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RESUMO

A cera epicuticular representa a face mais externa da epiderme interagindo com os agentes de
natureza bidtica e abidtica na superficie das plantas. Quimicamente, as ceras (epi e
intracuticulares) sdo formadas por constituintes alifaticos de cadeias longas e por compostos
ciclicos, os quais s@o os principais responsaveis pelas funcdes desempenhadas pela cuticula,
como a protecdo da planta contra a perda excessiva de dgua durante a transpiracdo cuticular.
Todavia a composicéo e a ultraestrutura dos constituintes cuticulares revelam outros papeis
importantes como a protegdo contra o excesso de radiagdo solar e a prevengéo contra insetos
herbivoros e outros patdgenos, principalmente os fungos. Os estudos sobre potencial
antimicrobiano de ceras epicuticulares sdo desenvolvidos ha décadas, sobretudo, nas espécies
de importancia agrondmica. Varias espécies da Caatinga ja foram investigadas quanto ao seu
potencial antimicrobiano. Todavia, o0 potencial antimicrobiano baseado em constituintes de
natureza cuticular é ausente até a presente data em plantas nativas. Os objetivos deste trabalho
foram quantificar e identificar a composicao quimica das ceras epicuticulares de Allamanda
blanchetii (Apocynaceae), Aspidosperma pyrifolium (Apocynaceae), Cynophalla flexuosa
(Capparaceae), Jatropha mutabilis e Croton heliotropiifolius (Euphorbiaceae) ocorrentes na
Caatinga, bem como avaliar o potencial antimicrobiano dos constituintes. A quantificacdo e
identificacdo dos constituintes quimicos das ceras epicuticulares foi realizada através de
cromatografia gasosa e espectrometria de massas. Os ensaios antifungicos foram realizados
frente a Alternaria alternata, Fusarium oxysporum e Colletotrichum gloeosporioides, fungos
fitopatogénicos de importancia agrondmica mundialmente. Para este proposito foi determinada
a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a avaliacdo do efeito das ceras epicuticulares no
crescimento micelial em meio solido. Os extratos cuticulares também foram testados frente a
cepas bacterianas de importancia clinica como Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Serratia sp. Nestes
ensaios, foi utilizado o método de microdiluicdo em caldo e a Concentracdo Bactericida Minima
(CBM) foi determinada por subcultivo em meio sélido. Os principais constituintes identificados
na cera foliar das espécies foram triterpenos e n-alcanos. Alcoois primarios, &cidos graxos,
tocoferais, fitoesteroides e alcaloides foram identificados em menores proporgdes. Nenhuma
inibicdo significativa do crescimento micelial em meio solido foi observada, porém, a
germinacao dos esporos de C. gloeosporioides foi inibida por quatro extratos testados no ensaio

de microdiluicdo, sendo o extrato de A. pyrifolium (128 pg/mL) e J. mutabilis (256 pg/mL) os



mais ativos com inibicdo de 100%. Nenhum dos extratos testados até 1024 pg/mL inibiu a
germinacdo dos esporos de F. oxyspoum. Sobre os testes antibacterianos, o extrato de J.
mutabilis apresentou baixa atividade contra B. subtilis na concentracdo de 1030 pg/mL, seguido
por A. blanchetii (6180 pug/mL) contra E. coli. Do ponto de vista quimico, as espécies com
maior atividade apresentaram como compostos majoritarios os triterpenos lupeol (A.
pyrifolium), os &cidos ursélico e oleandlico (A. blanchetii) e uma mistura de lupeol e lupenona
(J. mutabilis). Esses achados ampliam o conhecimento da diversidade quimica cuticular de
algumas plantas na Caatinga, bem como o potencial antimicrobiano de triterpenos cuticulares

de algumas espécies aqui estudadas.

Pavavras-chave: Antimicrobianos; Bactérias; Bioensaios; Fungos; Terpenoides.




ABSTRACT

The epicuticular wax of plants represents the outermost surface of the epidermis interacting
with agents of a biotic and abiotic nature. Chemically, epi- and intracuticular waxes are formed
by long-chain aliphatic constituents and cyclic compounds, which are primarily responsible for
the functions performed by the cuticle. The protection of the plant against excessive water loss
during cuticular transpiration stands out as the main of these functions. However, the
composition and ultrastructure of the cuticular constituents reveal other important roles, such
as protection against excess solar radiation and prevention against herbivorous insects and other
pathogens, especially fungi. Studies on the antimicrobial potential of epicuticular waxes have
been developed for decades, especially in species of agronomic importance. Several species of
Caatinga have already been investigated for their antimicrobial potential. However, no analysis
on the antimicrobial potential based on cuticular constituents has been conducted to date. The
objectives of this work were to identify the chemical composition and evaluate the antimicrobial
potential of the epicuticular waxes of Allamanda blanchetii (Apocynaceae), Aspidosperma
pyrifolium (Apocynaceae), Cynophalla flexuosa (Capparaceae), Jatropha mutabilis and Croton
heliotropiifolius (Euphorbiaceae). The quantification and identification of chemical compounds
were performed using gas chromatography and mass spectrometry. Antifungal assays were
carried out against Alternaria alternata, Fusarium oxysporum and Colletotrichum
gloeosporioides, phytopathogenic fungi of agronomic importance. For this purpose, the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was determined and the effect of the wax on
mycelial growth in solid medium was evaluated. The cuticular extracts were also tested against
bacterial strains of clinical importance such as Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli and Serratia sp. In these
assays, the broth microdilution method was used and the Minimum Bactericidal Concentration
(MBC) was determined by subculture on solid medium. The main constituents identified in the
leaf wax of the species were triterpenes and n-alkanes. Primary alcohols, fatty acids,
tocopherols, phytosteroids, and alkaloids were identified in smaller proportions. No significant
inhibition of mycelial growth in solid medium was observed, however, the germination of C.
gloeosporioides spores was inhibited by four extracts tested in the microdilution assay, being
the extracts of A. pyrifolium (128 pg/mL) and J. mutabilis (256 pg/mL) the most active, causing
100% inhibition. None of the extracts tested up to 1024 pg/mL inhibited the germination of F.

oxyspoum spores. Regarding antibacterial tests, the extract of J. mutabilis showed significant



results against B. subtilis at a concentration of 1030 pg/mL, followed by the extract of A.
blanchetii (6180 pug/mL) against E. coli. From a chemical point of view, the most active species
presented as major compounds the triterpenes lupeol (A. pyrifolium), ursolic and oleanolic acids
(A. blanchetii), and a mixture of lupeol and lupenone (J. mutabilis). C. flexuosa, which
presented n-alkanes as major wax constituents, showed the lowest activity among the tested
species. These findings expand the knowledge about the cuticular chemical diversity of some
species from Caatinga not yet investigated, as well as about the antimicrobial potential of

cuticular triterpenes of some of the species studied here.

Keywords: Antimicrobials; Bacteria; Bioassays; Fungi; Terpenoids.
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1 APRESENTACAO

A Floresta Tropical Sazonalmente Seca Brasileira, também conhecida como Caatinga,
€ um ecossistema com caracteristicas Unicas, cobrindo grande parte da regido Nordeste do
Brasil e do norte do estado de Minas Gerais. As plantas neste ambiente sdo adaptadas a
condicBes extremas, resistindo a temperaturas anuais elevadas e baixos indices de precipitacao
pluviométrica. InUmeras pesquisas ja apontaram a importancia da diversificada flora dessa
regido. Varias espécies vegetais da Caatinga, por exemplo, sdo utilizadas pelas comunidades

tradicionais como alimentos, recursos madeireiros e medicinais.

Apesar de diversos estudos de natureza ecofisioldgica, quimica e farmacoldgica na
Caatinga, investigacdes relacionando a cuticula vegetal ainda sdo escassas. A cuticula vegetal
consiste em uma camada acelular presente nos 6Orgdos aéreos priméarios dos vegetais.
Estruturalmente é formada por uma camada interna denominada cutina, constituida de
carboidratos e lipidios associados (ceras intracuticulares) e por uma mais externa formada por
uma mistura complexa de lipidios alifaticos e ciclicos, genericamente chamados de ceras
epicuticulares. As ceras epicuticulares constituem a principal interface entre o interior da planta

com o ambiente, protegendo-a contra agentes bidticos e abioticos.

Funcionalmente, as ceras cuticulares minimizam a perda excessiva de agua durante a
transpiracdo cuticular, sendo esta sua funcéo primaria. Devido a sua composi¢do e arranjo de
seus constituintes, a cuticula possui outras funcgdes vitais para a planta, como por exemplo, atuar
como barreira para protecdo contra radiacdo solar excessiva e poluentes atmosféricos. A
herbivoria, a qual as plantas estdo sujeitas, também pode ser mediada até certo ponto pelas ceras
epicuticulares. Assim, insetos podem evitar de se estabelecer em uma planta devido as
caracteristicas quimicas da cuticula. Agentes patogénicos como fungos e bactérias também
podem ter seu crescimento diminuido pela acdo dos constituintes epicuticulares, 0s quais podem

inibir a germinacdo dos esporos, por exemplo.

Neste sentido, produtos naturais demostram ser fontes para novos pesticidas, visto que
produtos agroquimicos sintéticos provocam o0 agravamento da poluicdo ambiental e
contaminacdo humana. De forma semelhante, ha uma crescente tentativa de pesquisadores de
encontrar novas substancias antibacterianas de origem vegetal. A resisténcia bacteriana aos
antibioticos é um dos problemas de satde publica global, que ameaca o controle e tratamento

de infeccOes bacterianas.
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Diante do exposto, o presente trabalho analisou se a composi¢do quimica da cera
cuticular foliar de cinco espécies ocorrentes na Caatinga e o seu potencial antifungico in vitro
contra espécies de relevancia agrondmica, bem como analisou o potencial antibacteriano dos

extratos cuticulares.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Identificar a composicao quimica e avaliar o potencial antimicrobiano in vitro das ceras
epicuticulares foliares de cinco espécies ocorrentes na Caatinga, Allamanda blanchetii A.DC.,
Aspidosperma pyrifolium Mart. & Zucc (Apocynaceae), Croton heliotropiifolius Kunth,
Jatropha mutabilis (Pohl) Baill. (Euphorbiaceae) e Cynophalla flexuosa (L.) J. Presl

(Capparaceae).

2.2 Objetivos especificos

e Identificar e determinar a proporcdo dos principais constituintes da cera epicuticular
foliar das espécies estudadas.

e Avaliar o potencial antifingico das ceras epicuticulares contra linhagens fitopatogénicas
pertencentes aos géneros Colletotrichum, Fusarium e Alternaria.

e Determinar a Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) dos extratos epicuticulares sobre
o0 crescimento dos fungos.

e Determinar os valores da CIM e a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) dos

extratos epicuticulares sobre o crescimento de bactérias patogénicas.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Caatinga: Caracteristicas Ambientais e Conservacao.

