa de comunica¢Bes quimicas entre as
plantas (INDERJIT; DAKSHINI, 1995) e é um importante mediador da dindmica
populacional, determinando o padrdo e a densidade da vegetacdo, em sistemas naturais e
cultivados (SOUZA FILHO et al., 2006). A Sociedade Internacional de Alelopatia define
esta interagdo como Varios processos envolvendo a producdo de metabdlitos secundarios
em plantas, algas, bactérias e virus, que influenciam no crescimento e desenvolvimento
de sistemas bioldgicos e agricolas (GNIAZDOWSKA; BOGATEK, 2005).

Os efeitos alelopaticos sdo sempre mediados por substancias pertencentes a
diferentes classes de metabdlitos secundarios, tais como fendis, derivados dos &cidos
cindmico e benzdico, alcal6ides, cumarinas, flavondides, poliacetilenos, taninos e
terpenos, sendo dificil identificar o principal responsavel pela atividade alelopatica.
(INDERJIT; DAKSHINI, 1995). As fitoalexinas segundo Simas et al. (2004)
correspondem as inimeras substancias que se acumulam nos vegetais para defesa contra
microrganismos, sendo responsaveos pela inibicdo da germinacdo e o desenvolvimento de
plantas.

Os metabditos secundarios atuam de fagorrepelentes a fitoalexinas. Os
fagorepelentes sdo conhecidos pelas propriedades inseticidas. O incentivo as
investigacOes sobre interacdes plantas/insetos nas ultimas décadas desvenda o uso
potencial dos metabolitos de plantas ou aleloquimicos como agentes para esta finalidade
(PAVELA, 2004).

Nos ultimos anos verifica-se um aumento no numero de pesquisas envolvendo o

uso de extratos de plantas como bioherbicidas. Geralmente espécies vegetais utilizadas na
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medicina popular tém sido também pesquisadas em relacdo a suas propriedades como
herbicidas naturais.

Espécies de Ficus e Clusia sdo comumente utilizadas como medicinais, contudo
inexistem informacdes sobre a atividade alelopatica dos compostos secundarios presentes
nas espécies Ficus gomeleira Kunth & C.D. Bouché e Clusia nemorosa G. Mey., e a
forma de acdo destes na inibicdo do desenvolvimento de outras plantas e o
microbioldgico, além de informagdes sobre o comportamento fenoldgico das referidas
espécies, objetivou-se investigar os aspectos acima referidos, visando um maior

conhecimento acerca da ecofisiologia das espécies supracitadas.



15

2. REVISAO DE LITERATURA

2.2 ESPECIES BOTANICAS EM ESTUDO

2.2.1 O Género Ficus

Ficus (Moraceae) compreende aproximadamente 750 espécies distribuidas
principalmente nas regides tropicais e subtropicais do mundo (Figura 1), com cerca de
120 espécies na regido Neotropical. Para o Brasil sdo referidas 78 espécies, sendo 23
endémicas e de origem nativa abrangendo os dominios fitogeograficos da Amazonia,
Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal (BERG, 2001; BERG;
VILLAVICENCIO, 2004, ROMANIUC NETO et al., 2012).

\\" 3
< ,

em
1 | | | ENEE

Figura 1- Distribuicdo geografica de Ficus L.
Fonte: Tropicos, 2012

Este género é caracterizado, principalmente, pelo habito arbéreo ou hemiepifitico;
presenca de latex leitoso e viscoso em todas as partes da planta; folhas com glandulas na
base da lamina (base laminar) ou no peciolo (acropeciolar); estipulas terminais bem
desenvolvidas e geralmente amplexicaules e, sobretudo, pela inflorescéncia do tipo
siconio, bissexuada, cimosa, com um receptaculo urceolado, envolvendo as numerosas e
diminutas flores estaminadas e pistiladas. Os siconios sd@o popularmente denominados de
figos, e as plantas que os produzem conhecidas como figueiras ou gameleiras
(MARTINS; PIRANI, 2010).



16

Nos ultimos anos verifica-se um aumento global em relacdo ao uso de
fitoterapicos, presente em espécies vegetais. Ficus spp. sdo exemplos desta tendéncia,
uma vez que muitas de suas espécies sao utilizados na alimentacdo e na medicina popular
(KHODARAHMI et al., 2011).

Diversas propriedades farmacoldgicas tém sido comprovadas em espécies de
Ficus. Para Ficus benjamina Wall.; Ficus pumila L.; Ficus radicans Roxb. Ficus
racemosa Linn. e Ficus tikoua Bur. sdo atribuidas atividades antioxidantes (ABRAHAM
et al., 2008; MANIAN et al., 2008; SIMO et al., 2008; NARESSI, 2009; WEI et al.,
2011), Ficus asperifolia Mig. tem acdo uteroténica (WATCHO et al., 2011), Ficus
insipida Willd. é anti-helmintica e Ficus exasperata Roxb., tem propriedade
dismenorreica (BUENO et al., 2005), Ficus glomerata Hort. ex Miq. apresenta acao anti
HIV-1 e Ficus septica Burn. F. acdo antitumoral e microbioldgica (DAMU et al., 2005).

2.2.2 Descricéo e distribuicdo de Ficus gomelleira Kunth

Ficus gomelleira Kunth ¢ uma espécie arborea, de 3- 20 m de altura terrestre ou
hemiepifita (Figura 2) que apresenta ramo delgado, cilindrico, 4-13 mm de diametro,
pubescente; entren6é 3-40 mm comprimento. Estipula 4-18 mm comprimento, alongada
acuminada, marrom, pubescente, caduca. Folha 4-30 x 2,5-19 cm, coridcea, eliptica,
ovada, obovada, oblonga, largo-eliptico, base obtusa, apice acuminado, obtuso, agudo;
face abaxial e face adaxial pubescente; nervacdo broquidrodoma, 9-14 pares de nervuras
secundarias, 2 nervuras basais; margem inteira; peciolo 7-44 mm comprimento, circular a
arredondado, pubescente. Inflorescéncia do tipo siconio usualmente aos pares nas axilas
foliares de 5-12 mm comprimento, 15-50 mm didmetro, globoso, pubescente a hirsuto,
maculado, internamente rosado; levemente erguido ou crateriforme. Espécie mondica
com flores masculinas uniestaminadas e flores femininas pistiladas (SOUZA, 2009).

Ficus gomelleira conhecida popularmente por Gameleira e Apui preto no Acre é
nativa do Brasil, porem ndo endémica, abrange os dominios da Amazé6nia, Caatinga,
Cerrado e Mata Atlantica (CARAUTA, 1989). Sua distribuicdo geogréfica vai desde
Norte (Amapda, Para, Amazonas, Acre, Ronddnia), Nordeste (Maranhdo, Piaui, Bahia),
Centro-Oeste (Mato Grosso, Goias, Mato Grosso do Sul), Sudeste (Minas Gerais, Espirito
Santo, Sdo Paulo, Rio de Janeiro) ao Sul (Parand, Santa Catarina, Rio Grande do Sul).

Com registro pela primeira vez para o estado do Ceara no presente estudo. Possui como


http://www.ipni.org/ipni/idPlantNameSearch.do;jsessionid=59E89FFDEA79997306E00C6AAB44E597?id=852819-1&back_page=%2Fipni%2FeditSimplePlantNameSearch.do%3Bjsessionid%3D59E89FFDEA79997306E00C6AAB44E597%3Ffind_wholeName%3D%2BFicus%2Bexasperata%2B%26output_format%3Dnormal
http://www.ipni.org/ipni/idPlantNameSearch.do?id=852907-1&back_page=%2Fipni%2FeditSimplePlantNameSearch.do%3Ffind_wholeName%3DFicus%2Bglomerata%26output_format%3Dnormal
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sinonimias, Ficus acarouaniensis Benoist, Ficus christianii Carauta, Ficus doliaria
(Mig.) Migq., Ficus guapoi D. Parodi, Ficus holosericea Schott, Ficus schultesii Dugand,
Urostigma doliarium Miqg. Urostigma gomelleira (Kunth & C.D. Bouché) Mig.
(TROPICOS, 2012; ROMANIUC NETO et al., 2012).

Figura 2- Ficus gomelleira Kunth, préximo a fonte do Rio Granjeiro, Crato- Ceara.
Fonte: A.H. de Oliveira, 2013

2.2.3 O género Clusia L.

Este género abrange aproximadamente 300 espécies de ocorréncia neotropical e
subtropical desde sudeste da Florida ao sul do Brasil (Figura 3) (STEVENS, 2007). No
Brasil hd o registro de 67 espécies, sendo 23 endémicas. Abrange os dominios
fitogeogréficos da Amazonia, Caatinga, Cerrado, e Mata Atléantica (BITTRICH, 2013).

E representado por arbustos, arvores, arvoretas ou hemiepifitas que apresentam
latex branco, creme, amarelo, transparente ou marrom-amarelado. Suas folhas sdo
decussadas; canais de latex visiveis na maioria das espécies. Inflorescéncia tipo cimeira,
ou flores isoladas; coléteres na axila dos peciolos. Flores didicas, vistosas e coloridas;
sépalas 2-numerosas; pétalas 4-10, prefloracdo imbricada; profilos epicaliculares. Resina
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floral presente nos estaminddios e/ou nos estames; polen livre ou coberto por resina ou
6leo. Flores pistiladas com estaminodios menores que estames, com ou sem anteras,
raramente ausentes; estigmas sésseis ou com estilete curto, livres ou coniventes, grandes,
igual ao nimero de I6culos do ovério; ovario com 4-numerosos loculos, 1 a muitos évulos
por loculo; com ou sem pistilodio, quando presente, frequentemente semelhante ao
pistilo. Flores estaminadas com 4 a numerosos estames, livres ou fundidos na base;
anteras com formas variaveis, geralmente curtas; com ou sem pistilédio; com ou sem
estaminoddios. Fruto capsula carnosa de deiscéncia septifraga; estigmas persistentes; célice
persistente na maioria das espécies e corola e estaminodios persistentes ou caducos.
Sementes geralmente mais de uma por loculo, com arilo avermelhado ou laranja, sem
inervacdo (CABRAL, 2011).

: | | | B

Figura 3- Distribuicdo geogréafica de Clusia L.
Fonte: Tropicos, 2012.

Especies de Clusia sdo frequentemente utilizadas como anti-reumaticas,
febrifugas, para problemas estomacais e purgativas (CARMO; FRANCESCHILENE,
2002). Como antiinflamatoria, antimicrobiana, antifungica e citotoxica (PINHEIRO,;
NAKAMURA; DIAS FILHOS, 2003).
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2.2.4 Descricdo e distribuicdo de Clusia nemorosa G. Mey.