A Caatinga ¢ um dominio fitogeogréafico tipicamente brasileiro caracterizado pelo clima
semiarido. O termo Caatinga é derivado do tupi “ka'a [mata] + tinga [branca]” significando
“mata-branca” devido as caracteristicas da vegetacdo, em geral, caducifolia, xerofita e
espinhosa. Também ¢é referida como Floresta Tropical Sazonalmente Seca, tratada no inglés
como Seasonally Dry Tropical Forests (SDTF) (PENNINGTON et al., 2006; SANTOS et al.,
2012; APGAUA et al.,, 2014). A principal caracteristica abiotica dessas florestas é a
precipitagdo média anual menor que 1800 mm (MURPHY E LUGO 1986; GENTRY, 1995).
Na Caatinga, a precipitacdo anual média sofre variagdo em tempo e espaco. Aproximadamente
70% da regido recebem entre 600 a 1000 mm de precipitacdo média anual e 0,6% da regido
menos que 400 mm. Algumas areas montanhosas conseguem receber aproximadamente 1800
mm de precipitacdo média por ano (SILVA et al., 2017b). Como resultado da precipitacao
irregular, a vegetacdo da Caatinga esta submetida a deficiéncia hidrica sazonal (VELOSO et
al., 2002).

A regido da Caatinga (= caatingas) € constituida por um mosaico diversificado de
florestas secas e vegetacao arbustiva de dossel baixo. Além disso, as plantas possuem areas
basais menores do que as de florestas tropicais umidas (MURPHY E LUGO, 1986; VELOSO
et al., 2002;). De acordo com a Sinopse do Censo Demogréafico para o Semiarido brasileiro —
(INSA 2012), essa ¢ a regido semiarida mais populosa do mundo, com 26 habitantes por km?.
Além disso, a Caatinga é a maior e mais diversa floresta tropical sazonalmente seca na regido
Neotropical, cobrindo 912,529 km? do territdrio brasileiro (SILVA et al., 2017b).

A intensificacdo da acdo humana, sobretudo, na perturbacdo do ambiente natural e uso
ndo sustentavel dos recursos da Caatinga, estd contribuindo para a reducdo de biomassa e
desertificacdo (LEAL et al., 2005). A populacdo do ambiente rural tem uma grande dependéncia
dos recursos naturais para sobrevivéncia, consequentemente, a exploragdo gradativa é maior
(SINGH, 1998). Atividades como remocéo de produtos florestais e a caca de animais silvestres
da Caatinga geram transformacgdes nas condi¢cdes do habitat. Essas atividades afetam nao
apenas o ciclo de vida do uso de recursos, mas também a sustentabilidade das praticas humanas

e a dinamica de todo o sistema socioecoldgico (ALBUQUERQUE et al., 2017). Somado a isto,
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a crescente urbanizacdo na Caatinga intensifica um modelo de uso extrativista dos recursos.
Assim, é preciso refletir sobre estratégias de conservacao e uso sustentavel (ALBUQUERQUE
et al., 2007a).

3.2 Ceras Epicuticulares

A cuticula vegetal consiste em uma camada protetora acelular que reveste todos 0s
Orgdos aéreos primarios das plantas. E formada internamente pela cutina, esta, constituida por
carboidratos e lipidios associados (ceras intracuticulares) e por uma porcdo mais externa
formada por misturas complexas de lipidios denominados conjuntamente de ceras
epicuticulares. Morfologicamente as ceras epicuticulares podem ser depositadas na superficie
dos orgaos vegetais sob forma de filmes (morfologia amorfa) ou de cristais quando vistas por
microscopia eletrénica de varredura (Figura 1) (JETTER et al., 2000; JETTER et al., 2006;
POLLARD et al., 2008; BUSCHHAUS E JETTER, 2011).

A natureza lipidica torna a cuticula hidrofdbica, sendo esta caracteristica crucial para a
conquista do ambiente terrestre pelos ancestrais aquaticos (POST-BEITTENMILLER, 1996).
Sabe-se que a cuticula possui diversas fungdes vitais para as plantas, tais como, proteger as
folhas de elevados indices de radiacdo solar e de poluentes atmosféricos, inibir o ataque de
patdgenos e herbivoros, mas primariamente, controlar a perda excessiva de dgua durante a
transpiragédo cuticular (POST-BEITTENMILLER, 1996; RISTIC E JENKS, 2002; MULLER
E RIEDERER, 2005; BUSCHHAUS E JETTER, 2011; YEATS E ROSE, 2013).

Quimicamente, as ceras cuticulares sdo formadas por uma mistura complexa de
compostos hidrofobicos. Dentre estes, as classes mais onipresentes e frequentemente
encontradas sdo formadas por compostos alifaticos de cadeia longa (JETTER et al., 2006). Os
acidos graxos, notadamente os acidos palmitico e estearico, sdo os formadores dos demais
constituintes alifaticos cuticulares como n-alcanos, alcoois primarios e secundarios, aldeidos,
cetonas e ésteres (KUNST E SAMUELS, 2003; ZEISLER-DIEHL et al., 2020).
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Figura 1. Estrutura da cuticula vegetal A: Diagrama esquematico destacando as principais
estruturas da cuticula vegetal. B: Imagem de microscopia eletronica de varredura de epiderme
e cuticula em Arabidopsis, vista em corte transversal. Bar = 5 um. C: Imagem de micrografia
eletronica de transmissao de uma parede celular epidérmica do caule de Arabidopsis e cuticula.
Bar = 500 nm. Fonte: YEATS E ROSE, (2013).

Metodologicamente, é possivel extrair os constituintes cuticulares da superficie das
folhas, frutos e brotos com o uso de solventes organicos. Apds analises cromatograficas
verifica-se que a maioria das estruturas possuem longas cadeias formadas por dezenas de
atomos de carbono (ex. 15 a 60 atomos de carbono) (RIEDERER E SCHNEIDER, 1989;
JETTER et al., 2006).

Os acidos graxos, por exemplo, sdo caracterizados pela presenca do grupo terminal
carboxila (COOH) e um comprimento médio de Czo a C24 &tomos de carbono. Os alcanos séo
formados essencialmente por &tomos de carbonos e hidrogénios com comprimento de cadeia
de C21 a Cgs atomos. Os alcoois primarios possuem um grupo terminal hidroxila (OH) e um
comprimento de cadeia de C22 a Cao. Nos alcoois secundarios, o grupo funcional hidroxila esta
entre dois ou mais carbonos (diois) e tipicamente possuem de Cis a Css. (JETTER et al., 2006;
SZAKIEL et al., 2012; YEATS E ROSE 2013). Os aldeidos sdo caracterizados pela presenca
do grupo terminal carbonila (CHO) e apresentam comprimento de Czs a Css. Cetonas
apresentam o grupo carbonila (CO) em uma posi¢éo intermediéria da cadeia (comprimento de
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C21 a Css). Os ésteres (COO) sdo estruturas formadas a partir da reacdo entre acidos graxos e
alcoois, sdo caracterizados por um comprimento de cadeia extremamente grande, entre Csz €
Ces (JETTER et al., 2006; SZAKIEL et al., 2012; YEATS E ROSE 2013). As principais classes

de lipidios cuticulares sdo mostradas na Tabela 1.

Tabela 1. Principais classes de lipidios alifaticos encontradas em ceras cuticulares.

Classe Estrutura genérica
0
Acido //,“\\J/,\\\“/,ﬁ\\«,,n\\“/,~\\«/,«\\'//~\\“,/~\\,,/~\\/,/\\\/,/\\\/,f\\sf,r\\wf,”\\
graxo ol
Aldeido o

Alcool
primé‘rio P N N PV N P e P N g
OH

Alcool

secundario /\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/

n-Alcano P N P P\ P P P P g

Cetona /W(\AAMAN
Ester ,/’\\,f"\v/’“\,/’\\v//\\v//\\v//‘\yzjL\0/’“\V//*\yz/“\yz/\\\/’“\x/’“\\/’“\yz/“\\//“\\/’“\\

Fonte: Adaptado de YEATS E ROSE (2013).

Além dos constituintes alifaticos, ha diversos componentes ciclicos na cuticula como
triterpenoides (os mais frequente), compostos nitrogenados e fendlicos. Estes constituintes
podem estar presentes em pequenas quantidades em algumas espécies, enquanto podem
dominar a mistura em outras espécies (BAKER, 1982; MULLER E RIEDERER, 2005;
JETTER et al., 2006). No caso dos triterpenos, a grande maioria é pentaciclica (Figura 2).
Segundo Buschhaus e Jetter (2011), os triterpenos estdo localizados quase que exclusivamente

no compartimento intracuticular.
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Em relacdo as diferengas na composi¢do quimica entre a porcdo intracuticular e
epicuticular, Buchhaus e Jetter (2011) relataram que na camada intracuticular, 0s compostos
ciclicos predominam em até 95%. Por outro lado, na porcdo epicuticular, os mais
representativos sdo os compostos de cadeia alifatica (65 a 100%). No geral, alcoois primarios
tendem a acumular-se em maior quantidade na camada de cera intracuticular, enquanto n-
alcanos, &cidos graxos livres e alcoois secundarios tendem para a epicuticular (BUCHHAUS E
JETTER, 2011).

Em sintese, a composi¢do quimica de ceras cuticulares é altamente diversificada, ndo so
entre diferentes espécies de plantas, mas também entre érgdos de uma mesma planta. Além
disso, a composicdo pode ser afetada nos estagios de desenvolvimento da planta, bem como
pela localizacdo geogréfica e as condicdes ambientais (POST-BEITTENMILLER, 1996;
JETTER et al., 2006; BUCHHAUS E JETTER, 2011; LI et al., 2014). Dessa forma, a
composic¢do quimica influencia na morfologia, arranjo e a microestrutura da superficie da
planta, determinando a adesdo relativa de particulas de &gua, pesticidas, esporos de

microrganismos e outros depositos transportados pelo ar (BELDING et al. 2000).

Figura 2: Exemplos de triterpenoides encontrados como constituintes das ceras cuticulares.

S-Amyrin

Lupeol o - Mirina
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Friedelina Glutinona

Fonte: Adaptado de JETTER et al., 2006; SZAKIEL et al., 2012.

3.3 Ceras Epicuticulares em Espécies Vegetais Brasileiras

Alguns trabalhos sobre ceras epicuticulares de espécies brasileiras foram realizados em
diferentes dominios, incluindo a Caatinga. Salatino e Salatino (1983), investigaram a
importancia taxondmica do estudo das ceras em 24 espécies de Annonaceae. Parafinas (= n-
alcanos), cetonas e alcoois insaturados foram detectados por esses autores através de analises
cromatograficas e espectrométricas. Amaral et al. (1985), quantificaram o teor de cera foliar
epicuticular de eudicotiledoneas do Cerrado. Posteriormente, Salatino et al. (1985) aumentaram
0 numero de espécies examinadas para este o cerrado. Salatino et al. (1986, 1989, 1991)
investigaram a morfologia das superficies foliares de espécies lenhosas do Cerrado, bem como

a significancia taxonémica dos alcanos epicuticulares em espécies de Velloziaceae.