Clusia nemorosa G. Mey. é uma éspéceie arbdrea ou arbustiva podendo atingir até
15 m. suas folhas sdo oblogas e cartdceas contendo canais foliares de latex visiveis, na
maioria das vezes, em ambas as faces com nervura central saliente na face adaxial e
fortemente saliente na face abaxial. Inflorescéncias formadas por flores estaminadas ou
agrupadas, 2-12 flores e flores pistiladas solitarias ou agrupadas, 1-7 flores. Flores
pediceladas. Calice persistente, pétalas deciduas. Resina floral ausente nos estames, mas
presente nos estaminodios de flores estaminadas e pistiladas. Estames férteis mais do que
50, dispostos em 4 séries ao redor dos estaminodios, todos fundidos por seus filetes na
base, 4 mm comprimento; estaminddios centrais resiniferos, 5,7 mm comprimento,
densamente agrupados; filetes lineares, achatados ou cilindricos; conectivo no apice da
antera fértil muito prolongado, em forma de arista. Deiscéncia das anteras por fendas
longitudinais pelo menos pela metade das tecas. Pélen ndo misturado com 6leo nem resina.
Estigmas persistentes, mais ou menos coniventes no apice. Fruto do tipo capsula carnosa,
22,0-40,2 x 20,6-38,8 mm, de cor verde quando imaturo e marrom a avermelhado, quando
maduro (Figura 4). Sementes 6-8 por loculo, 2 fileiras de sementes por loculo, cor
vermelho vivo, arilo amarelo a alaranjado (CABRAL, 2011).

Espécie nativa do Brasil conhecida popularmente na regido no Nordeste por
Ceboleira, Mucugé-bravo e Orelha-de-burro (BITTRICH, 2013). Porém ndo endémica,
abrangendo os dominios da Amazbnia, Caatinga, Cerrado e Mata atlantica. Sua
distribuicdo geogréafica abrange as regides, Norte (Amapa, Amazonas Para Roraima),
Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara, Pernambuco e Sergipe), Centro-Oeste (Distrito Federal,
Goias e Mato Grosso) e Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais e Rio de Janeiro). Possui
como Sinonimias, Clusia bicolor Mart.; Clusia Ihotzkyana Schitdl. Clusia mammosa

Casar.
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Figura 4- Frutos de Clusia nemorosa em ambiente de Mata imida. Mirante da coruja, Crato- CE.
Fonte: A. H. de Oliveira, 2011

2.3 Produtos Naturais

O homem desde os primordios tem se utilizado de produtos de origem natural para
diversos fins. Através do empirismo, descobriu as propriedades de plantas e animais e
transmitiu seus conhecimentos as geracOes futuras. Este conhecimento tem se mantido até
os dias atuais onde diferentes e modernos processos biotecnoldgicos tem facilitado a
exploracdo e garantido a bioprospeccdo de produtos de interesse econdmicos e
farmacoldgicos, proporcionando um maior conforto e melhoria na expectativa de vida do
ser humano (BRAGA, 2012).

De acordo com Montanari e Bolzani (2001) o surgimento dos antibidticos
produzidos por fermentacdo microbiana aliada ao desenvolvimento marcante de farmacos
sintéticos produzidos pela inddstria farmacéutica, logo depois da Grande Guerra, foram
causas marcantes no declinio do uso de plantas medicinais e consequentemente, no
investimento em farmacos de origem vegetal. Nos Gltimos anos uma importante mudanca
no paradigma das sociedades ocidentais fez com que os produtos de plantas passassem
novamente a ocupar papel de destaque por grandes contingentes das populacGes de paises
desenvolvidos e em desenvolvimento.
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A despeito de todo conhecimento, nos dias atuais, menos de 10% da biodiversidade
mundial foi testada e, até 2050 estima-se que em torno de 25% da flora estara extinta,
havendo o risco de nunca se ter conhecimento de espécies vegetais que poderiam tornar-se
fontes naturais de medicamentos e/ou de outros produtos. O Brasil € um dos paises com a
maior biodiversidade do planeta. Em seu extenso territdrio existem, aproximadamente,
20% das espécies que compdem a flora mundial e de acordo com a estimativa da
organizacdo mundial de salde o pais acompanha a perspectiva na qual 80% da populagdo
dependem das plantas medicinais para a atencdo priméaria a saide (OLIVEIRA et al.,
2008).

Estima-se, que cerca de 500.000 espécies vegetais ocupam todo o planeta, sendo
50% destas pertencentes a classe das angiospermas. No auge de seu processo evolutivo, as
angiospermas alcancaram um desenvolvimento impar dado a ocorréncia de
micromoléculas distintas e complexas, com Varios centros estereogénicos. E possivel que
essas caracteristicas, sejam responsaveis por inumeros fendmenos como as acgdes
bioldgicas, como por exemplo, as alelopaticas (MONTANARI; BOLZANI, 2001).

Para comprovar os efeitos terapéuticos das plantas é preciso comparar e classificar
suas diversas propriedades agrupando as que possuem efeitos similares, buscando conhecer
0s principios ativos, determinando suas estruturas quimicas, procurando sintetiza-las,
propondo modificacdes estruturais em busca de uma maior atividade e finalmente dando a
conhecer a humanidade os resultados destes estudos (MATQOS, 2009). Uma anélise desta
natureza deve ser realizada de forma multidisciplinar com a intervencdo de botanicos,
farmacoélogos, farmacognostas, quimicos, entre outros.

A necessidade de substituir os insumos quimicos sintéticos nos agroecossistemas
por materiais produzidos naturalmente motiva pesquisas aplicada a alelopatia, isto porque
os beneficios de pesquisas desse tipo podem melhorar a sustentabilidade dos sistemas de
producdo e a conservacdo da vegetacdo natural ou seminatural, pois representam uma
alternativa bioldgica com ac¢do especifica e menos prejudicial ao meio ambiente (SMITH;
MARTIN, 1994; MACIAS et al., 1998; CHOU, 1999; OLOFSDOTTER; MALLIK, 2001).

2.4 Alelopatia e a natureza dos aleloquimicos

A alelopatia tem sido reconhecida como um importante mecanismo ecoldgico que

influencia a dominadncia vegetal, a sucessdo primaria e secundaria, a formacdo de
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comunidades vegetais e de vegetacdo climax, na dominancia de certas espécies vegetais
afetando a biodiversidade local bem como a produtividade e manejo de culturas. As
substancias alelopaticas sdo encontradas distribuidas em concentragdes variadas em
diferentes partes da planta e durante seu ciclo de vida. Quando essas substancias sdo
liberadas em quantidades suficientes causam inibicdo ou estimulacdo (dependendo da
concentracdo) na germinacdo, crescimento e/ou desenvolvimento de plantas ja
estabelecidas e, ainda, no desenvolvimento de microorganismos (CARVALHO, 1993,
REIGOSA; SANCHEZ; GONZALEZ, 1999; ALMEIDA et al., 2008).

Quem primeiro usou o termo alelopatia foi o alemdo Hans Molisch em 1937, para
descrever as interagcdes quimicas que ocorrem em plantas e microrganismos. A Sociedade
Internacional de Alelopatia definiu esta interacdo como processos envolvendo a produgéo
de metabolitos secundarios em plantas, algas, bactérias e virus, que influenciam no
crescimento e desenvolvimento de sistemas biologicos e agricolas. Define também como,
um estudo da funcdo dos metabdlitos secundarios, sua significancia em organizacGes
bioldgicas, origem evolutiva e elucidacdo dos mecanismos envolvendo relagdes planta-
planta, planta-microorganismo, planta-virus, planta-inseto e interaces entre planta-solo-
planta (GNIAZDOWSKA; BOGATEK, 2005).

Os efeitos alelopéaticos sdo mediados por substancias que pertencem a diferentes
categorias de compostos secundarios. Avancos recentes envolvendo métodos modernos de
extracdo, isolamento, purificacdo e identificacdo de produtos naturais, tém contribuido para
um maior conhecimento desses compostos 0s quais podem ser agrupados de diversas
formas. H& mais de uma decada, a ocorréncia de mais de 300 compostos secundarios
considerados de efeito alelopatico foi registrada por Ferreira e Aquila (2000) e estes
numeros tém aumentando, com a descoberta de novas substancias quimicas de origem
vegetal e de microrganismos. Atualmente ndo existe uma estimativa para a quantidade

desses compostos.

Fatores que influenciam a producédo de metabdlitos secundarios e consequentemente
alguns aleloquimicos

Fatores como variagdes sazonais, ritmo circadiano, disponibilidade hidrica,
desenvolvimento, temperatura, radiacdo ultravioleta, nutrientes (macronutrientes e

micronutrientes), altitude, poluicdo atmosférica e a inducdo por estimulos mecanicos ou
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ataque de artropodes e patdgenos (Figura 5) interferem no conteido de praticamente todas
as classes de metabdlitos secundarios como: &cidos fenolicos, alcaldides, cumarinas,
flavondides, glucosinolatos, glicosideos cianogénicos, graxas epicuticulares, iriddides,
lactonas sesquiterpénicas, saponinas e taninos (FEENY; BOSTOCK, 1968; KIM et al.,
1981; JALAL; READ; HASLAM, 1982; PITAREVIC et al, 1984; NDAMBA,
LEMMICH; M@LGAARD, 1994; ZIDORN; STUPPNER, 2001; SCHMIDT; BOMMER;
ALFERMANN, 1998; SALMINEN et al.,, 2001; BROOKS; FEENY et al, 2004,
SCHWOB et al., 2004).

A producdo de metabdlitos secundarios como aleloquimicos pode variar em
qualidade e quantidade de espécie para espécie, de um local de ocorréncia ou ciclo de
cultivo para outro. Com muitos deles tendo suas sinteses desencadeadas por eventuais
vicissitudes este a que as plantas estdo expostas (FERREIRA; AQUILA, 2000). Todas as
partes das plantas como folhas, caules, rizomas, raizes, flores, frutos e sementes podem
conter tais compostos com efeitos alelopéticos, contudo, as folhas e as raizes sdo as fontes
mais importantes (WESTON, 1996). A natureza e a quantidade de substancias alelopéticas
diferem com a espécie, a idade do 6rgéo da planta, a temperatura, a intensidade luminosa, a
disponibilidade de nutrientes, a atividade microbiana da rizosfera e a composicao dos solos
em que se encontram a raizes (EINHELLIG; LEATHER, 1988).

A prospeccdo e o isolamento de substancias vegetais € um trabalho que necessita de
alguns conhecimentos prévios da autoecologia da espécie ou espécies em foco, pois
algumas das dificuldades estdo condicionadas a prépria natureza da planta quanto ser vivo,
em constante dinamismo quimico (MATOS, 2009).

A alelopatia esta estreitamente ligada a diversos estresses abidticos ou ambientais,
(temperaturas extremas, deficiéncias de nutrientes e de umidade, radiacdo), bioticos
(insetos, doencas). Essas condigdes de estresse frequentemente aumentam a producdo de

aleloguimicos, aumentando o potencial de interferéncia alelopatica (EINHELLIG, 1996).
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Figura 5- Fatores que podem influenciar na sintese e no acimulo de metabélitos secundarios em
vegetais.
Fonte: Adaptado de Gobbo-Neto; Lopes, 2007

Aspectos fenoldgicos

Os primeiros registro fenolégicos realizados por Wu Hou, na dinastia de Chou e
Chin no Japdo datam de 1027-206 a.C. Também no Japdo foi realizado o primeiro registro
do florescimento das cerejeiras, na cidade de Kyoto, em 812 d.C. (TOWNSSEND;
BEGON; HARPER, 2010).

Estes mesmos autores definem a fenologia como mudancas do comportamento de
organismos através das estacdes. De acordo com eles, este registro é fundamental para
dimensionar temporal e racionalmente as atividades agricolas.

A fenologia é um método utilizado para o estudo do ritmo sazonal das plantas
baseado no registro visual das fenofases por métodos qualitativos e quantitativos. O
periodo reprodutivo é uma etapa pouco conhecida de populacgdes de plantas. E informacGes
sobre este periodo sdo obtidas através de observagdes fenoldgicas sistematicas. Estudos
fenoldgicos contribuem para o entendimento dos processos de estabelecimento,
regeneracdo e reproducdo de plantas (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; TOWNSSEND;
BEGON; HARPER, 2010).
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Aspectos fenoldgicos podem influenciar na concentracdo dos metabdlitos
secundérios e na constancia do contetdo total dos mesmos, devido ao desenvolvimento
foliar e/ou surgimento de novos 6rgdos (géma floral e foliar, flores e frutos). Podendo
resultar em uma menor concentracdo destes metabolitos por diluicdo ou em uma maior
quantidade total, devido ao aumento de biomassa (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Acao dos aleloquimicos

Vegetais, microrganismos e, em menor escala, animais sdo possuidores de um
arsenal metabolico, constituido por enzimas, coenzimas e organelas, capaz de produzir
transformar e acumular inimeras substancias, a partir do metabolismo primario, nédo
necessariamente relacionado de forma direta a manutencdo da vida dos organismos
produtores. Em certas ocasides fendis, taninos flabobénicos e flavonoides, garantem
vantagens ecoldgicas de sobrevivéncia a esses organismos (WINK, 1990; RAVEN;
EVERT; EICHHORN, 2007).

Consequentemente, substancias provenientes do metabolismo secundério
(aleloquimicos) originam compostos que ndo possuem uma distribuicdo universal, pois nao
s80 necessarios para todas as plantas. Como consequéncia pratica, esses compostos podem
ser utilizados em estudos taxonémicos (quimiosistematica). Muitos deles funcionam como
sinais quimicos, que permitem a planta responder a estimulos do ambiente. Também ja
foram reconhecidas varias funcdes a essas classes de metabdlitos, por exemplo, a defesa
contra herbivoros e microrganismos, a protecdo contra raios UV, a atracdo de polinizadores
ou animais dispersores de sementes (RICE, 1984; HARBONE, 1988; RAVEN; EVERT;
EICHHORN, 2007).

A autotoxicidade e a heterotoxicidade s&o diferentes formas de alelopatia
(MILLER, 1996). A autotoxicidade ocorre quando a planta produz substancias toxicas que
inibem a germinacdo das sementes e o crescimento de plantas da mesma espécie. E
segundo Nufiez et al. (2006) a heterotoxicidade ocorre quando substancias fitotdxicas séo
liberadas pela lixiviacdo e exudacao das raizes, assim como a decomposic¢éo de residuos de
alguns tipos de plantas sobre a germinacéo das sementes e o crescimento de outras plantas.

Os aleloquimicos podem atuar de forma distinta em diversos processos metabdlicos
(Figura 6): respiracdo, fotossintese, atividade enzimatica, relagdes hidricas, abertura de

estdmatos, nivel de fitormonios, disponibilidade mineral, divisdo e alongamento celular,
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estrutura e permeabilidade de membranas e parede celular (REZENDE et al., 2003).
Muitos desses processos ocorrem em funcdo do estresse oxidativo (ALMEIDA et al.,
2008).

Atuacdo dos compostos alelopaticos

Regulagéo do Abertura AlteragBes no
Crescicmento Estomatal Metabolismo
Metabolismo \\ |
Respiratorio Fotossintese Protéico
Sl'nte_se L
organica Lipidico
Divisao
celular

Figura 6- Principais vias de atuacdo dos alelogquimicos no mecanismo fisioldgico vegetal,
destacando a interferéncia na diviséo celular.

Divisao celular e indice mitético

A atividade de inibicdo da divisdo celular pode ser avaliada utilizando como
modelo a inibicdo da germinacdo de determinadas espécies e interferéncia no
desenvolvimento das radiculas. Assim, uma substancia ou um extrato vegetal que
apresente a capacidade de interferir no desenvolvimento da radicula de outras espécies
pode ser um fator interessante para a aplicacdo como antitumoral, herbicida ou agente
alelopéatico. A correlagdo com a atividade citotoxica reside no fato que a inibigdo no
desenvolvimento de radicula ou na germinagdo pode ser devida & interferéncia no sistema
bioquimico ou outro sistema relacionado ao crescimento, como por exemplo, divisao
cromossOmica do organismo teste (AYINDE; AGBAKWURU, 2010).

A avaliagdo de citotoxicidade tem sido feita por meio do estudo da influéncia de
extratos sobre a germinacgdo e o crescimento de determinadas espécies-alvo, comumente
alface, Lactuca sativa L. (ANDERSON et al., 1991). A reducdo do crescimento das
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estruturas das plantas como, a radicula e o cauliculo, na presenca de metabolitos
secundarios e aleloquimicos é associada com uma forte inibicdo da mitose e/ou
rompimento da estrutura das organelas, como por exemplo, nucleo e mitocondrias
(ALMEIDA et al., 2008).

Logo, a citotoxicidade de substancias pode ser avaliada, respectivamente, atraves
de alteracdes no processo de divisdo Celular sobre o organismo teste e pela incidéncia de
mutacBes cromossdmicas, como quebras cromatidicas, pontes anafasicas, perda de

cromossomos inteiros ou formacao de micronucleos (SOUZA et al., 2005).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo

O estudo de campo e a coleta do material botanico foram realizados em &reas da
Floresta Nacional do Araripe - FLONA Araripe e a Area de Protecdo Ambiental da
Chapada do Araripe - APA da Chapada do Araripe (Figura 7). A FLONA Araripe, criada
em 1946, é um dos ultimos redutos de vegetacdo natural, como a Mata Umida. Ocupa uma
extensa rea que atravessa a fronteira do Ceara com Pernambuco, abrangendo no estado do
Cearé partes dos municipios de Barbalha, Crato, Jardim e Santana do Cariri, numa &rea
total de 39.262,326 ha. Ja a APA Chapada do Araripe, criada em 1997, abrange os estados
do Ceara, Pernambuco e Piaui, ocupando uma area de mais de um milh&o de hectares, num
mosaico de paisagens tais como: Caatinga Arborea, Carrasco, Cerraddo, Cerrado, Floresta
Ribeirinha, Mata Seca e Mata Umida (CAMPANILI; PROCHNOW, 2006; SILVA;
LINHARES; CAMPQOS, 2011).

A FLONA Araripe desempenha papel fundamental na protecdo da vegetacdo mais
seca ao longo da borda do platd da Chapada do Araripe, funcionando como zona de
amortecimento para a conservagio da Mata Umida de encosta e garantindo a infiltragio
das aguas pluviais que abastecem o aquifero responsavel pela vazdo das nascentes.
(SILVA; LINHARES, CAMPQOS, 2011).

E um habitat peculiar para o desenvolvimento de espécies endémicas. Com os
sucessivos ciclos agricolas e ocupacdo humana, esta vegetacdo foi removida até que
restasse somente nos aclives, diminuindo o habitat das espécies e acarretando uma reducao

de suas populacdes, afetando drasticamente a diversidade bioldgica (REGO et al., 2010).
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Fonte:http://siscom.ibama.gov.br/mpt, 2012

Na area do estudo predominam solos dos tipos Latossolo Vermelho-Amarelo Alico,
desenvolvido sobre arenitos da Formacdo Exu, (topo da chapada) e Litolicos Eutroficos,
sobre a Formacdo Santana (encosta da chapada) (IPLANCE, 1997). O clima é tropical
quente e seco, atenuado por estacdo chuvosa, com média pluviométrica de 853,2 mm
durante o triénio de 2010 a 2012, a temperatura oscilou entre 15 e 25°C (FUNCEME). E a
altitude e exposi¢cdo aos ventos Umidos sdo os principais determinantes da existéncia das
condicdes climaticas favoraveis a presenca da Mata Umida no ambiente (Azevedo et al.,
2011).

3.2 Coleta do material botanico

Ficus gomelleira foi coletada em uma area de Mata Umida localizada no sopé da
chapada do Araripe, na fonte do Granjeiro a 7°1°810”’S e 39°32°683”’W a 928m de altitude
e Clusia nemorosa na Floresta Nacional do Araripe a 7°15°23,5”S e 39°29°30,8” W numa
altitude de 963m, ambas no periodo da manha do més de setembro de 2011.

Foi coletado aproximadamente 1 kg de folhas de individuos adultos de ambas as

espécies. Apos a coleta o material boténico foi acondicionado em sacos plasticos com
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capacidade para 50 L, que imediatamente foram vedados para evitar a perda de umidade
das folhas. As amostras foram identificadas atraves de fichas proprias contendo nome
popular, local e data, nome do coletor, coordenadas geogréaficas. O material foi conduzido
ao Laboratério de Botanica Aplicada LBA da Universidade Regional do Cariri, para
posterior utilizacao.

As espécies foram identificadas pelo Dr. Jodo Marcelo A. Braga, no Jardim
Botanico do Rio de Janeiro, Brasil e as exsicatas das mesmas foram depositada no
Herbario Caririense Dardano de Andrade-Lima da URCA, sob nimero de registro 6671 (F.

gomelleira) e 6930 (C. nemorosa).

3.3 Bioensaios Alelopaticos

Obtencéo do Extrato Aquoso Bruto de Ficus gomelleira e de Clusia nemorosa

Todos os processos de extracdo dos extratos aquosos brutos de Ficus gomelleira e
de Clusia nemorosa foram realizados no Laboratério de Botanica Aplicada da
Universidade Regional do Cariri-URCA.