O rendimento total de ceras foliares de oito espécies aquaticas foi investigado por
Amaral et al. (1990), sendo os alcanos priorizados nas analises. Alguns estudos também
demonstraram atividade antiherbivoria de constituintes cuticulares (VARANDA et al., 1992;
SALATINO et al.,, 1998). Varanda et al. (1992) observaram que a queda na taxa de
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sobrevivéncia de Schizaphis graminum Rond. (Hemiptera: Aphididae) foi provocada pelo acido
ursolico da cera de Jacaranda decurrens Cham. (Bignoniaceae). A influéncia das ceras
epicuticulares foliares de nove espécies lenhosas do Cerrado no comportamento de
forrageamento da formiga cortadeira Atta sexdens rubropilosa Forel, 1908 (Formicidae, Attini)
foi investigada por Salatino et al. (1998). Folhas de Didymopanax vinosum E. March.
(Araliaceae) e Ouratea spectabilis (Mart.) Engl. (Ochnaceae) foram as mais evitadas pelas
formigas. Segundo estes autores, o triterpeno lupeol e n-alcoois primarios podem ser 0s

responsaveis pelos efeitos observados.

Machado e Barros (1995) estudaram a estrutura das ceras epicuticulares em Syagrus
coronata (Mart.) Becc. (Arecaceae), sugerindo que a continua e uniforme camada de cera
adaxial deve ser eficaz no controle da transpiracdo cuticular. Varanda e Santos (1996)
realizaram uma analise comparativa da composicdo das ceras entre plantas do Cerrado e de
Floresta Estacional Semidecidua. Os autores observaram um maior teor de ceras nas espécies
do Cerrado, mas os hidrocarbonetos predominaram nas espécies de Floresta Estacional

Semidecidua.

Mimura et al. (1998) encontraram dois padrdes de distribuicdo de alcanos cuticulares
em oito espécies de Huberia DC. (Melastomataceae). Com base em anélises de agrupamento
(distancia Euclidiana e UPGMA) foi verificado que um dos padrbes foi caracterizado pelo
predominio de hentriacontano (C31) ou tritriacontano (C33) e o outro tendo nonacosano (C29)
como homdlogos principais.

Outros trabalhos de natureza quimiotaxénomica foram realizados por diferentes autores.
Motta et al. (2009), constataram uma baixa variabilidade intraespecifica em 23 espécimes de
sete espécies de Camarea A.St.-Hil. (Malpighiaceae). A distribuicdo dos n-alcanos poderia ser
util para o estabelecimento de associac@es entre as espécies do género, mas inadequada para
distinguir entre os géneros da familia. Cordeiro et al. (2011) estudaram a composi¢do quimica
das ceras epicuticulares de duas espécies de Apocynaceae ocorrentes em matas e restingas
brasileiras: Mandevilla guanabarica Casar. ex M.F. Sales, Kin.-Gouv. & A.O. Simdes e
Mandevilla moricandiana (A. DC.) Woodson. Segundo estes autores, n-alcanos (nonacosano-
C29, hentriacontano-C31 e tritriacontano-C33) e triterpenos (lupeol e a e p-amirina) foram os
principais constituintes identificados. Costa Filho et al. (2012) estudaram a distribuicdo de n-
alcanos epicuticulares de sete especies do género Croton L. da Caatinga, mostrando o

predominio de C29 e C31 neste taxon. Silva et al. (2012) verificaram o potencial
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guimiotaxondmico dos n-alcanos epicuticulares foliares de nove espécies do género Solanum
L. subgénero Leptostemonum (Solanaceae). A analise fenética mostrou trés agrupamentos
caracterizados pelo predominio de C31, C33 e um outro formado pela distribui¢do equitativa

de C33 e pentatriacontano-C35.

Os estudos de natureza quimica e ecofisiolégica das ceras epicuticulares para espécies
da Caatinga sdo escassos. Oliveira e Salatino (2000) foram os primeiros a estudar os
constituintes quimicos de algumas espécies da Caatinga. Dentre as quatro espécies analisadas
pelos autores n-alcanos predominaram em duas delas, Capparis yco Mart. (Capparaceae) e
Ziziphus joazeiro Mart. (Rhamnaceae), enquanto triterpenos foram majoritarios em
Aspidosperma pyrifolium Mart. & Zucc. (Apocynaceae) e Maytenus rigida Mart.
(Celastraceae). Experimentalmente, Oliveira et al. (2003) verificaram que o potencial
antitranspirante das ceras de espécies da Caatinga e Cerrado eram dependentes da composicao
quimica. Espécies em cujas ceras predominavam n-alcanos perdiam menos agua do que
naquelas em que os triterpenos foram majoritarios. A integridade da cera cuticular foliar na
manutencdo das trocas gasosas de Jatropha mollissima (Pohl) Bailon e Jatropha curcas L.
(Euphorbiaceae) foi relatada por Figueiredo et al. (2012; 2015). Nestes estudos foram
constatados que a sintese e deposi¢do de cera foi induzida pelo déficit hidrico.

A caracterizacdo quimica da cera cuticular de duas cultivares de mamona (Ricinus
communis L., Euphorbiaceae) foi descrita por Silva et al. (2016; 2017a). As cultivares BRS
Energia e BRS Nordestina diferiram na composicao quimica da cera, presumindo-se que o teor
e a composicdo da cera poderiam impactar no controle da perda excessiva de agua entre essa
duas cultivares com diferentes graus de toleréncia a seca. Posteriormente, Silva et al. (2021)
descreveram gue sob estresse hidrico, ambos genotipos apresentaram aumento na quantidade

relativa de n-alcanos e acidos graxos.

Medeiros et al. (2017) relataram que a reducdo da disponibilidade de &gua no solo
causava alteracbes morfologicas e ecofisiologicas em A. pyrifolium. Pereira et al. (2019)
reportaram que a falta da cera epicuticular na epiderme adaxial de C. flexuosa alteravam o
metabolismo fotossintético foliar, bem como as caracteristicas morfoanatémicas das folhas. Em

ambos os estudos, a camada de cera foi altera quimicamente a partir do déficit hidrico imposto.

Embora haja estudos com ceras epicuticulares de plantas da Caatinga, em sua maioria,

esses trabalhos abordaram aspectos quimicos, ecofisioldgicos e taxondmicos. Nenhum estudo
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sobre a bioatividade da cera cuticular de espécies ocorrente neste dominio foi relatado até o

presente momento.

3.4 Fungos fitopatogénicos e Patdgenos Bacterianos

3.4.1 Caracteristicas dos fungos e evidéncias sobre atividade Antifungica das Ceras
Epicuticulares

Os fungos sdo organismos eucariontes uni ou pluricelulares. Diferentemente das
plantas, ndo realizam fotossintese e obtém nutrientes através da absorcado de materiais organicos
do ambiente — seja do solo, da &gua do mar, da &gua doce ou de um hospedeiro animal ou
vegetal (TORTORA; FUNKE; CASE, 2016). Morfologicamente, as formas mais comuns sdo
os bolores, formados por massas visiveis denominadas micélios, compostas de longos
filamentos (hifas) e as leveduras, unicelulares. Os fungos reproduzem-se sexuada e
assexuadamente e podem ser de vida livre ou atuar como agentes patogénicos (TORTORA;
FUNKE; CASE, 2016).

Doencas de plantas causadas por patdégenos fungicos ocasionam grandes perdas na
producdo de alimentos em todo mundo. As perdas de safra devido a esses organismos
prejudiciais, podem ser evitadas ou reduzidas por meio de medidas de protecdo mecanicas e
quimicas (OERKE, 2006; CANTRELL et al., 2012; FISHER et al., 2018) Neste sentido,
produtos naturais demonstram ser fontes para novos pesticidas (CANTRELL et al., 2012). Por
outro lado, 0 manejo de culturas e uso de agroquimicos sintéticos, como benzimidazois e
hidrocarbonetos aromaticos sdo os principais métodos utilizados na prevencéo e controle
(OERKE, 2006; CANTRELL et al., 2012; IANTAS et al., 2021). Apesar de eficientes, sdo
ambientalmente indesejaveis podendo levar ao agravamento da poluicdo ambiental e
contaminagdo humana (BARNARD E PADGITT, 1997; KIM et al., 2018). O uso de
agroquimicos também levou ao aumento e selecdo de patdgenos fungicos resistentes (BRENT
E HOLLOMON, 1998; DEISING et al., 2008).

Tem havido um aumento significativo no desenvolvimento de antifungicos de origem
natural. Por exemplo, uma preparacdo das saponinas de Chenopodium quinoa Willd.
(Amaranthaceae) foi registrada para uso contra o patdgeno de plantas Botrytis cinerea Pers.
(STUARDO E MARTIN, 2008). Da mesma forma, uma preparacio bruta de saponinas de
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Quillaja saponaria Molina (Quillajaceae) é fungicida para os patdgenos de plantas Penicillium
roquefortii e Aspergillus ochraceus (DIXIT et al., 2010). Sharma et al. (2012) relataram que o
composto isotiocianato de alila da semente de Brassica juncea (L.) Czern. (Brassicaceae) pode

ser utilizado como agente antifungico contra fitopatdgenos.

Os extratos brutos vegetais apresentam resultados promissores para o controle de
fitopatdgenos (BAJPAI et al., 2008; AL-REZA et al., 2010; KNAAK et al., 2013; SHIRAZI et
al, 2020). Bajpai et al. (2008) relataram que extratos brutos de folhas de Silene armeria L.
(Caryphyllaceae), inibiram o crescimento dos fitopatdgenos Fusarium oxysporum, Fusarium
solani, Phytophthora capsici, Colletotrichum capsici, Sclerotinia sclerotiorum e Botrytis
cineria, nas concentra¢fes de 500, 125, 500, 500, 1000 e 62,5 pg/ml, respectivamente. De
forma semelhante, extratos de flores de Cestrum nocturnum L. (Solanaceae) apresentaram
inibicdo in vitro no crescimento de F. oxysporum, F. solani, P. capsici, C. capsici, S.
sclerotiorum e B. cineria, em concentragdes de 125 até 1000 pg/mL (AL-REZA et al., 2010).

Martin et al. (1957) relataram que algumas frac6es de cera de folhas de Malus domestica
Borkh. (Rosaceae) demonstraram capacidade de inibir a germinacdo de Podosphaera
leucotricha. Similarmente, Adams et al. (1962) e Johnston e Sproston (1965) sugeriram que 0s
componentes sollveis da cera de Ginkgo biloba L. (Ginkgoaceae) influenciaram a natureza
antifingica, diminuindo significativamente o crescimento de Stemphylium sarcinaeforme,
Alternaria solani, Botrytis allii, Glomerella e Monilinia fructicola. Genders (1965) evidenciou
que ceras epicuticulares de roseiras poderiam desempenhar um papel importante na resisténcia
ao patdogeno da mancha negra Diplocarpon rosae. Heather (1967) demonstrou que as ceras de
Eucalyptus camaldulensis Dehnh (Myrtaceae) desempenhavam uma funcdo de resisténcia

contra Phaeoseptoria eucalypti.