Para a producdo do extrato aquoso bruto (EBA) foi estabelecida a relagdo entre o
peso de matéria fresca (PMF) e o peso de materia seca (PMS), utilizando-se de 100 gramas
de folhas frescas postas em estufa sob uma temperatura de 100 °C por 24 horas. Apos esse
periodo as folhas foram pesadas e em seguida determinados o peso de matéria seca (PMS).
Da relacdo PMF/PMS obteve-se um indice que multiplicado pelo peso de matéria fresca
(100g) correspondeu ao volume de agua destilada (mL) usada na producdo do EBA,
técnica proposta por Medeiros (1990) conforme apresentado na tabela 1.

Os extratos aquosos brutos (EBA) das duas espécies foram preparados utilizando-se
100g de folhas frescas e 303 mL de agua destilada para Ficus gomelleira e 357 mL para
Clusia nemorosa. Apos a trituracdo, o material foi filtrado com auxilio de funil de vidro e
algodao e o liquido resultante centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos para a obtengdo do

extrato a 100% de concentracao.
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Tabela 1- Massa da matéria fresca e seca em gramas e 0 volume de agua a ser adicionado
para elaboracdo do Extrato Aquoso Bruto (EBA) utilizado nos ensaios alelopéticos.

Espécie PMF PMS H,O mL EBA
Ficus gomelleira Kunth 100 33 303 EAFG
Clusia nemorosa G. 100 28 357 EACN

Mey.

Otencéo do Extrato Etandlico Bruto de Ficus gomelleira e de Clusia nemorosa

Todos os processos de extracdo e concentracdo dos extratos etandlicos de Ficus
gomelleira e de Clusia nemorosa foram realizados no Laboratério de Quimica e Produtos
Naturais da Universidade Regional do Cariri-URCA.

Para preparacdo do extrato etanolico bruto (EEB) foram trituradas com 500g de
folhas frescas de Ficus gomelleira e de Clusia nemorosa. Apés atrituracdo o material
botanico foi submerso em 2L de etanol (P.A. 99,3%) e submetido & agitacdo periddica.
Apos sete dias, o material foi filtrado, sendo o solvente evaporado em evaporador rotativo
a vacuo (modelo Q-214M2 — Quimis, Brasil) e concentrado em banho Maria. Os valores da
massa seca bem como o peso do extrato etandlico bruto e os valores de seus respectivos

rendimentos séo apresentados na tabela 2.

Tabela 2- Massa seca das folhas e do extrato e o seu rendimento, expressos em gramas e
porcentagens, respectivamente.

Espécie Material Massa seca Massa Rendimento EEB
Extrato
Ficus gomelleira  Folhas 165 42 25,45% EEFG
Kunth
Clusia nemorosa  Folhas 140 28,1 20,07% EECN
G. Mey.

Com o extrato aquoso bruto a 100% de ambas as espécies foram feitas diluicdes
com agua destilada nas concentragdes de 75, 50 e 25% (Tratamentos). O controle (0%)
constou somente de agua destilada.

Em relacdo ao extrato etandlico bruto, foi realizada uma diluicdo de 62 mg do
mesmo em um mL de etanol a 66%, resultando no tratamento a 100% de concentrag&o,
conforme meétodo proposto por Mazzafera (2003). Em seguida procedeu-se a dilui¢éo
seriada de 1:1 (metade EEB e metade etanol 66%), para compor as concentracfes de 50,

25, 12,5 e 6,25%, (Tratamentos). Para este bioensaio foram adotados dois controles, um
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contendo agua destilada e o outro com etanol a 66% para avaliar eventuais interferéncias
do solvente adicionado as solugdes dos extratos. O pH de cada concentracdo, foi aferido
em pHmetro e devido a alta acidez foi ajustado a um valor entre 6,0 e 8,0 com solugdes de
KOH 0,1mol/L e HCI a 5% conforme recomenda Macias, Gallindo e Molinillo (2000).

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, constando de
9 tratamentos (EBA a 100, 75, 50 e 25%; EEB a 100, 50, 25, 12,5 e 6,25%) e trés controles
(2 4gua destilada (0%) e um etanol a 66%) com cinco repeti¢des cada. Para cada repeticao
foram utilizadas 20 sementes, totalizando 100 sementes por tratamento.

Lactuca sativa L. (alface), foi escolhida como espécie receptora por apresentar
uma germinacio rapida e uniforme (GABOR; VEATCH, 1981; FERREIRA; AQUILA,
2000).

Os bioensaios foram conduzidos em placas de Petri contendo duas folhas de papel
germitest umedecidas em 3 mL dos extratos de ambas as espécies doadoras nas diversas
concentragdes (MACIAS; CASTELLANO; MOLINILLO, 2000). As placas contendo o
extrato etandlico em suas distintas concentracGes foram deixadas abertas durante 48 horas
para completa evaporacdo do alcool (MAZZAFERA, 2003). ApoOs esse periodo as
sementes de alface foram semeadas e em seguida foi adicionado 3 mL de agua destilada
por placa.

Em seguida as placas de Petri contendo os didsporos foram seladas com pléastico
filme para garantir modelos de sistemas fechados e levadas a uma camara de germinagéo
(BOD), com temperatura de +25°C e fotoperiodo de 12/12 horas, adequadas a espécie teste
(MARA, 1992).

3.4 Parametros avaliados

Germinacao e indice de velocidade de germinacéo

O experimento foi avaliado a cada 24 horas, durante sete dias, considerando como
critério de germinagdo a emissao de uma radicula de 2mm.

A porcentagem de germinacdo (PG) foi calculada de acordo com Laboriau e
Valadares (1976). O indice de velocidade de germinacdo (IVG) foi avaliado a cada 24

horas, sendo determinado através do somatério da razdo entre o niUmero de sementes
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germinadas no dia i (ni) e o nimero de dias (i) (FERNANDES; MIRANDA; SANQUETA,

2007) de acordo com a formula abaixo descrita:

PG = (N/A).100
Onde:
N - nimero total de sementes germinadas.

A - nimero de sementes colocadas para germinar.

IVG = (3 nili)
Onde:
Ni - Numero de sementes germinadas no dia i.

i - Numero de dias.

Biometria do caliculo e radicula

Para mensurar o comprimento dos cauliculos e radiculas de Lactuca sativa foram
utilizadas cinco plantulas por repeticédo, totalizando 25 por tratamento. As medicGes foram

realizadas com auxilio de paquimetro digital.

3.5 Microrganismos

As atividades antimicrobianas foram realizadas no Laboratorio de Microbiologia e
Biologia Molecular da URCA.

Os extratos etanolicos das espécies foram submetidos a avaliacdo da atividade
antimicrobiana pela determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e atividade
moduladora por contato direto, atraves de métodos por microdilui¢do. Trés linhagens de
bactérias foram utilizadas, para a determinagdo da concentracao inibitoria minima, sendo
uma Gram-positiva: Staphylococcus aureus ATCC 25923 e duas Gram-negativas:
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Escherichia coli ATCC 1873 (Tabela 3).

Trés linhagens multirresistentes foram utilizadas para a atividade moduladora,
Escherichia coli (27), Staphylococcus aureus (358) e Pseudomonas aeruginosa (03)
(Tabela 4). Os fungos utilizados foram: Candida albicans ATCC 40006; Candida krusei
ATCC 6538 e Candida tropicallis ATCC 40042. As linhagens bacterianas padroes
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utilizadas, exceto as multirresistente, foram cedidas pelo Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude (INCQS) da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Ministério da
Saude. Os fungos, bem como a linhagem bacteriana multirresistente foram cedidas pelo

Laboratorio de Micologia Clinica da Universidade Federal da Paraiba — UFPB.

Tabela 3- Linhagens de bactérias (padrdes e isolados clinicos) e fungos utilizados nos
ensaios antibacterianos e antifngicos.

BACTERIAS FUNGOS

Padréao Isolados Clinicos Padréo

Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus Candida albicans ATCC

ATCC 25923 (358) 40006

Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa Candida krusei ATCC
ATCC 15442 (03) 6538

Escherichia coli ATCC Escherichia coli (27) Candida tropicallis ATCC
1873 40042

Tabela 4- Fonte bacteriana, utilizados na atividade moduladora e suas resisténcias
antibidticas.

BACTERIAS ORIGEM RESISTENCIA
ANTIBIOTICA
Escherichia coli (27) Ferimento Cirdrgico Ast, Ax, Ami, Amox, Ca,

Cfc, Cf, Caz, Cip, Clo, Im,

Can, Szt, Tet, Tob
Staphylococcus aureus Ferimento Cirdrgico Oxa, Gen, Tob, Ami, Can,
Neo, Para, But, Sis, Net

(358)
Pseudomonas aeruginosa Ferimento Cirdrgico Cpm, Ctz, Imi, Cip, Ptz,
(03) Lev, Mer, Ami

Ast-Aztreonam; Ax-Amoxacillin; Amp-Ampicilina; Ami-Amicilina; Amox-Amoxilina, Ca-
Cefadroxil; Cfc-cefaclor; Cf-Cefalotina; Caz-Ceftazinidima; Cip-Ciprofloxacin; Clo-Clorafenicol;
Imi-Imipenem; Can-Canamicina; Szt-Sulfametrim; Tet-Tetraciclina; Tob-Tobramicina; Oxa-
Oxacilina; Gen-Gentamicina; Neo- Neomicina; Para- Paramomicina; But-Butirosina; Sis-
Sisomicina; Net-Netilmicina; Com-Cefepime; Ctz-Ceftazidime; Ptz-Piperacilina-tazobactam; Lev-
Levofloxacina; Mer-Merpenem.
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Drogas utilizadas nos testes microbioldgicos

As drogas utilizadas nos testes foram os aminoglicésidos amicacina, neomicina e
gentamicina (Sigma Co., St. Louis, EUA), e antifingicos Cetoconazol, Nistatina e
Fluconazol (Laboratorio Teuto Brasileiro S/A, Brazil). Todas as drogas foram diluidas em
agua estéril e as solucdes foram preparadas seguindo as recomendagfes do Comité
Nacional para Padrfes de Laboratorios Clinicos NCCLS (2008). Ja resazurina sodica foi
obtida da Sigma—Aldrich (St Louis, MO) e estocada a 4°C ao abrigo da luz. A solucédo de
resazurina foi preparada com tampao fosfato 1%, pH 7 e esterilizada por filtracdo antes de

ser utilizada.