Quanto ao estudo da atividade antifungica de ceras epicuticulares, Martin e Juniper
(1970) publicaram o primeiro livro dedicado exclusivamente & cuticula vegetal. Esta obra
ressalta o papel das ceras como barreira efetiva contra patdégenos fungicos. Varios autores
encontraram principios antifangicos na cera cuticular de folhas e bagas de algumas variedades
do café (Coffea arabica L., Rubiaceae). Nutman e Roberts (1960), Firman (1964), Hocking
(1967), Lampard e Carter (1973), por exemplo, constataram que a cuticula é um fator de
resisténcia importante ao Colletotrichum coffeanum Noack, e que, alguma diferenca quimica

ou fisica seria responsavel pela inibicéo.
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Blakeman e Sztejnberg (1973) sugeriram que a natureza quimica da cera de folhas de
beterraba (Beta vulgaris L., Amaranthaceae) foi responséavel pelo processo de inibicdo da
germinacdo dos esporos de Botrytis cinerea. Parbery e Blakeman (1978) descreveram que 0s
extratos com altas concentracdes de cera de B. vulgaris e Chrysanthemum morifolium Ramat.
(Asteraceae), inibiram a germinacao dos conidios do género Colletotrichum. Segundo Rossall
e Mansfield (1980), a germinacédo de Botrytis cinerea foi inibida nas camadas de cera foliar de
Vicia faba L. (Fabaceae) depositadas por quatro metodologias diferentes. A atividade
antifungica foi associada a fracdo de alcoois primérios da cera. Cohen et al. (1983)
identificaram in vivo um diterpeno na cera de tabaco (Nicotiana glutinosa L., Solanaceae)
inibidora do oidio (Erysiphe cichoracearum). Quando aplicado externamente as superficies das
folhas de plantas suscetiveis, este diterpeno inibiu fortemente a emergéncia dos tubos

germinativos.

Reuveni et al. (1987) relataram que quando os componentes soltveis em acetona foram
removidos da superficie das folhas de Nicotiana tabacum L., cv. Ky-14, a suscetibilidade ao
mofo azul (Peronospora tabacina) aumentava. Na analise do extrato, identificaram-se, a- e j-
4,8,13-duvatrieno-1,3-didis como principais componentes antifingicos removidos da superficie
da folha. Esses compostos inibiram germinacdo de esporangios e desenvolvimento do mofo.
De forma semelhante, Conn e Tewari (1989) mostraram que a remoc¢ao da cera cuticular em
quatro cultivares de Brassica spp. aumentou significativamente a germinacdo de conidios de
Alternaria brassicae. Outros estudos também reforcaram que a remocao de ceras epicuticulares,
resultou em uma germinacdo de conidios maior e mais rapida em compara¢do com as
superficies intactas (BLAKEMAN, 1973; MARSHALL et al., 1980; KOLATTUKUDY et
al., 1995; INYANG et al., 1999; REISIGE et al., 2006; ZABKA et al., 2008).

Toméas-barberdn et al. (1988) verificaram que 5,7-dimetoxiflavona, 3,5,6,7-
tetrametoxiflavona, 5,6,7-trimetoxiflavona, 3,5,7-trimetoxiflavona, 5,6,7,8-tetrametoxiflavona
e 3,5,6,7,8-pentametoxiflavona, isoladas da superficie das folhas e caules de Helichrysum
nitens Oliv. & Hiern (Asteraceae) apresentaram atividade antifingica. Em Brassica oleracea
var. gongulodes L. (Brassicaceae), a estrutura e espessura da camada de ceras atuam na defesa
contra o patdégeno Botrytis cinerea (SCHWAB et al., 1995). Segundo Kolattukudy et al. (1995)
e Inyang et al. (1999), a composicao e a ultraestrutura dos lipidios de superficie nos vegetais,
podem inibir a germinacdo e formacdo de apressorios, no entanto algumas substancias

cuticulares também podem estimular a formacgéo dessas estruturas.
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O crescimento fungico in vitro de Metarhizium anisopliae foi estimulado por compostos
epicuticulares da colza (cv. Falcon), couve chinesa (cv. Tip Top) e nabo (cv. Tokyo Cross),
taxons da familia Brassicaceae (Inyang et al., 1999). Estes autores verificaram que a
germinacdo era mais pronunciada nas superficies foliares sem parafinas do que nas folhas

intactas.

Jenks e Ashworth (1999) descreveram que a estrutura e composi¢do de ceras
epicuticulares podem ser associadas a prote¢ao contra fungos patogé€nicos, muitas vezes,
exclusivas para a interagdo especifica entre planta-patdogeno. Em sintese, o equilibrio entre a
natureza quimica desses componentes cuticulares € determinante para cera de determinada
espécie promover ou inibir a germinacdo e diferenciacdo das estruturas de infeccao
(KOLATTUKUDY et al., 1995).

Em espécies do género Lolium (Poaceae), as propriedades da superficie adaxial da folha
desencadearam a infec¢do por Erysiphe graminis. No entanto, na superficie abaxial, a infec¢édo
ndo ocorria e os conidios ndo formavam tubo germinativo (CARVER et al., 1990).
Posteriormente, Carver et al. (1996) sugeriram que a infec¢do por E. graminis ndo ocorre na
superficie abaxial em Lolium spp. (Poaceae) devido a inibicdo dos conidios pela cera. A

remocao da cera cuticular com cloroférmio restaurava a infeccao.

Garcia et al. (1997) constataram que o 5-(n)-alquilresorcinol, fracdo constituinte da cera
de Hordeum vulgare L. (Poaceae), mostrou-se responsavel pela resisténcia aos patdgenos
Aspergillus niger e Penicillium crysogenum. Russin et al. (1997) descreveram que a cera dos
grdos do milho GT-MAS: gk (Zea mays L. Poaceae), diminuiram o crescimento de Aspergillus
flavus em 35% quando comparado ao tratamento controle. Gembeh et al. (2001) confirmaram
que ceras do milho inibiram o crescimento de A. flavus. Os compostos semelhantes a fendis e

hexadecanoato de etila mostraram ser proeminentes nas bandas associadas a resisténcia.

Um dos poucos estudos envolvendo a atividade antiflngica da cera cuticular de espécies
brasileiras foi realizado por Alcerito et al. (2002). Esses autores identificaram na cera
epicuticular das folhas de Arrabidaea brachypoda Bureau (Bignoniaceae), ocorrente no
Cerrado, quatro flavonoides (3', 4'-di-hidroxi-5,6,7-trimetoxiflavona, cirsiliol, cirsimaritina e

hispidulina) com atividade antifungica contra o fitopatogeno Cladosporium sphaerospermum.

Além de atuar contra fungos fitopatogénicos, a cera cuticular também tem demonstrado
potencial contra fungos patégenos em humanos. Passos et al. (2002) constataram que 0S

extratos da cera de Caryocar brasiliense A.St.-Hil. (Caryocaraceae), exibiram um acentuado
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potencial antifungico sobre os isolados de Cryptococcus neoformans, uma levedura
encapsulada que pode viver tanto em plantas como em animais. De forma similar, os extratos
de Annona squamosa L. (Annonaceae), demonstraram atividade antifingica moderada frente a
Aspergillus niger (SHANKER et al., 2007). Neste estudo foram identificados constituintes
ativos nas folhas como 11-hidroxi-16-hentriacontanona, seu isémero 10-hidroxi-16-
hentriacontanona e 16-hentriacontanona (palmitona). Johann et al. (2007) também verificaram
que a cera cuticular das cascas de Citrus spp. (Rutaceae) apresentou atividade antimicrobiana
contra os fungos dermatofitos Trichophyton mentagrophytes e Microsporum canis.

Segundo Goodwin et al. (2007), as baixas concentracdes de ésteres forneceram maior
suscetibilidade a infeccdo do fitopatdgeno Diplocarpon rosae em espécies do género Rose
(Rosaceae), enquanto espécies com proporcles elevadas de ésteres e baixas de alcanos,
apresentaram resisténcia. Os componentes da cera da planta hospedeira, Digitaria sanguinalis
(L.) Scop. (Poaceae), e ndo hospedeira Festuca arundinacea Schreb. (Poaceae),
desempenharam papéis importantes na determinacdo da eficacia com que essas plantas foram
capazes de combater a invaséo de Curvularia eragrostidis (WANG et al., 2008).

Compostos antifangicos na superficie de Pyrus bretchneideri Rehd cv. Pingguoli
(Rosaceae) foram referidos em alguns estudos. Segundo Li et al. (2008), os acidos palmitico,
oleico e linolénico, além do esqualeno e ésteres alquilicos de ftalato poderiam ser 0s
responsaveis pela inibicdo in vitro da germinacdo de conidios e do crescimento micelial de
Alternaria alternata. Yin et al. (2011) e Chen et al. (2014) identificaram no fruto de P.
bretchneideri, além dos compostos citados anteriormente, n-alcanos, aldeidos e triterpenos.
Estes autores também constataram que a remocao da cera estimulava a germinacéo dos esporos

e 0 crescimento micelial.

Ainda sobre o papel protetor dos componentes cuticulares de P. bretschneideri em
diferentes estagios de desenvolvimento do fruto, a cera inibiu significativamente a germinacao
e crescimento micelial de Alternaria alternata (LI et al., 2014; TANG et al., 2017; WU et al.,
2017). De acordo com os resultados de Yin et al. (2011) e Wu et al. (2017), os terpenoides em
frutos de P. bretschneideri desempenham um papel na protecdo da infeccéo da podridéo
causada por A. alternata. Similarmente, Wang et al. (2021) descreveram que terpenoides em

ceras de Lycium barbarum L. (Solanaceae), podem contribuir para a resisténcia ao A. alternata.

O processo de inibicdo do fungo biotréfico Golovinomyces orontii, causador do oidio

em Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (Brassicaceae), mostrou-se diferente nas variedades cer3
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(resistente) e cerl (suscetivel) (INADA E SAVORY, 2011). As diferengas nos efeitos de
inibicdo da pré-penetragdo e crescimento micelial nas variedades, podem estar relacionadas a

natureza quimica da cera entre 0s dois mutantes.

O papel das ceras foliares e de bagas da videira (Vitis sp., Vitaceae) como mecanismo
de resisténcia a Erysiphe necator causador do oidio da videira foram analisados por Ozer et al.
(2017). Esse os autores identificaram 27 acidos graxos, 26 alcanos, seis terpenos, trés esteroides
e outros compostos nas fracdes com alta atividade antifingica (= 75% de inibicdo da

germinacao).

Segundo Potts et al. (2016), as diferencas na quimica da cera epicuticular de espécies
do género Eucalyptus foram relacionadas a resisténcia ao patdgeno Austropuccinia psidii.
Similarmente, Santos et al. (2019) analisaram as ceras epicuticulares de 21 espécies de
Eucalyptus para determinar a composicao e classifica-las como susceptiveis ou resistentes ao
A. psidii. Duas espécies foram classificadas como altamente resistentes, quatro como
susceptiveis, e as demais com baixa resisténcia. Sugeriu-se que compostos especificos de cera

podem ser responsaveis pela bioatividade.

Xiao et al. (2020) detectaram que o extrato bruto da cera foliar de Sorghum bicolor (L.)
Moench (Poaceae), potencializou o crescimento de Penicillium sp, no entanto diminuiu o
didmetro da colonia de Alternaria alternata. Por outro lado, a cera do caule de S. bicolor supriu
o crescimento de Penicillium sp, mas ndo de A. alternata. Esses autores atribuiram as diferencas
de bioatividade as variacdes quimicas na cera. Carvalho et al. (2022) evidenciaram que a cera
do genoGtipo resistente do cacau (Theobroma cacao L. Malvaceae), possui moléculas
antifungicas com atividade inibitéria contra a germinacéo de basidiésporos de Moniliophthora

perniciosa in vitro.

3.4.2 Ceras Epicuticulares e Interagdes com Fungos

Diversos autores tém constatado que os constituintes cuticulares podem apresentar um
importante papel como sinalizadores para germinagéo e crescimento de fungos, tornando-se
indutores desse processo. Inumeros trabalhos descreveram que tanto hidrofobicidade da
superficie, quanto os componentes de ceras epicuticulares, podem estimular os processos

germinativos através de pistas quimicas na superficie (TSUBA et al., 2002; GNIWOTTA et al.,
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2005; REISIGE et al., 2006; ZABKA et al., 2008; RINGELMANN et al., 2009; HANSJAKOB
et al., 2010, 2011, 2012; UPPALAPATI et al., 2012; CHEN et al., 2014; JU et al., 2017,
SANTOS et al., 2019). Em sua grande maioria, 0s estudos envolvem espécies vegetais de

importancia agrondémica.

Segundo Akai et al. (1967), Maheshwari et al. (1967), Von Schitt (1971; 1972), Macko
(1981) e Trione (1981), fungos fitopatogénicos usam componentes quimicos da cuticula para
desencadear a germinacdo e diferenciacdo dos tubos germinativos em apressorios. A
sinalizacdo, no entanto, é especifica de patdgeno e hospedeiro. Prusky e Saka (1989) relataram
que o patdgeno causador da antracnose do abacate, Colletotrichum gloeosporioides, germina e
forma apressorios sobre ceras do fruto, sugerindo que ha um estimulo quimico presente na cera
indutor a formacao de estruturas de infeccdo. Podila et al. (1993) e Kolattukudy et al. (1995),
comprovaram que a germinagdo e formacdo de apressérios por C. gloeosporioides foram
seletivamente induzidos pela fracdo de alcoois de cadeias longas da cera do abacate (Persea

americana Miller var. Haas, (Lauraceae), mas ndo sobre ceras de outras plantas.

Hegde e kolattukudy (1997) observaram que os conidios de Magnaporthe grisea
germinaram e formaram apressorios ao entrar em contato com a superficie foliar de arroz. Tais
autores atribuiram a inducdo da germinacdo e diferenciacdo aos componentes hidrofébicos
como hidrocarbonetos e alcoois alifaticos. Em estudos com Capsicum annuum L. (Solanaceae),
esporos de C. gloeosporioides (isolado KG02) germinavam sobre ceras da variedade de frutos
verdes, no entanto permanecem pouco ativos em superficies da variedade de frutos vermelhos.
Tal incompatibilidade foi correlacionada com a natureza quimica da camada de cera cuticular
(OH etal., 1999). Esteres e acidos graxos cuticulares podem induzir a lipase fingica, facilitando
aadesdo e penetracdo dos conidios de Botrytis cinerea em Vitis vinifera cv. Pinot (COMMENIL
etal., 1999).

Tsuba et al. (2002) constataram que o aldeido hexacosanal presentes na folha de
Hordeum vulgare L. (Poaceae), era o fator responsavel pela diferenciagdo do tubo germinativo
do oidio Brumeria graminis, enquanto o aldeido triacontanal, na cera de folhas de repolho (uma
planta ndo hospedeira), era muito menos eficaz nessa diferenciagdo. A avaliacdo da influéncia
da cera epicuticular de Pisum sativum L. (Leguminosae) na germinacdo e diferenciacdo de
Erysiphe pisi foi realizada por Gniwotta et al. (2005). Segundo estes autores, a superficie
adaxial ofereceu maior estimulo na germinagdo e diferenciagcdo. A superficie adaxial de P.

sativum possui altas concentraces de &lcoois priméarios (hexacosanol - Cas), enquanto a
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superficie abaxial continha quantidades maiores de n-alcanos (hentriacontano - Czz) e baixo

teor de alcoois primarios.

Puccinia graminis, patogeno do trigo (Triticum compactum L. Poaceae), necessita de
aldeidos epicuticulares especificos (nonacosanal - C28) para induzir a formag&o de apressorios
(REISIGE et al., 2006). Os autores constataram que extratos cloroférmicos das ceras
epicuticulares do trigo, mas ndo os extratos hexanicos, induziram 50% da germinagéo e
producdo de apressdrios do fitopatdgeno da ferrugem. Além disso, o extrato hexanico de ceras
do trigo ndo foi indutivo, que em contraste com o extrato cloroférmico, ndo continha a banda
de aldeido (REISIGE et al., 2006).

Zabka et al. (2008) constataram que os dois principais componentes da cera de H.
vulgare, o alcool hexacosanol e o aldeido (hexacosanal), mostraram atividades distintas na
diferenciacéo do oidio B. graminis. O alcool inibiu efetivamente a diferencia¢do dos conidios,
enquanto o aldeido a estimulou. A cera cuticular de Digitaria sanguinalis (L.) Scop. (Poaceae)
potencializou significativamente o crescimento dos tubos germinativos dos conidios de

Curvularia eragrostidis, mas nao teve efeito na formacéo de apressorios (WANG et al., 2008).

Feng et al. (2009) constataram que a remocao da cera foliar de Triticum aestivum L.
comprometia os componentes da patogenicidade fangica de B. graminis, incluindo adeséo de
conidios, formacdo de apressério e crescimento de hifas. Segundo esses autores, a cera
apresenta alcanos como pistas quimicas para desencadear a infec¢do. Ringelmann et al. (2009)
descreveram que 0s processos de pré-penetracdo do fungo oidio B. graminis f.sp. hordei em
Lolium perene L. (Poaceae) foram estimulados por aldeidos de cadeia longa (principalmente n-
hexacosanal). Posteriormente, Hansjakob et al. (2011) verificaram que a auséncia de aldeidos
de cadeia longa comprometia a germinacgéo de B. graminis, enquanto o revestimento da folha
do milho selvagem (Zea mays cv. 836B) com &acido n-docosandico, reduziu a germinacao dos
conidios. Em outro estudo, Hansjakob et al. (2012) confirmaram que o desenvolvimento do
tubo germinativo primario em B. graminis f.sp. hordei era estimulado por aldeidos de cadeia

longa.

Chen et al. (2014) demonstraram que extratos metanolicos e cloroférmicos das ceras de
Pyrus bretchneideri estimularam o crescimento micelial de Alternaria alternata. No entanto, o
crescimento foi inibido com ceras extraidas com éter e n-hexano. Este resultado sugeriu que o
método de extracdo também é capaz de influenciar a bioatividade, devido a solubilidade dos

diferentes compostos cuticulares nos solventes utilizados.
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Segundo Zhu et al. (2017), os aldeidos n-hexacosanal e n-octacosanal foram mais
eficazes na formacéo de ascosporos e diferenciagdo de conidios de B. graminis f.sp. tritici (Bgt)
in vitro. Em Eucalyptus grandis W. Hill., Santos et al. (2019) identificaram o &cido
hexadecandico como sendo capaz de estimular a germinacdo de uresdosporos de
Austropuccinia psidii.

Em espécies do género Prunus (Rosaceae), elevadas taxas de infec¢bes pelo patdgeno
Clasterosporium carpophilum ocorreram em superficies nas quais n-octadecanal e 1-
hexacosanol estavam presentes (KHROMYKH et al., 2020). Além disso, 0s autores
constataram uma correlacdo positiva entre o grau da infeccdo e o teor do n-alcano
tetrapentacontano, sugerindo uma atividade protetora ou sinérgica para a infeccdo. Esses dados
reforcam o papel de sinalizacdo quimica que as ceras exercem aos patdgenos.

Nos altimos anos, pesquisas tém sido direcionadas para 0s aspectos genéticos que
regulam a biossintese de ceras cuticulares. A manipulagdo de genes para obtengdo de uma cera
com uma composi¢do cuticular especifica é de grande importancia para a area de agronomia.
Esses achados podem ser Uteis para uma selecdo de genotipos resistentes em estudos de
melhoramento.

As modificacdes na expressdo do gene cerl em mutantes de Arabidopsis thaliana, por
exemplo, aumentaram a suscetibilidade ao patdgeno Sclerotinia sclerotiorum. A
superexpressdo desse gene causou um acumulo de alcanos de cadeia longa na superficie,
atuando como componentes ativadores do desenvolvimento fungico (BOURDENX et al.,
2011). Yan Xue et al. (2014) destacaram que a infeccao da folha de plantas mutantes acbpl de
A. thaliana por Botrytis cinerea foi decorrente da diminuicéo do teor de ceras. Especificamente,
n-alcanos com Cs; e Csz atomos de carbonos e acidos graxos com Cog &tomos de carbonos, que
apresentaram taxas reduzidas em comparacao ao tipo selvagem.

De forma semelhante, plantas mutantes de Medicago truncatula Gaertn (Leguminosae),
conhecidas como irgl, apresentaram resisténcia a ferrugem causada por Phakopsora pachyrhizi
e Puccinia emaculata e, ao patdégeno da antracnose (Colletotrichum trifolii). Essa resisténcia
foi possivelmente devida a perda completa dos cristais de cera epicuticular da superficie abaxial
e hidrofobicidade superficial reduzida na folha. A composicao das ceras na superficie abaxial
de mutantes irgl apresentou mais que 90% de reducéo de alcoois primarios (C30) e um aumento
preferencial de n-alcanos C29 e C31 em comparagdo com o tipo selvagem (UPPALAPATI et
al., 2012).

Delventhal et al. (2014) investigaram a resposta de linhagens ndo hospedeiras a uma

espeécie de fungo do complexo Magnaporthe. A presenca desse fungo na superficie da cevada
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(Hordeum vulgare) desencadeia a expressdao do gene CYP96B22 envolvido na biossintese de
ceras epicuticulares e, dessa forma, os constituintes cuticulares impedem a penetracdo do
fitopatogeno. Em outra pesquisa com cevada (H. vulgare), Weidenbach et al. (2014)
evidenciaram que os esporos de B. graminis apresentaram germinacdo reduzida em plantas
mutantes. A analise de espectrometria de massas revelou que o mutante tem significativamente
menos constituintes alifaticos com cadeias carbénicas acima de 24 4tomos.

A partir dos exemplos, fica evidente que as ceras epicuticulares, além de inibir o
crescimento fungico, sdo capazes também de sinalizar, positivamente, para diferentes tipos de
patdgenos. Deste modo, os estudos revelam que o processo de infeccdo fungica é altamente
complexo e dependente da composicdo quimica da cuticula das plantas. A Tabela 2 sumariza

0s achados apresentados.

Tabela 2. Compostos isolados encontrados em ceras epicuticulares e suas interacbes com fungos
fitopatogénicos.

Classes/Referéncias

Tipo de atividade verificada

Componente quimico

Acidos graxos

Santos et al., (2019)
Hansjakob et al., (2011)

Alcoois

Khromykh et al., (2020)
Zabka et al. (2008)

Aldeidos

Khromykh et al. (2020)

Reisige et al., (2006);
Zhu et al., (2017).