Concentracédo Inibitéria Minima - CIM

A concentracdo inibitéria minima é definida como a menor concentracdo na qual
nenhum crescimento microbiano for observado. O extrato etandlico bruto de Ficus
gomelleira e de Clusia nemorosa foram solubilizados inicialmente em DMSO (Merck,
Darmstadt, Alemanha) e dissolvidos em &gua estéril de forma a se obter uma solucédo
estoque de 1024 pg/mL. Em seguida foram diluidos 100uL dos inoculos, previamente
incubados a 37° C durante 24h, em Brain Hear Infusion Broth (BHI, Difco Laboratories
Ltda.) a 10%, cuja concentracéo final foi de 5 x 10° UFC/mL. Em seguida 100 pL destes
inéculos foram distribuidos nos 96 pocos das placas de microdiluicdo, no sentido
numérico, acrescido de 100 pL da solugdo estoque do extrato etanolico de ambas as
espécies, no primeiro poco, e em seguida foram realizas diluicdes seriadas até o pendltimo
poc¢o, obtendo-se concentragdes finais dos extratos de 8 a 512 ug/mL. As placas foram
incubadas a 35 £ 2 °C, durante 24 h (JAVADPOUR et al., 1996). A leitura da CIM
bacteriana foi visualizada com o auxilio do reagente resazurina sédica (Sigma) um
indicador colorimétrico de 6xido-reducdo (SALVAT et al., 2001). As cepas fungicas foram
avaliadas através da visualizagdo da auséncia ou presenca de turvacdo (HADACEK;
GREGER, 2000; NCCLS, 2008).
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Ensaios da Atividade Moduladora de Antibidticos e Antifungicos

Para avaliar a atividade moduladora foram utilizados concentracdes subinibitérias
dos extratos, a sua CIM foi dividida por oito (CIM/8) resultando a concentracdo de
128ug/mL dos extratos etanolicos de ambas as espécies, frente aos aminoglicosideos e aos
antifungicos, método proposto por Coutinho et al., (2008). Preparou-se um meio de
distribuicdo com 150uL do indculo previamente incubados durante 24h e a 37°C, mais a
concentracdo subinibitoria do extrato, que foi de 188 pL da solucdo estoque dos extratos
etanolicos, e BHI a 10% em volume suficiente para completar os 1,5 mL do eppendorf®.
Uma amostra de 100uL deste meio de distribuicdo foi colocada em cada poco. Logo em
seguida, 100 pL dos aminoglicosideos e antifungicos foram misturados com o primeiro
poco, seguindo diluicdo seriada de 1:1. As concentracBes de aminoglicosideos e

antifangicos variou entre 2,50 e 2,44ug/mL e de 512 a 2ug/mL, respectivamente.

3.6 Prospeccdes dos Metabolitos Secundarios

Os testes fitoquimicos foram realizados no Laboratério de Pesquisa de Produtos
Naturais- LPPN da Universidade Regional do Cariri- URCA. Para a identificacdo das
classes de metabolitos secundarios seguiu-se a metodologia descrita por Matos (2009).
Sendo observada a mudanca de cor ou formacdo de precipitados apds a adicdo de reagentes

especificos.

3.7 Estudos fenologico

Os fenbmeos fenoldgicos (brotamento e queda foliar, emissdo de brotos, flores e
frutos) de Ficus gomelleira e Clusia nemorosa foram observados mensalmente no periodo
de agosto de 2011 a janeiro de 2013. Para cada espécie foram georefereniadas
aleaotoriamente dez individuos (Tabela 5).

Para a estimativa da intensidade de cada fenofase foi utilizada a escala semi-
quantitativa proposta por Fournier (1974), onde sdo consideradas cinco categorias de (0 a

4), com intervalos de 25% entre cada uma.
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Tabela 5- Individuos que foram marcados para observagdo fenoldgicas nas areas de estudo
com seus respectivos pontos de localizacéo e altitude.

INDIVIDUOS

COORDENADAS GEOGRAFICAS

ALTITUDES

Ficus gomelleira
1

© 00 N o o A wWwDN

10

Clusia nemorosa

© 00 N o o b~ W N e

[EY
o

S 7°16°48 / W 39°26°19”
S 7°16°52” / W 39°26°21”
S 7°16°53” / W 39°26°21”
S 7°16°53” / W 39°26°23”
S 7°16°55”/ W 39°26°23”
S 7°16°54”/ W 39° 26°23”
S 7°16°55”/ W 39°26°23”
S 7°16°54”/ W 39°26°23”
S 7°16°517/ W 39° 26°22”
S 7°16°55”/ W 39°26°23”

S7°14°41 / W 39° 28°39”
S 7°14°43” / W 39° 28°38”
S 7°14°43” [ W 39° 28°34”
S7°14°41” / W 39° 28°33”
S 7°14°397/ W 39° 28°33”
S 7°14°38”/ W 39° 28°34”
S 7°14°39”/ W 39° 28°35”
S 7°14°40”/ W 39° 28°32”
S 7°14°417/ W 39° 28°31”
S 7°14°42”/ W 39° 28°30”

705m
726m
730m
748m
757m
753m
750m
747m
727m
751m

931m
930m
925m
923m
921m
922m
923m
922m
923m
920m

Para determinar os padrdes de frequéncia de floracdo e frutificacdo foi seguida a

classificacdo de Newstrom, Frankie e Baker, (1994) sendo consideradas trés categorias:

continua (floragdo com curtos periodos de intervalos em um ano), subanual (floragdo com

mais de um ciclo no ano), e anual (um ciclo por ano). A classe supra-anual (um ciclo em

mais de um ano) ndo foi considerada, tendo em vista que o estudo teve duracdo de 15

meses.
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A duracdo da floracdo ou frutificacdo foi determinada segundo Silberbauer-
Gosttsberger (2001) considerando o periodo em que o primeiro individuo entrou na

fenofase até o ultimo individou com fruto.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Efeito do extrato aquoso e etanolico de folhas de Ficus gomelleira na germinacéo e

desenvolvimento de Lactuca sativa

Porcentagem de Germinacéao

O extrato aquoso de folhas de F. gomelleira ndo interferiu significativamente na
germinacdo das sementes de L. sativa. Embora a porcentagem da germinacdo nas
concentragdes de 25, 50 e 75% tenha sido superior a do grupo controle e a 100% inferior,

como pode ser observado na Figura 8.

92 -+

a
a a
a
| I |
Controle H20 EBA 25% EBA 50% EBA 75% EBA 100%

Tratamentos

0 0 O
o 0 O
1 1

% de germinagao
NN N 00 00 0
B o ® © RN &
1 1

~
N

Figura 8- Porcentagem de germinacdo de sementes de Lactuca sativa submetidas a diferentes

concentragdes do Extrato Aquoso Bruto (EBA) das folhas de Ficus gomelleira.
Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
(ns) ndo significancia (p >0,05)

Segundo Prates et al. (2000) os aleloquimicos necessitam estar em uma
concentracdo minima no ambiente, para atuarem sobre os organismos. No entanto, nem
sempre essa acdo afeta a germinacéo das sementes das espécies receptoras, como pode ser
verificado em pesquisa realizada por Maraschin-Silva e Aquila (2006) ao testar os extratos
de folhas de cinco espécies nativas, entre as quais Sorocea bonplandii (Baill.) Burg., Lanj.
& Boer (Moraceae), produzidos com agua quente e fria e diluidos a 2 e 4%. Os quais ndo
afetaram o percentual de germinacdo das sementes da espécie receptora (alface), porém

interferiu no tempo medio de germinacdo das mesmas.
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Ja o extrato etandlico de folhas de F. gomelleira provocou inibi¢cdo na germinacao a
partir 25% de concentragcdo, sendo mais efetivo a 50 e 100%, (Figura 9). Nas
concentragdes 50 e 100% a percentagem de germinacgéo foi minima ou nula.

Resultado similar foi descrito por Mandal et al. (2010) ao usar o extrato etanolico
das folhas e cascas de Ficus bengalensis L. e verificar a inibicdo da germinacdo de
sementes de Vigina radiate (feijdo-da-china), que atribuiram tal acdo aos aleloquimicos

presentes no referido extrato e que possivelmente podem ter atuado como herbicida

a a a
a
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Controle Controle EBAG6,25% EBA12,5% EBA25% EBAS0% EBA 100%
H20 C2H60
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Figura 9- Porcentagem de sementes de Lactuca sativa germinadas, submetidas ao Extrato
Etanolico Bruto (EEB) das folhas de Ficus gomelleira em diferentes concentragdes.

Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

(**) indica diferenca do controle a um nivel de significancia de 1% de probabilidade (p < 0,01)

Conforme Carvalho e Nakagata (1980) e Souza Filho et al. (2006) a germinacao
depende de uma série de processos metabolicos como por exemplo, os sistemas
enzimaticos incluindo as hidrolases, isomerases, oxigenases, oxidoredutases, polimerases,
fosfatases, proteinas fosfoquinases e aminoacido oxidases, assim qualquer substancia que

interfira nesses processos pode inibi-la.
indice de velocidade de germinagio (IVG)
Quanto ao indice de velocidade de germinacdo, o extrato aquoso de F. gomelleira a

25, 75 e 100% de concentragcdo retardou o indice de velocidade de germinacdo das

sementes de alface, contudo tal reducdo s6 foi significativa em relacdo as sementes
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submetidas ao extrato a 100% de concentracdo (Figura 10). Ja o IVG das sementes de
alface submetidas aos extratos etandlico de F. gomelleira a 25, 50 e 100%, foi reduzido de
modo significativo ao nivel de 1% (Figura 11).

Segundo Ferreira e Borghetti (2004), o efeito alelopatico frequentemente, nao se
pronuncia atraves da reducdo da germinacdo das sementes (percentual final de

germinacdo), mas sobre a velocidade de germinacao.
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Figura 10- indice de velocidade de germinacio (IVG) das sementes de Lactuca sativa submetidas
ao Extrato Aquoso Bruto (EBA) das folhas de Ficus gomelleira em diferentes concentragdes.

Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

(*) significancia ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 < p <0,05).

Para Ferreira e Aquila (2000) o efeito visivel dos aleloguimicos sobre as plantas é
somente uma sinalizagdo secundéria de mudancgas anteriores. Assim, os estudos sobre o
efeito de aleloquimicos sobre a germinagcdo e/ou desenvolvimento da planta sdo
manifestacdes secundarias de efeitos ocorridos a nivel celular existindo poucas

informagdes sobre estes mecanismos.
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Figura 11- indice de velocidade de germinacio (IVG) de sementes de Lactuca sativa submetidas
a diferentes concentracOes ao Extrato Etanolico Bruto (EEB) das folhas de Ficus gomelleira.

Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

(**) indica diferenca do controle a um nivel de significancia de 1% de probabilidade (p < 0,01)

Comprimento do cauliculo e radicula

Foi observada uma reducao significativa no comprimento do cauliculo das plantulas
de L. sativa submetida ao extrato aquoso das folhas a 100% de concentracdo. Ja o
desenvolvimento da radicula das plantulas de alface foi inibido de forma significativa pelo
extrato de Ficus gomelleira em todas as concentracdes testadas (Figura 12).

Maraschin-Silva e Aquila (2006) encontraram resultados similares, em relacdo ao
crescimento inicial de plantulas de alface, submetidas aos extratos de Cecropia
pachystachya Trec. (Urticaceae), Peltophorum dubium (Spreng.) Taub. (Fabaceae),
Psychotria leiocarpa Cham. & Schltdl (Rubiaceae), Sapium glandulatum (Vell.) Pax
(Euphorbiaceae) e Sorocea bonplandii (Baill.) Burg., Lanj. & Boer (Moraceae) tendo sido
observado pelos referidos autores um efeito mais acentuado em relacdo a inibicdo do
crescimento da radicula; Chung, Ahn e Yun (2001) sugerem um efeito alelopatico mais

efetivo sobre as raizes devido a um maior contato destas com a solugéo de aleloquimicos.
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Figura 12- Comprimento do cauliculo e da radicula de plantulas de Lactuca sativa submetidas ao

Extrato Aquoso Bruto (EBA) das folhas de Ficus gomelleira em diferentes concentragdes.
Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

(¥) significancia ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 <p <0,05).

(**) indica diferenga do controle a um nivel de significancia de 1% de probabilidade (p < 0,01).

O extrato etanolico das folhas de Ficus gomelleira também afetou de forma
negativa o desenvolvimento das plantulas de alface, nas concentragdes de 25, 50 e 100%
promovendo uma diminuicdo no comprimento do cauliculo e da radicula (Figura 13).
Resultados similares foram obtidos por Mandal et al. (2010) com o extrato etandlico das
cascas de Ficus benghalensis, inibindo o comprimento da parte aérea e das raizes do
feijdo-da-china.
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Figura 13- Comprimento do cauliculo e da radicula das plantulas de Lactuca sativa submetidas ao

Extrato Etandlico Bruto (EEB) das folhas de Ficus gomelleira em diferentes concentragoes.
Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
(**) indica diferenca do controle a um nivel de significancia de 1% de probabilidade (p < 0,01).
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Potencial hidrogenidnico dos extratos aquosos e etandlicos de Ficus gomelleira Kunth

O pH do extrato aquoso de F. gomelleira nas diferentes concentragdes variou de
3,13 a 3,33 (Tabela 6). Larcher (2000) ressaltou que valores de pH na faixa entre 6,0 — 7,5
favorecem os processos bioquimicos e a nutricdo vegetal. Assim, foi necessario a correcéo

do pH dos extratos aquosos de folhas frescas de F. gomelleira.

Tabela 6- Potencial Hidrogenionico (pH) do extrato de Ficus gomelleira com valores de
correcao.

EXTRATOS
Concentracoes Aquoso Etandlico
pH normal pH corrigido pH normal pH corrigido
com KOH com KOH
6,25 - - 6,7 -
12,5 - - 6,4 -
25 3,13 6,80 6,13 -
50 3,20 6,08 6,09 -
75 3,27 6,03 - -
100 3,33 6,04 6,01 -

KOH: Solugdo de hidroxido de potassio a 1% de Concentracao

Todos os dados relacionados aos parametros descritos anteriormente estdo

sintetizados na tabela 7.
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Tabela 7- Efeito de diferentes concentragdes de extratos aquoso e etandlico de folhas frescas de Ficus gomelleira Kunth sobre a porcentagem de germinagédo
(G), indice de velocidade de germinacdo (IVG), comprimento radicular e da parte aérea de plantulas de alface.

Extrato Aquoso Extrato Etanolico
Tratamentos PG (%) 1VG (plant./dia) C.C(cm) C.R(cm) | PG (%) IVG (plant./dia) C.C(cm) C.R (cm)
Con. H,0 86a™ 4249 8" 2.69a 253a | 9la 4476 ab" 245ab”  327ab
Con. C;H¢O - - - - 93 a 45.86 ab 2.62a 3.62a
6,25 % - - - - 94 a 48.01a 2.58 a 2.62b
12,5 % - - - - 80a 39.90b 212b 246 b
25 % 88 a 35.34 ab 246 a 1.87b 59 b 12.92 ¢ 1.27c 1.33¢c
50 % 91a 42.96 a 2.39a 134c 2¢C 0.21d 0.04d 0.08d
75 % 88 a 38.09 ab 2.32ab 1.40 bc - - - -
100 % 79a 28.56 b 158D 0.65d Oc 0.00d 0.0d 0.00d
CV% 9,22 18,43 17,36 17,31 13,46 13,22 13,29 24,33

(**) significancia ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01), (*) significdncia ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 < p <0,05), (ns) ndo significancia (p
>0,05). Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Con: Controle;Palnt: Planta PG: porcentagem de germinacéo;
IVG: indice de Velocidade de Germinacéo; C.C: Comprimento cauliculo; C.R.: Comprimento radicula. C,HsO: Etanol 66%. CV% coeficiente de variacio em
porcentagem.
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4.2. Efeito do extrato aquoso e etanolico das folhas de Clusia nemorosa sobre a

germinacéo e desenvolvimento de Lactuca sativa

Porcentagem de Germinacao

O extrato aquoso das folhas de C. nemorosa (Clusiacea) provocou uma
diminuicdo no percentual de germinacdo das sementes de L. sativa na concentracéo de
75 e 100%; enguanto que as concentracfes de 25 e 50% provocou um aumento no
percentual de germinacéo (Figura 14).

Oliveira et al., (2011) ao pesquisar o potencial alelopatico do extrato aquoso de
folhas frescas de Rheedia brasiliensis (Mart.) Planch. & Triana (Clusiaceae) conhecida
popularmente por bacuri, sobre a germinacdo de alface, verificaram que as sementes
submetidas ao extrato a 20% de concentragdo sofreram uma inibigdo da germinagéo.

Em outras espécies de Clusiaceae ndo foi verificado tal efeito como pode ser
observado em pesquisa realizada por Gatti, Perez e Ferreira (2007) sobre a acgdo
alelopatica de espécies do Cerrado entre as quais Kielmeyera coriacea (Spreng.) Mart.
(Clusiaceae) ndo sendo observada interferéncia em relacdo a porcentagem de

germinacdo em sementes de alface e gergelim.
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Figura 14-Porcentagem de germinacdo de sementes de Lactuca sativa, submetidas ao Extrato

Agquoso Bruto (EBA) das folhas de Clusia nemorosa em diferentes concentragdes.
Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
(**) indica diferenca do controle a um nivel de significancia de 1% de probabilidade (p < 0,01).
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As sementes de alface submetidas ao extrato etandlico foram afetadas de forma
negativa na concentracdo de 50 e 100%, uma vez que o percentual de germinacdo das
mesmas foi reduzido (Figura 15).

Souza Filho et al., (2009) ao determinar os efeitos alelopaticos do extrato
hidroalcodlico de folhas de Mansoa standleyi (Steyerm.) A.H. Gentry (Bignoniaceae),
popularmente conhecida por cipod’alho verificou que as concentragfes de le 2%
inibiram a germinagdo em 100% de Mimosa pudica L. Fabaceae/Mimosoideae
(malicia).
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Figura 15- Porcentagem de germinagdo de sementes de Lactuca sativa submetidas ao Extrato

Etanolico Bruto (EEB) das folhas de Clusia nemorosa em diferentes concentrages.
Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
(**) indica diferenca do controle a um nivel de significancia de 1% de probabilidade (p < 0,01)

indice de velocidade de germinacéo (1VG)

O indice de velocidade de germinagdo das sementes de alface submetidas ao
extrato aquoso de Clusia nemorosa a 75 e 100% de concentracgdo foi diminuido (Figura
16). Nossos resultados corroboram com o0s obtidas por outros autores trabalhado com
outras espécies de Clusiaceae como € o caso de Oliveira et al. (2011) ao constatar que o
extrato aquoso do bacupari (Clusiaceae) a 20% de concentracdo, reduziu o IVG das
sementes de alface, enquanto nas concentracdes de 16, 12, 8 e 4% nao foi verificado
nenhum efeito.

Wandscheer et al. (2011) também verificaram a inibicdo do IVG das sementes
de alface submetidas ao extrato de Hovenia dulcis (Rhamnaceae), corroborando com o0s
resultado desta pesquisa, ja que ambos os testes interferiram na velocidade da

germinacdo de alface.
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Figura 16- indice de Velocidade de Germinacdo (IVG) de sementes de Lactuca sativa
submetidas ao Extrato Aquoso Bruto (EBA) das folhas de Clusia nemorosa em diferentes
concentracdes.

Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

(**) indica diferenca do controle a um nivel de significancia de 1% de probabilidade (p < 0,01)

O extrato etandlico de C. nemorosa inibiu o indice de velocidade de germinacéo
das sementes de alface submetidas ao extrato a 25, 50 e 100% de concentracdo, em
relacdo ao grupo controle constituido por C,HgO.

Miranda e Mayworm (2008) em ensaios realizados com extrato etandlico das
folhas de Clusia criuva Camb. (Clusiaceae) verificaram uma interferéncia significativa
no IVG das sementes de L. sativa, corroborando com os resultados obtidos em nossa
pesquisa.
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Figura 17- Indice de Velocidade de Germinacdo (IVG) de sementes de Lactuca sativa
submetidas ao Extrato Etandlico Bruto (EEB) das folhas de Clusia nemorosa em diferentes
concentragdes.

Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

(**) indica diferenca do controle a um nivel de significancia de 1% de probabilidade (p < 0,01).
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Comprimento do cauliculo e radicula

O extrato aquoso das folhas de Clusia nemorosa afetou de forma negativa o
desenvolvimento das plantulas de alface promovendo uma diminui¢do no comprimento
do cauliculo das plantulas submetidas ao extrato nas concentracfes de 75 e 100%, e da
radicula nas concentragdes de 50, 75 e 100% (Figura 18).

Segundo Maraschin-Silva e Aquila (2010) os efeitos alelopaticos geralmente
tendem a ser dependentes da concentracdo dos aleloquimicos, ou seja, quanto maior a
concentracdo maior € o efeito. Entretanto, Reigosa et al. (1999) afirmaram que os
efeitos alelopaticos podem escapar deste padrdo, j& que resultam do somatério de uma
série de alteragdes moleculares como, a formcdo de pontes anaféasicas, microndcleos e

pontes telofasicas.
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Figura 18- Comprimento do Cauliculo e da Radicula de Lactuca sativa submetidas a diferentes
concentracdes do Extrato Aquoso Bruto (EBA) das folhas de Clusia hemorosa.

Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

(**) indica diferenca do controle a um nivel de significancia de 1% de probabilidade (p < 0,01).

Foi observada uma reducdo significativa no comprimento do cauliculo e da
radicula das plantulas de L. sativa submetidas ao extrato etanolico das folhas de Clusia
nemorosa a 12,5; 50 e 100% de concentracdo (Figura 19). Miranda e Mayworm (2008)
observaram que extratos do caule e folha de Clusia criuva reduziram significativamente
0 comprimento do eixo hipocotilo-radicular de plantulas de alface em comparagdo com

as plantulas do grupo controle.
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Figura 29- Comprimento do Cauliculo e da Radicula de Lactuca sativa submetidas a
diferentes concentragdes do Extrato Etandlicos Bruto (EEB) das folhas de Clusia nemorosa.
Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

(**) indica diferenca do controle a um nivel de significancia de 1% de probabilidade (p < 0,01).

Potencial hidrogenibnico dos extratos aquosos e etanolicos de Clusia nemorosa

O pH do extrato etandlico de C. nemorosa em todas as concentracdes variou de
3,65 a 4,25 tendo sido feita a correcdo como pode ser observado na tabela 8.

Borella, Tur e Pastorini (2010) ressaltam que verificar o pH em testes de
alelopatia ¢ muito importante, pois faixas muito &cidas (abaixo de 4,0) ou muito
alcalinas acima de 10, podem causar efeitos deletérios e afetar a germinacdo das
sementes e/ou o desenvolvimento de plantulas, dando uma falsa impressdo de atividade

alelopatica.
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Tabela 8-Potencial Hidrogenionico (pH) dos extrato aquosos e etanolicos de Clusia
nemorosa, com valores de corregéo.

EXTRATOS
Concentracao Aquoso Etandlico
Tratamento pH normal pH corrigido pH normal pH corrigido
com KOH com KOH

6,25 - - 4,25 6,40

12,5 - - 4,20 6,00

25 6,00 - 3,89 6,40

50 5,97 - 3,75 6,14

75 5,98 - - -

100 5,92 - 3,65 6,00

KOH: Solucgdo de hidroxido de potassio a 1% de concentracéo

Todos os dados relacionados aos parametros descritos anteriormente estéo

sintetizados na tabela 9.
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Tabela 9- Efeito de diferentes concentragcdes de extratos aquoso e etandlico de folhas frescas de Clusia nemorosa G. Mey. sobre a porcentagem de
germinacdo (G), indice de velocidade de germinacédo (IVG), comprimento radicular e da parte aérea de plantulas de alface.

Extrato Aquoso Extrato Etandlico
Tratamentos PG (%) IVG (plant./dia) C.C C.R(cm) | PG (%) IVG (plant./dia) C.C C.R (cm)
(cm) (cm)
Con. H,0 84 ab” 40.65ab” 1.92ab~  145a | 89a 45.64 ab” 2543 2.98ab"
Con. C;HgO - - - - 93 a 47.55 a 2.68 a 3.44 ab
6,25 % - - - - 89 a 44.63 ab 2.79a 3.84a
12,5 % - - - - 92a 42.18 ab 1.45 bc 0.93 cd
25% 94 a 43.55a 248 a 1.32 ab 89 a 41.37b 2.09 ab 2.48 b
50 % 91a 43.22 a 2.03 ab 0.99 bc 72 b 25.83 ¢ 121c 124c
75 % 68 b 29.9 bc 1.44 bc 0.62 cd - - - -
100 % 66 b 2414 c 0.77c 0.4d 7 cC 0.28d 0.008d 0.04d
CV% 13.619 16.753 24.790 23.471 8.913 7.739 21.63795 27.23055

(**) significancia ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01), (*) significincia ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 < p <0,05), (ns) ndo significancia (p
>0,05). Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Con: Controle; Palnt: Planta PG: porcentagem de germinacao;
IVG: indice de Velocidade de Germinaco; C.C: Comprimento cauliculo; C.R.: Comprimento radicula. C,HsO: Etanol 66%. CV% coeficiente de variacdo em
porcentagem.
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4.3 Atividade moduladora e prospeccdo quimica do extrato etandlico das folhas de

Ficus gomelleira Kunth

A caracterizacdo fitoquimica mostrou a presenca de fendis e flavonoides (Tabela
10). Os ensaios antibacterianos e antifingicos do extrato etanolico das folhas de Ficus

gomelleira nao demonstraram resultados relevantes, com MICs > 1.024 pg/mL.

Tabela 10- Classe de metabdlitos secundarios identificados no extrato etanélico de
folhas de Ficus gomelleira.

Classes de metabolitos Presenca ou auséncia

Alcal6ides -
Antocianidinas -
Antocianinas -
Auronas -
Catequinas +
Chalconas -
Fenois +
Flavonas +
Flavonois +
Flavononas +
Flavonondis +
Leucoantocianidinas -
Taninos Flobabénicos -
Taninos Pirogalicos -
Xantonas +

+ presenca; -; auséncia

J& a atividade moduladora do referido extrato frente a aminoglicosideos, revelou
atividade sinérgica quando combinada com amicacina, neomicina gentamicina em
Escherichia coli 27 reduzindo a CIM de 625 a 39,06ug/ mL, 312,5 a 78,125ug/ mL e
156,25 a 9,76ug/ mL, respectivamente, desta bactéria Gram-negativa e modulou
sinergicamente também acdo da amicacina de 78,125 a 39,069/ mL em Staphylococcus
aureus 358 Gram-positiva, em relacdo a Pseudomonas aeruginosas 03 ndo revelou
atividade moduladora, antagénica e sinérgica (Tabela 11). A combinacdo do extrato

com antifngicos ndo mostrou qualquer atividade moduladora contra cepas de Candida

sp.
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Tabela 11- Extrato etandlico das folhas de Ficus gomelleira em concentracéo
subinibitoria (MIC/8 pg/mL), modulando a atividade antibacteriana com
aminoglicosideos.

Modulagéo de Antibitticos por EEFG

Escherichia coli 27 Staphylococcus Pseudomonas
aureus 358 aeruginosa 03
Extrato/ CIM EEFG+ CIM EEFG+ CIM EEFG+
Antibidtico Ant. Ant. Ant. Ant. Ant. Ant.
EEFG/ Amicacina 625 39,06 78,125 39,06 78,125 39,06
EEFG/ Nomicina 312,5 78,125 1250 1250 1250 1250
EEFG/ Gentamicina 156,25 9,76 9,76 9,76 9,76 9,76

Produto natural isolado (Ficus gomelleira) CIM > 1024 pg/ mL

Ant.: Antibidtico; CIM: Concentragdo Inibitéria Minima EEFG:
Extrato etanolico de Ficus gomelleira

Mandal et al. (2010) verificaram que os extratos aquoso e metandlico das cascas
de F. bengalensis ndo inibiu a concentracdo inibitéria minima de E. coli. corroborando
com nossos resultados. Entretanto, verificaram que o extrato aquoso inibio a CIM de
Staphylococcus epidermidis e Bacillus subtilis bactérias Gram-positivas.

Reschke, Marques e Mayworm (2007) observaram que extratos etanolicos das
folhas de F. benjamina, inibiram as cepas de Staphylococcus aureus na concentracédo de
512mg/mL, sendo mais efetivo sobre Pseudomonas aeruginosa cujas cepas foram
inibidas na concentracdo 256ug/mL. Mousa et al. (1994), testando extratos de fruto de
F. benjamina, F. sycomorus, F. benghalensis e F. religiosa observaram a presenca de
halos de inibicdo no crescimento de 22 Cepas de bactérias, entre elas, S. aureus, E. coli,
Klebsiella pneumoniae, e P. aeruginosa. Desta forma, estes estudos comprovam a
eficacia das espécies de Ficus sobre a inibi¢do do crescimento bacteriano.

Os mecanismos pelos quais 0s extratos podem inibir o crescimento de
microrganismos sdo variados, e podem ser em parte devido a natureza hidrofobica de
alguns componentes. Como resultado, eles podem mostrar uma maior interagdo com a
bicamada lipidica da membrana celular, afetando a cadeia respiratoria e a producdo de
energia (NICOLSON; EVANS; O’TOOLE, 1999). Vérios componentes de extratos

podem permear a membrana celular, e aumentar a penetracdo de antibidticos
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(HELANDER et al., 1998). A interferéncia nos sistemas de enzimas bacterianas pode
ser também um mecanismo potencial de acdo (WENDAKOON; SAKAGUCHI, 1995).
Estes mecanismos de acdo podem ser obtidos pela combinacdo do antibidtico com
extrato em concentracdo de relevancia clinicas, aplicados diretamente ao meio de
cultura (COUTINHO et al., 2008; 2009).

A bioatividade observada do extrato modulando a agdo de antibi6ticos deve-se
também a presenga dos flavondides demostrado no perfil fitoquimico EEFG. Estes
efeitos de modulacdo podem estar relacionados as propriedades inibitdrias que os flavo-
noides desempenham, nos varios sistemas enzimaticos incluindo hidrolases, isomerases,
oxigenases, oxidoredutases, polimerases, fosfatases, proteinas fosfoquinases e aminoé-
cido oxidases (FERGUSON, 2001). Varias subclasses de flavondides apresentam
atividade antimicrobiana e podem atuar em conjunto com as drogas testadas,
aumentando a atividade das drogas em baixa dosagem.

O EEFG apresenta uma relevante atividade consorciada com aminoglicosideos
amicanina, neomicina e gentamicina sobre as cepas multirresistentes de E. coli 27,
mostrando desenvolver sensibilidade a tais antibidticos, assim como em S. aureus 358
desenvolveu sensibilidade ao antibidtico amicacina. Este trabalho é pioneiro sobre a

atividade modulatdria contra aminoglicosideos da espécie Ficus gomelleira.

4.3.1 Atividade moduladora e prospeccdo quimica do extrato etandlico das folhas
de Clusia nemorosa G. Mey.

Os ensaios antibacterianos e antifingicos do extrato etandlico de Clusia
nemorosa (EECN) em nossa pesquisa ndo demonstraram resultados clinicamente
relevantes, com MICs > 1024mg/mL como recomendado por Houghton et al. (2007).
Entretanto, como mostra a tabela 12, a acdo do EECN, frenta as bactérias
multirresistentes, E. coli 27 e S. aureus 358 modulou sinergicamente a acdo da
amicacina, neomicina, e gentamicina 0 mesmo também modulou a bactéria P.

aeruginosa 03 somente com amicacina e gentamicina.
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Tabela 12- Extrato etandlico das folhas de Clusia nemorosa (ug/ mL) modulando a
atividade antibacteriana de aminoglicosideos.