Tsuba et al., (2002)
Ringelmann et al., (2009)
Zabka et al. (2008)

Zhu et al., (2017)
Hansjakob et al., (2010)

Alcanos

Khromykh et al. (2020)

Cetonas

Shanker et al., (2007)

Atividade estimulante
Atividade inibitoria

Atividade estimulante
Atividade protetora

Atividade estimulante

Sinalizagdo para formacdo de
apressorios

Sinalizag8o para germinacéo.
Atividade estimulante

Atividade protetora ou cimplice da

infeccéo

Atividade antifungica

Acido hexadecanéico
Acido n-docosanoico

1-Hexacosanol
n-Hexacosanol

n-Octadecanal

n-Octacosanal

n-Hexacosanal

Tetrapentacontano

11-hidroxi-16-hentriacontanona
10-hidroxi-16-hentriacontanona



Flavonoides

Tomas-barberan et al., (1988)

Alcerito et al., (2002)

Terpenoides
Reuveni et al., (1987)

Cohen et al., (1983)

Outros compostos

Garcia et al., (1997)

Atividade antifungica

Atividade antiflngica

Atividade antifungica

Atividade antifungica

Atividade antifungica
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16-hentriacontanona

5,7-dimetoxiflavona,
3,5,6,7-tetrametoxiflavona,
5,6,7-trimetoxiflavona,
3,5,7-trimetoxiflavona,
5,6,7,8-tetrametoxiflavona
3,5,6,7,8-penta metoxiflavona

3’ 4'-dihidroxi-5,6,7-trimetoxiflavona
Cirsiliol
Cirsimaritina
Hispidulina

a- e f-4,8,13-duvatrieno-1,3-didis

2-ketoepimanool

5-(n)-alquilresorcinol

3.4.3 Caracteristicas das bactérias e evidéncias sobre atividade antibacteriana das ceras

epicuticulares

Bactérias sdo organismos com estrutura relativamente simples e unicelulares. Devido
ao fato de seu material genético ndo ser envolto por uma membrana nuclear, as células
bacterianas sdo denominadas de procariontes (TORTORA; FUNKE; CASE, 2016).
Morfologicamente, as bactérias apresentam-se em formato de esfera (cocos), de bastdo (bacilos)
e de espiral. De acordo com o arranjo celular e agrupamento dos cocos, eles podem ser
chamados de diplococos, estreptococos, tétrades, sarcinas e estafilococos. Os bacilos,
apresentam-se em forma de bacilo Gnico, em pares (diplobacilos) ou em cadeias
(estreptobacilos) (TORTORA; FUNKE; CASE, 2016). As bactérias espirais, ttm uma ou mais
curvaturas, algumas sao bastées curvos chamados de vibrides. Outras, em formato helicoidal,
chamadas espirilo, por Gltimo, em formato helicoidal e flexivel, sdo chamadas de espiroquetas.
Além disso, geralmente se reproduzem por divisdo binaria e sdo nutridas por compostos
organicos encontrados na natureza e de organismos vivos ou mortos (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2016).
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Quanto a diversidade bacteriana, de acordo com o resultado da coloragdo de Gram, as
bactérias sdo classificadas em Gram-positivas ou Gram-negativas. Esta separacdo baseia-se,
principalmente na constituicdo da superficie da parede celular bacteriana (MADIGAN et al.,
2016). Em bactérias Gram-negativas a superficie € composta pela bicamada lipidica, uma
intermediéria de peptideoglicano e uma segunda membrana denominada lipopolissacaridica.
As Gram-positivas sdo constituidas pela membrana citoplasmética e uma Unica camada espessa
de peptideoglicano (MADIGAN et al., 2016). Assim, tais caracteristicas estruturais sao capazes
de interferir na atividade bioldgica de um antibiotico. As bactérias Gram-positivas, por
exemplo, geralmente sdo susceptiveis a penicilina, enquanto a maior parte das Gram-negativas
séo resistentes (MADIGAN et al., 2016; COSTA E JUNIOR, 2017).

As pesquisas em direcdo a novos antimicrobianos também sdo voltadas para as
substancias de origem vegetal (PINTO et al., 2002; SILVA E JUNIOR, 2010; TRENTIN et al.,
2011). A maioria dos fitoquimicos antimicrobianos, pertencem as classes dos compostos
fendlicos, terpenos, alcaloides e peptideos (SINGH, 2017). No entanto, constituintes de cera
vegetal, como 16-hentriacontanona (cetona), ja demonstraram atividade antibacteriana frente a
patdgenos humanos (SHANKER et al., 2007). O estudo da atividade antimicrobiana de extratos
vegetais in vitro é avaliada através da determinacdo de uma pequena quantidade da substancia
necessaria para inibir o crescimento do microrganismo-teste; esse valor € conhecido como
Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) (NCCLS document M7-A7, 2006; OSTROSKY et al.,
2008; SILVA et al., 2013; DOS SANTOS et al., 2019).

Extratos brutos de diferentes 6rgdos de algumas espécies Brasileiras ja tiveram seu
potencial antibacteriano verificado in vitro, tais como: Tabebuia avellanedae Lorentz ex Griseb
(Bignoniaceae) (MACHADO et al., 2003), Cnidoscolus quercifolius Pohl. (Euphorbiaceae),
Phyllanthus sp. (Phyllanthaceae), Pseudobombax marginatum (A. St.-Hill., Juss. & Cambess.)
(Malvaceae) e Ruta graveolens L. (Rutaceae) (ALMEIDA et al., 2012), Buchenavia tetraphylla
(Aubl.) R. A. Howard (Combretaceae) (OLIVEIRA et al., 2012), Indigofera suffruticosa Mill.
(Fabaceae), Sida urens L. (Malvaceae), Acanthospermum hispidum DC. (Asteraceae),
Euphorbia hyssopifolia L. (SILVA et al., 2013), Commiphora leptophloeos (Mart.) J. B. Gillet
(Burseraceae), Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan, Pityrocarpa moniliformis (Benth.)
Luckow & R.W. Jobson (Fabaceae), Myracrodruoun urundeuva Alemao (Anacardiaceae)
(TRENTIN et al., 2011; 2014), Annona vepretorum Mart., Schinopsis brasiliensis Engl.
(Annonaceae) (ALMEIDA et al.,, 2014; LIMA-SARAIVA et al.,, 2017), Mesosphaerum
suaveolens (Lamiacae) (BEZERRA et al., 2020) e Croton tetradenius Baill. (Euphorbiaceae)
(SIQUEIRA et al., 2021).
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A Filosfera é um termo utilizado para se referir ao ambiente na superficie das folhas e
frutos, que é fisico, quimico e biologicamente distinto da planta e da atmosfera que os rodeiam.
Desta forma, fungos e bactérias que vivem neste habitat, sdo classificados como epifiticos
guando ndo interferem na vida do hospedeiro (RUINEN, 1956; LEVEAU, 2006) e, patogénicos
quando causam doencas no hospedeiro. Na Filosfera h4 uma grande quantidade de
microrganismos, os quais sdo estimados em 10%° de bactérias (MORRIS E KINKEL, 2002).

No processo de interacdo planta-patdgeno, as primeiras estruturas que 0s patogenos
foliares se deparam sdo os cristais e filmes de ceras epicuticulares depositados na superficie.
Assim, algumas evidéncias demonstram um relevante papel de ceras foliares nas interagoes
bidticas com uma gama de microrganismos (RIEDERER, 2006; POLLARD et al., 2008;
YEATS E ROSE, 2013). Sabe-se que as ceras podem manter as células bacterianas e fungicas
suficientemente longes da epiderme da planta e, também, resistir a degradacdo microbiana
(SWAIN, 1977). Além disso, um conjunto de fatores localizados na superficie foliar pode
influenciar na resisténcia ou suscetibilidade da planta, como por exemplo, permeabilidade
cuticular (BESSIRE et al., 2007), hidrofobicidade da superficie (TSUBA et al., 2002; ZHU et
al., 2017), angulo de contato dos cristais (ZABKA et al., 2008) e composicdo quimica (YEATS
E ROSE, 2013). Ainda assim, segundo estes ultimos autores, alguns mecanismos de defesas
séo complexos e ainda ndo bem compreendidos.

Assim como patdgenos de origem flngicas, a maioria dos estudos sobre o papel das
ceras epicuticulares contra agentes bacterianos foram conduzidos com espécies vegetais de
interesse econdmico. Marcell E Beatiie (2002a; 2002b) investigaram a colonizacdo de duas
espécies bacterianas, a saprofita Pantoea agglomerans e o patégeno Clavibacter michiganensis
subsp. Nebraskensis utilizando como planta hospedeira uma linhagem selvagem e um grupo de
mutantes do milho. Os autores observaram que as linhagens mutantes (gl1, gl3, gl4, gl5 e gl20)
retiveram populacdes bacterianas maiores do que o tipo selvagem. Segundo estes autores, a
menor quantidade de cera nas linhagens mutantes pode ter motivado uma maior proliferacéo
bacteriana.

Alguns componentes isolados da cera de Annona squamosa L. (Annonaceae)
demonstraram atividade antibacteriana moderada in vitro frente a patbgenos humanos Gram-
positivos (Bacillus subtilis, Bacillus sphaericus, Staphylococcus aureus) e Gram-negativos
(Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella aerogenes e Chromobacterium violaceum). Neste
estudo, 11-hidroxi-16-hentriacontanona, seu isémero 10-hidroxi-16-hentriacontanona e 16-
hentriacontanona (palmitona) demostraram significativa atividade antibacteriana, notadamente
a palmitona (SHANKER et al., 2007).
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Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (Brassicaceae) é uma das espécies modelo mais
estudadas em diferentes pesquisas. Deste modo, a descoberta e entendimento de um fenémeno
bioldgico na espécie pode facilitar o entendimento em outros grupos de organismos (PINTO et
al., 2002; DELATORRE E SILVA, 2008). Dentre essas pesquisas, existe uma area focada no
grupo de vérios Arabidopsis mutantes afetados na biossintese de ceras, conhecidos como

eceriferum (cer; literalmente “ndo carregador de cera”) (JENKS et al., 1995).

Tang et al. (2007) investigando o mutante de A. thaliana sma4, em comparacdo com a
planta selvagem, constataram que a linhagem sma4 apresentava suscetibilidade ao patdgeno
bacteriano Pseudomonas syringae pv tomato DC3000. No entanto, este mutante apresentava
resisténcia a germinacao dos esporos fungicos de B. cinerea. Concluiu-se que a enzima LACS2
codificava constituintes da cutina ou de outras estruturas cuticulares responsaveis pelo potencial

antifungico observado.

Modificacdes na expressao do gene cerl, aumentavam a suscetibilidade aos patdégenos
bacterianos P. syringae pv tomato DC3000 e DC3000/avrRpt2. Este gene codifica a enzima
formadora de alcanos de cadeia longa, sugerindo que o super acimulo desses compostos
desencadeia a suscetibilidade ao patégeno (BOURDENX et al., 2011). Mutantes de A. thaliana
eceriferum (cerl, cer6, cer9, cerl6) comparados ao respectivo tipo selvagem (Landsberg
erecta), resultou na maior colonizacdo de clados bacterianos, enquanto o tipo selvagem foi
colonizado por apenas um unico clado. A composicdo quimica da cera cuticular vegetal pode
ser um fator que influencia a diversidade da comunidade bacteriana na Filosfera (REISBERG
etal., 2013).

Em Arabidopsis dewax, Ju et al. (2017) relataram resisténcia ao patégeno bacteriano
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000. Essa planta transgénica apresenta potencial para o
desenvolvimento de linhagens de Brassica resistentes a varias doengas. Em A. thaliana eca2,
ocorreu resisténcia ao patdgeno bacteriano P. syringae. Além disso, na caracterizac¢do quimica,
eca2 tem uma reducéo significativa tanto da cera cuticular quanto da cutina. Sugerindo que
eca2 é um modelo interessante para caracterizar a base molecular das defesas das plantas contra
diferentes interagdes biodticas (BLANC et al., 2018).
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3.5 Espécies da caatinga selecionadas para estudos de atividade antimicrobiana

3.5.1 Allamanda blanchetii

Allamanda blanchetii € uma das cinco espécies de Apocynaceae endémicas do Brasil,
ocorrendo na maioria das vezes nos afloramentos rochosos e distribuindo-se na Caatinga e no
Cerrado (GIULIETTI et al., 2002). Popularmente € utilizada para problemas cardiacos,
hipertensdo, laxante, emético e catartico (ALBUQUERQUE et al., 2007b). O extrato da folha
da espécie demonstrou propriedades bioldgicas variadas como atividade de eliminacdo de
radicais livres de DPPH, atividade citotoxica no bioensaio de letalidade de artémia, atividade

trombolitica e atividade antibacteriana no ensaio de difusdo em disco (SHARMIN et al., 2013).

Uma outra espécie do género, Allamanda cathartica L., muito utilizada como planta
ornamental. E vastamente encontrada na Amazonia, Mata atlantica e Cerrado. Medicinalmente,
sua casca, folhas e flores aliviam inflamacdo, constipacao, ascite e dor de cabeca por aplicacao
externa. Ha alegacGes de que o extrato destilado da planta cura doencas infecciosas fungicas e
bacterianas (CHAVEERACH et al., 2014). Além disso, pequenas quantidades sdo utilizadas
como laxantes e eméticos. Quando usado em excesso, no entanto, torna-se um laxante forte e
causa vOmito excessivo, e, as vezes, até morte (PUPATTANAPONG, 1979).

In vitro, uma substancia isolada de A. cathartica apresentou forte fungitoxicidade contra
alguns causadores de dermatomicoses em animais e seres humanos (TIWARI et al., 2002).
Extratos obtidos de diferentes 6rgdos com diclorometano mostraram uma alta atividade
antifungica contra os dermatofitos Trichophyton rubrum e Microsporum gypseum (NAHAR et
al., 2010). Além de patégenos humanos, Masuduzzaman et al., (2008) relataram que o extrato

da folha foi considerado eficaz contra patdgenos de plantas.

Em relacdo a composicdo da cera cuticular, alguns estudos foram realizados com
espécies da familia Apocynaceae, como por exemplo A. pyrifolium (OLIVEIRA et al., 2000;
MEDEIROS et al., 2017), Mandevilla guanabarica Casar. ex M.F.Sales, Kin.-Gouv. &
A.0.Simdes e M. moricandiana (A.DC.) Woodson (CORDEIRO et al., 2011). Triterpenos
pentaciclicos e n-alcanos ocorrem com frequéncia. Assim, partindo de uma abordagem
guimiotaxondmica, € relevante que A. blanchetii seja submetida a testes antimicrobianos e de

caracterizagcdo dos componentes cuticulares.
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3.5.2 Aspidosperma pyrifolium

Aspidosperma pyrifolium popularmente conhecido como “pereiro”, pertence a familia
Apocynaceae e apresenta uma vasta distribuicdo geografica nos dominios da Caatinga e do
Cerrado. Possui de trés a oito metros de altura ou assume um habito mais arbustivo na Caatinga
(OLIVEIRA, 1999; LEMOS et al., 2012). E amplamente utilizada na medicina popular e sua
madeira € usada na fabricacdo de moveis (SANTOS et al., 2009). Espécies de Aspidosperma
sdo conhecidas pelo potencial antiplasmodial em condicGes de malaria (CHIERRITO et al.,
2014; AGUIAR et al., 2015), anti-leishmania (CUNHA et al., 2012), antinociceptivas, anti-
inflamatério (AQUINO et al., 2013), neuroprotetora, antioxidante e anti-inflamatéria
(ARAUJO et al., 2018).

Popularmente, a casca de A. pyrifolium é utilizada para tratar varias doencas, como
dermatite, gastrite e malaria, devido ao seu potencial anti-inflamatério (AGRA et al., 2007;
ALMEIDA et al., 2019). Além disso, é conhecida como responsavel por abortamentos em
caprinos (SOUZA LIMA E SOTO-BLANCO, 2010). Seu potencial inseticida também foi
descrito (TRINDADE et al., 2008). Quanto a atividade antimicrobiana, algumas espécies do
género j& demonstraram atividades contra Staphylococcus aureus, Bacillus subtillis e
Escherichia coli (OLIVEIRA et al., 2009); Candida albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, S.
aureus e B. subtillis (PESSINI et al., 2012); incluindo A. pyrifolium frente a S. aureus (ROCHA
etal., 2018).

Em relacdo aos estudos com a cera cuticular de A. pyrifolium, a composi¢do quimica ja
foi descrita por Oliveira et al. (2000) e Medeiros et al. (2017). Segundo esses autores, 0S
principais constituintes da cera cuticular foliar desta espécie foram triterpenos e n-alcanos.
Devido as diversas bioatividades mencionadas para a espécie e, a auséncia de estudos sobre a
bioatividade de seus constituintes de natureza cuticular, a avaliagdo do potencial antimicrobiano

da espécie parece ser promissora.

3.5.3 Croton heliotropiifolius

Croton heliotropiifolius (Euphorbiaceae) € popularmente conhecida como “velame”. O

taxon apresenta uma ampla distribuicdo nas américas. No Brasil, € mais comum em vegetagédo
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de Caatinga, Cerrado e Mata atlantica (CARUZO et al., 2022). Trata-se de um arbusto
aromatico, com folhas e ramos cobertos por tricomas estrelados (LUCENA, 2009). E descrito
seu uso em estudos etnofarmacoldgicos para tratamento de doengas como anemia, gripe, tosse,
dor de estdmago, distdrbios menstruais, dor nas costas e doencas do sangue utilizando diversos
6rgdos da planta (ALBUQUERQUE et al., 2007b), inflamacdo generalizada e dermatite
(SARAIVA et al., 2015), dor de coluna (ROQUE et al., 2010), doencas parasitarias (VASCO-
DOS-SANTOS et al., 2018; MACEDO et al., 2015), febre e tumores (MACEDO et al., 2015).

Estudos preliminares mostraram toxicidade moderada para Artemia salina (SILVA et
al., 2018), atividade antibacteriana (ANGELICO et al., 2014; ARAUJO et al., 2017),
antifingica e antioxidante (BRITO et al., 2018). Além disso, diversas atividades biologicas
foram identificadas em espécies de Croton, como por exemplo em C. ericoideus Baill. atividade
amebicida (VUNDA et al., 2012), atividade antioxidante em extratos C. argyrophylloides
Muell. Arg. (NERI et al., 2021), atividade antibacteriana do 6leo de C. adamantinus Mull. Arg.,
C. argyrophyllus Kunth e Croton tetradenius Baill. (XIMENES et al., 2013; ARAUJO et al.,
2020; SIQUEIRA et al., 2021), atividade antinociceptiva e cicatrizante de C. adamantinus
(XIMENES et al., 2013), atividade fitotoxica e nematicida do extrato de C. ehrenbergii Schitdl.
(RIOS et al., 2019).

Em referéncia a composicdo da cera epicuticular, Costa Filho et al. (2012) estudaram a
distribuicdo de n-alcanos em espécies de Croton, incluindo C. heliotropiifolius. Nenhum outro
estudo tem sido conduzido neste aspecto. Desta forma, € interessante que esta espécie seja
submetida a estudo antimicrobiano dos seus constituintes cuticulares, devido as varias espécies

deste género possuirem algum tipo de propriedade medicinal comprovada.

3.5.4 Cynophalla flexuosa

Cynophalla flexuosa (Capparaceae), conhecida como “feijao-bravo”, ¢ uma espécie
nativa do semiarido que tem como sindnimo Capparis flexuosa (L.) L. Na Caatinga, € uma das
espécies mais comuns, podendo assumir habito arbustivo-arbéreo. Mantém-se verde durante
guase todo o0 ano (SOARES NETO et al., 2014). Os poucos estudos realizados com a espécie
séo direcionados principalmente a taxonomia e ecofisiologia (SOARES NETO et al., 2014,
FIGUEIREDO et al., 2018). Contudo, as analises quimicas de ceras epicuticulares de C.
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flexuosa foi efetuada por Pereira et al. (2019), sendo triterpenoides 0s principais componentes

encontrados.

Popularmente, C. flexuosa € indicada como antidoto para picadas de cobras, utilizada
no tratamento de febres, como depurativo e restauragdo do fluxo menstrual (ALBUQUERQUE
E ANDRADE 2002; RIBEIRO et al., 2014; YAZBEK et al., 2016). Além disso, apresenta
potencial bioinseticida sobre as larvas de Anagasta kuehniella (Zeller) (Lepidoptera: Pyralidae)
(SASAKI et al., 2013). O oleo essencial de C. flexuosa demonstrou potencial antioxidante e
atividade anti-acetilcolinesterase (CARVALHO et al., 2021). O extrato hidroetandlico
demonstrou efeito antioxidante e atividade inibitdria de uma cepa de Candida spp. (SALAZAR
et al., 2022). O feijdo-bravo é uma das espécies utilizadas para a alimentacdo animal da regido
do semiérido, sobretudo devido ao seu valor nutricional (ALMEIDA-NETO et al., 2011).

Algumas espécies da familia Capparaceae sdo utilizadas na medicina popular por varios
grupos tradicionais (ALBUQUERQUE et al., 2007a; NAZAR et al., 2020). Também séo
possuidoras de atributos farmacoldgicos (SECK et al., 1993), como atividade antimicrobiana
in vitro (PENDOTA et al., 2015), atividade inibitoria do crescimento de células cancerigenas
(SUFFREDINI et al., 2006), atividade antiviral (SIMOES et al., 2010), antinociceptiva,
antirreumatica, hipolipidémica, antiaterosclerética, antigiardial, antioxidante, anti-inflamatoria
(NAZAR et al., 2020).