Modulacéo de Antibidticos por EECN

E. coli 27 S. aureus 358 P. aeruginosa 03
Extrato/ CIM EECN+ CIM EECN+ CIM EECN+
Antibidtico Ant. Ant Ant. Ant Ant. Ant
EEFG/ Amicacina 19,53 4,88 39,06 9,76 156,25 39,06
EEFG/ Nomicina 156,25 39,06 156,25 39,06 1250 625

EEFG/ Gentamicina 9,76 2,44 312,5 19,53 39,06 9,76

Produto natural isolado (Clusia nemorosa) CIM > 1024 pg/ mL

Ant.: Antibidtico; EEFG: Extrato etandlico de Ficus gomelleira

A prospeccdo fitoquimica mostrou que o principal grupo de metabdlitos presente
no extrato etandlico de C. nemorosa sdo os compostos fendlicos e especificamente 0s
flavonoides, onde podemos encontrar flavonas, flavondis, xantonas, flavononois e
flavononas. Compostos estes com atividade microbioldgica comprovada. Os resultados

para os extratos estudados sao apresentados na tabela 13.

Tabela 13- Classe de metabdlitos secundarios identificados no extrato etanélico de
folhas de Clusia nemorosa.

Classes de metabolitos Presenca ou auséncia

Alcalbides -
Antocianidinas -
Antocianinas -
Auronas -
Catequinas -
Chalconas -
Fenois +
Flavonas +
Flavonois +
Flavononas +
Flavononois +
Leucoantocianidinas -
Taninos Flobabénicos -
Taninos Pirogalicos -
Xantonas +

+ presenca; -; auséncia
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Ribeiro et al. (2011) avaliando a atividade de compostos isolados e tambem de
extratos polares provindos de Clusia burlemarxii, verificaram que houve atividade
contra Gram-positivas dentre elas S. aureus, onde o extrato etandlico das folhas obteve
uma CIM de 62,5ug/ml embora ndo tenha observado atividade em Gram-negativas. Os
resultados dos referidos autores corroboram com os obtidos em nossa pesquisa. Do
mesmo modo Suffredini, et al. (2006) pesquisando extratos etandlicos de C. columnaris
frente a Cepas bacterianas determinou uma CIM para a Gram-negativa P. aeruginosa,
igual a 180pug/ml, mostrado similaridade com nossos resultados.

Os compostos fenolicos naturais tém recebido muita atencdo nos Gltimos anos,
sobretudo por inibirem a peroxidacdo lipidica e a lipooxigenase in vitro (HASLAM,
1996). Os flavonoides sdo sintetizados por plantas em resposta a infeccdo microbiana
(DIXON; DEY; LAMB, 1983) e sdo eficazes contra uma ampla variedade de
microrganismos. Tal atividade provavelmente se deve a sua capacidade de formar
complexos com proteinas solveis que se ligam a parede celular bacteriana. Alguns
flavonodides lipofilicos podem também causar ruptura da membrana plasmatica de
microrganismos (TSUCHIYA et al., 1996).

O uso popular de espécies de Clusia estd relacionado a presenca de latex e
resinas, sendo popularmente utilizados como febrifugas, anti-reumaticas, purgativas e
para problemas estomacais (CARMO; FRANCESCHILENE, 2002). Muitas espécies
desse género apresentam latex contendo terpendides, benzofenonas, flavonoides e
outros compostos fendlicos (CHEDIER et al., 1999; LOKVAM et al., 2000). Além
disso, elementos da familia Clusiaceae, possuem também outras propriedades
farmacoldgicas como acdo antiinflamatdria, antimicrobiana, antifingica e citotoxica
(PINHEIRO et al., 2003).

4.4 Aspectos fenoldgicos de Ficus gomelleira

Verificou-se que todos os individuos apresentaram uma reducao foliar em média
de 50% de acordo com o indice de Fournier, ndo chegado a perder 100% de suas folhas,
no periodo de observagdo. A queda foliar coincidiu com o periodo de estiagem (agosto-
setembro); concomitantemente a esta ocorréncia teve inicio o brotamento de folhas
novas, ao ponto de se observar em um espécime 50% de folhas velhas e 50% de folhas

jovens. Tais eventos fenoldgicos foram observados de forma mais efetiva naqueles
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individuos que aparentemente apresentavam um estado de amadurecimento mais
perceptivel (Figura 20).

Resultados semelhantes foram encontrados por Ballestrini, Tezara e Herrera
(2011) ao monitorar a perda foliar de Ficus obtusifolia em 2003, quando perceberam
que apenas 50% das folhas foram perdidas antes da estacdo chuvosa.

De acordo com Reich e Borchert (1984), em &rvores tropicais, as mudangas
fenoldgicas podem ocorrer de forma asincronica por periodos relativamente curtos

durante os equinocios, independentemente do padrédo de precipitacdo sazonal.
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Figura 203- Brotamento e queda foliar de Ficus gomelleira durante os meses de agosto de
2011 a novembro de 2012, em uma area de APA na encosta da Chapada do Araripe, Crato-CE.
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Figura 21- Precipitagdo média mensal no posto Belmonte, Crato-CE.
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A producdo dos siconios de F. gomelleira, ocorreu em outubro de 2011 e de
marco a outubro de 2012 incluindo periodos de estiagem, levando a crér que a referida
espécie, pode ser consideradas espécie chave para a manutencdo da fauna, no periodo
onde ha escassez de alimento. Durante quase todo o ano, as figueiras se mantem
frutificadas e também ocorre um assincronismo entre os individuos, caracterizado por
periodos de frutificacdo distintos entre eles. Individuos observados em outras
localidades como no Sitio Farias Barbalha-Ce, apresentaram frutificacdo no més de
dezembro no ano de 2012. A maioria dos espécimes observados (70%) apresentou
padrdo subanual para a frutificacdo, com sucessivas frutificacdes no mesmo ano, porém
no més de outubro de 2011, foi observada frutificacdo em somente um individou. A
floracdo e frutificacdo demostraram ser curta, com duracdo em média de um més
(Figura 22).

Através de estudos realizados no Panama foi também verificado que picos de
reproducdo de espécies de Ficus podem se encaixar com periodos de escassez de frutos
por parte de outras espécies, 0 que além de incorporar os siconios na dieta de animais
frugiforos, minimiza a competicdo interespecifica pelos agentes disseminadores
(WINDSOR et al., 1989).

Espécies estranguladoras como Ficus clusiifolia Schott. atinge grande porte e
apresenta uma abundante producdo de sicOnios pequenos e comestiveis, muito
apreciados pela fauna nativa (CARAUTA, 1989).
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Figura 4- Periodo de floracéo e frutificacdo de Ficus gomelleira durante os meses de agosto de
2011 a novembro de 2012 em uma &rea de APA na encosta Chapada do Araripe, Crato-CE.
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4.4.1 Aspectos Fenoldgicos de Clusia nemorosa

Com relagéo ao processo de brotamento e caducidade foliar, Clusia nemorosa
demonstra ter uma perenidade, apresentando constantemente botbes foliares e folhas
jovens. Uma observacdo importante sobre este aspecto foi a mudanca de folhas no més
de outubro prosseguindo até meados de novembro. Individuos com perda total de folhas
ndo foram observados. Este processo de mudanca das folhas pode estar atrelado ao
inicio das chuvas, que ocorrem no més de outubro e se estendem até meados de
dezembro.

A incidéncia de botdes florais e a floracdo mostra certo sincronismo (Figura 23).
O pico de floragdo em 2012 ocorreu de agosto a setembro, periodo de estiagem de
acordo com acompanhamento do indice de pluviométrico mensal disponibilizado pela
Fundacdo Cearense de Meteorologia e Recursos Hidricos. Sendo assim C. nemorosa
também pode ser uma importante fonte de alimento para a fauna nos periodos de
estiagem. Analizando a mesma figura, percebemos que em todos os meses do ano
ocorreu um dos dois fenbmenos fenoldgicos, predominando a floracdo e,
consequentemente como observado na figura 24, a presenca e frutos em C. nemorosa é
anual, mostrando que tanto a floracdo quanto a frutificacdo sdo continuos com curtos
intervalos no mesmo ano. No entanto, o periodo de pico nos dois anos de observacao é
justamente 0 momento mais critico pela escasses chuvas, indicando que outro fator,
como o ciclo cicardiano pode ser responsavel pela manifestacdo dos frutos na espécie

em estudo.
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Figura 235- Periodo de floracdo de Clusia nemorosa durante os meses de agosto de 2011 a
novembro de 2012 em uma area de mata Umida da Chapada do Araripe, Crato-CE.
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Figura 246- Frutificagdo de Clusia nemorosa durante os meses de agosto de 2011 a novembro
de 2012 em uma area de mata imida da Chapada do Araripe, Crato-CE.

Marques e Oliveira (2004) ao determinar o padrdo de frutificacdo de Clusia
criuva Camb. na Florestas de Restinga do Mel no sul do Brasil, classificou 0 mesmo
como continuo, assim como obervado em nossa pesquisa para C. nemorosa, em relacéo

a frutificacdo e a mudanca foliar.
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CONCLUSOES

Os extratos etanolico de Ficus gomelleira (25, 50 e 100% de concentracao) e
aquoso (75 e 100%) e etandlico de Clusia nemorosa (25, 50 e 100%)

influenciaram negativamento o potencial de germinabilidade de Lactuca sativa;

O Indice de Velocidade de Germinacdo (IVG) foi influenciado de forma
negativa pelo extrato aquoso e etandlico de Clusia nemorosa e Ficus gomelleira,

em todas as concentracdes testadas sendo mais efetivo a 100% de concentracao;

Os extratos aquosos e etandlicos de Clusia nemorosa e Ficus gomelleira
interferiram de forma negativa no desenvolvimento das plantulas de Lactuca

sativa submetidas as maiores concentracdes;

O extrato das folhas de Ficus gomelleira (EEFG) e Clusia nemorosa (EECN)
causou sinergismo em combinacdo com os antibidticos aminoglicosideos.
Portanto o extrato das folhas de F. gomelleira e C. nemorosa atuou como um

agente modulador da atividade antimicrobiana;

Ficus gomelleira e Clusia nemorosa apresentaram um padrdo fenoldgico
perenifélio. A ocorréncia dos frutos em Ficus gomelleira ocorreu durante todo o
ano, com mais intensidade nos periodos de estiagem (padrdo subanual). Em

Clusia nemorosa a producao de flores e frutos foi continua.

O principal grupo de metabolitos presente no extrato etandlico de Ficus

gomelleira e Clusia nemorosa sdo os compostos fendlicos e os flavonoides.
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