3.5.5 Jatropha mutabilis

Jatropha mutabilis (Euphorbiaceae) é uma espécie endémica do Brasil, ocorrendo no
Dominio Fitogeogréafico da Caatinga (BIGIO et al., 2022). A caracterizacdo quimica da cera
epicuticular de duas espécies do género Jatropha, uma delas nativa da Caatinga, sdo relatados
em Figueiredo et al. (2012) e Figueiredo et al. (2015). Sabandar et al. (2013) revisaram as
propriedades medicinais, fitoquimicas e farmacologicas do género. Estes autores descreveram
que J. curcas L., J. gaumeri Greenm., J. gossypiifolia L., J. multifida L., J. nana Dalzell &
Gibson, J. unicostata Balf. f. possuem atividade antibacteriana (SABANDAR et al., 2013). J.
curcas também apresentou atividade antifingica, a qual também foi descrita para J. multifida
L. (WEl et al., 2005).
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Além da atividade antimicrobiana, estudos farmacol6gicos demonstraram varias
atividades bioldgicas para as espéecies do género. Por exemplo, antiprotozoério, anticoagulante,
imunomodulador, anti-inflamatério, antioxidante, protoscolicida, inseticida, moluscicida, e
inibicdo da acetilcolinesterase (SABANDAR et al., 2013). Recentemente, o extrato de J.
mutabilis reduziu os sintomas da tosse e aumentou 0 muco aquoso em camundongos (COSTA
et al., 2021). Assim, o género possui forte potencial para fonte de novas drogas, devido as suas

varias atividades promissoras.
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Resumo

A cuticula vegetal é uma camada extracelular formada por carboidratos e lipidios
associados, genericamente designados de ceras cuticulares. A composi¢éo e a ultraestrutura das
ceras revelam papeis importantes na prevencgdo contra insetos herbivoros e microrganismos.
Neste sentido, esta estrutura acelular pode ser fonte para novos pesticidas e antimicrobianos de
origem natural. No presente estudo, a composicdo quimica da cera epicuticular e avalicdo do
potencial antimicrobiano de Allamanda blanchetii, Aspidosperma pyrifolium, Cynophalla
flexuosa, Jatropha mutabilis e Croton heliotropiifolius, foram determinados frente a fungos
fitopatogénicos de importancia agrondmica e contra cepas bacterianas de importancia clinica.
Nenhuma inibi¢do significativa sobre o crescimento micelial de Alternaria alternata,
Colletotrichum gloeosporioides e Fusarium oxyspoum foi observada. A germinacdo dos
esporos de C. gloeosporioides foi inibida por quatro extratos testados, sendo o extrato de A.

pyrifolium (128 pg/mL) e J. mutabilis (256 pg/mL) os mais ativos com 100% de inibig&o. Sobre
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0s testes antibacterianos, o extrato de J. mutabilis apresentou baixa atividade contra B. subtilis
na concentracdo de 1030 pg/mL e A. blanchetii (6180 pg/mL) contra E. coli. Do ponto de vista
quimico, as espécies apresentaram como compostos majoritarios os triterpenos lupeol (A.
pyrifolium), os &cidos ursélico e oleandlico (A. blanchetii) e uma mistura de lupeol e lupenona
(J. mutabilis). C. flexuosa, em cuja cera predominaram n-alcanos, foi a espécie com nenhuma

atividade dentre as testadas.

Palavras-chave: Antimicrobianos; Bactérias; Bioensaios; Fungos; Terpenoides.

1. Introducéo

A cuticula vegetal consiste em uma camada hidrofébica extracelular que reveste a
superficie aérea primaria das plantas. E formada por uma matriz denominada cutina, um
poliéster insolavel, e lipidios associados (Kunst e Samuels, 2009; Buschhaus e Jetter, 2011).
Os lipidios cuticulares, genericamente designados como ceras cuticulares, sdo constituidos por
acidos graxos de cadeias longas e seus derivados como alcoois, aldeidos, alcanos, cetonas e
ésteres (Seo et al., 2011; Jetter et al., 2006; Zeisler-Diehl et al., 2020). Além dos constituintes
alifaticos, compostos ciclicos, principalmente triterpenoides, também podem estar presentes na

composicao da cera cuticular (Jetter et al., 2006).

A cuticula possui como funcdo priméaria a protecdo da planta contra a transpiracao
cuticular excessiva, sendo muito importante em espécies sujeitas a estresse hidrico severo.
Entretanto, a sua complexa composicdo e ultraestrutura confere a planta tolerancia a outros
tipos de estresses ambientais como anteparo a radiacdo solar excessiva, aclimatacdo a
temperaturas extremas e protecao contra insetos herbivoros e microrganismos patogenos (Yeats

e Rose, 2013; Kim et al., 2017). Devido ao seu posicionamento, os lipidios cuticulares atuam
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como uma verdadeira interface entre a planta e 0 meio externo. Neste sentido, acredita-se que
ceras epicuticulares executam fungdes importantes na protecdo da planta contra bactérias e

fungos patogénicos (Jenks et al., 1999; Ziv et al., 2018).

Por causa dos efeitos ambientalmente indesejaveis dos agroquimicos, faz-se necessario
a busca por novos antimicrobianos, como 0s produtos naturais de origem vegetal (Cantrell et
al., 2012; lantas et al., 2021). Esses produtos, possuem uma diversificada variedade de
metabdlitos que podem apresentar atividade bioldgica (Rodrigues et al, 2018; Shirazi et al,
2020). Consequentemente, estudos sobre identificacdo de atividade bioldgica, investigacdo de
alvos celulares e mecanismos de agdo, permitem e contribuem para o processo de descoberta
de novos produtos bioativos (Mottaghipisheh et al., 2020).

Ha vérios relatos na literatura que tanto a cera bruta como suas fragdes e constituintes
isolados séo capazes de inibir a germinacdo de esporos fungicos evitando assim a proliferacéo
de patogenos na superficie vegetal (Martin et al., 1957; Blakeman e Sztejnberg, 1973; Russin
et al., 1997; Gembeh et al., 2001; Yin et al., 2011; Carvalho et al., 2022). Ainda que a cera
epicuticular possa impedir a germinacao de esporos em sua superficie, situacdes em que ela
estimula o processo de estabelecimento de patdgenos também foram verificadas (Kolattukudy

et al., 1995; Inyang et al, 1999).

Espécies de plantas de ocorréncia na Caatinga, uma floresta tropical sazonalmente seca
Brasileira, ja tiveram seu potencial antimicrobiano verificado (Silva Trentin et al., 2011; Aradjo
et al., 2017; Pereira Rocha et al., 2018; Bezerra et al., 2020; Siqueira et al., 2021). Entretanto,
estes estudos ndo se restringiram a atividade antimicrobiana de extratos obtidos exclusivamente
da cuticula. Para a flora brasileira, ha um tnico estudo realizado por Alcerito et al. (2002), em
que a cera epicuticular foliar de Arrabidaea brachypoda Bureau (Bignoniaceae), ocorrente no
Cerrado, apresentou atividade antifungica. Na cera desta espécie, quatro flavonoides (3, 4'-di-

hidroxi-5,6,7-trimetoxiflavona, cirsiliol, cirsimaritina e hispidulina) foram identificados.
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Allamanda blanchetii A.DC. é uma das cinco espécies de Apocynaceae endémicas do
Brasil. E utilizada na medicina popular e ja demonstrou atividades bioldgicas (Albuquerque et
al., 2007; Sharmin et al., 2013). Aspidosperma pyrifolium Mart. & Zucc. (Apocynaceae) ja
apresentou diversas atividades bioldgicas, como o efeito antiplasmodial (Chierrito et al., 2014;
Aguiar et al., 2015), anti-leishmania (Cunha et al., 2012), anti-inflamatério (Aquino et al.,
2013), e antioxidante (Aradjo et al., 2018).

Croton heliotropiifolius Kunth, (Euphorbiaceae), um arbusto aromaético, € descrito seu
uso em estudos etnofarmacoldgicos (Albuquerque et al., 2007; Macédo et al., 2015). Além
disso, diversas atividades biolégicas foram identificadas em espécies de Croton (Rios et al.,
2019; Araujo et al., 2020; Siqueira et al., 2021). Popularmente, Cynophalla flexuosa (L.) J.Presl
(Capparaceae) é indicada como antidoto para picadas de cobras, utilizada no tratamento de
febres, como depurativo e restauracdo do fluxo menstrual (Albuquerque e Andrade 2002;
Ribeiro et al., 2014; Yazbek et al., 2016). No entanto, poucos estudos foram realizados com a
espécies.

Jatropha mutabilis (Pohl) Baill. (Euphorbiaceae) ¢ uma espécie endémica do Brasil,
ocorrendo no Dominio Fitogeogréfico da Caatinga (Bigio et al., 2022). O seu extrato reduziu
0s sintomas da tosse e aumentou 0 muco aquoso em camundongos (Costa et al., 2021).
Sabandar et al. (2013) descreveram o grande potencial do género para fonte de novas drogas,

devido as suas varias atividades promissoras.

Neste contexto, os estudos anteriores com tais espéecies ndo consideraram o potencial
bioativo da cera epicuticular. Os principais objetivos deste trabalho foram (i) identificar a
composicao quimica da cera epicuticular de A. blanchetii, A. pyrifolium, C. heliotropiifolius, C.
flexuosa e J. mutabilis; (ii) avaliar o efeito das ceras epicuticulares no crescimento micelial de
fungos fitopatogénicos in vitro; (iii) avaliar o potencial antibacteriano dos extratos cuticulares

contra patdgenos humanos in vitro.
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2. Metodologia

2.1 Material vegetal

As folhas de A. blanchetii, A. pyrifolium, C. heliotropiifolius, C. flexuosa e J. mutabilis,
foram coletadas no Parque Nacional do Catimbau, uma reserva de Caatinga de 640 km? no
nordeste do Brasil (Silva et al. 2017). O clima é semiarido, com temperatura anual média de
23°C, e precipitacdo anual média de 480 a 1100 mm, concentrada entre marco e julho (Rito et
al. 2017). A coleta foi realizada durante a estacdo chuvosa em abril de 2019. VVoucher de cada

espécie esta depositado no herbario UFP.

2.2 Preparacéo do extrato

As folhas foram secas em estufa com circulacdo de ar a 50 °C por 72 h. A cera
epicuticular foi extraida a partir de 100 g de folhas através da imersdo e agitacdo leve em
diclorometano (CH2Cl,) em dois tempos de 30 s, totalizando 1 min de extracdo. Os extratos
brutos foram filtrados em papel filtro e o solvente eliminado em evaporador rotatério a 45 °C
sob pressdo reduzida. Os extratos brutos foram armazenados em dessecador até as analises

quimicas e testes de bioatividade.

2.3 Analise das ceras epicuticulares

Os constituintes das ceras epicuticulares foram quantificados e identificados segundo

Aragjo Silva et al. (2017). Uma quantidade definida de n-tetracosano foi adicionada aos
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extratos e estes derivatizados com de BSTFA [N, O-Bis (trimetilsilil) trifuoroacetamida] e
piridina (70 °C por 30 min). A quantificacdo da cera foi realizada em um cromatdgrafo de gas
com detector de ionizagdo em chama (GC/FID Shimadzu 2010plus, Kyoto, Japdo) equipado
com um capilar coluna DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um, J&W Scientifc, Folsom, CA, EUA).
A porcentagem relativa a quantidade de componentes individuais foi expressa como
porcentagem da area do pico em relagdo a area total do pico. A composicao quimica dos extratos
foi determinada por impacto eletrénico (70 eV) em um GC/MS Agilent 6859/5975B. Os picos
foram identificados por comparagdo com o espectro de massas obtidos das bibliotecas Wiley

229 (Wiley, EUA) e NIST 08 (NIST, EUA).

2.4 Isolados de fungos fitopatogénicos

Para os testes antifungicos, trés isolados fitopatogénicos foram utilizados: Alternaria
alternata (URM - 5642), Fusarium oxysporum (URM - 0082) e Colletotrichum gloeosporioides
(CMM - 1317). Os isolados foram obtidos a partir da Micoteca URM do Departamento de
Micologia da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e da Colecdo de Fungos
Fitopatogénicos Maria Menezes (CMM) da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE). Os fungos foram mantidos em meio Sabouraud Dextrose Agar e incubados a 35 °C

por sete dias até a realizacdo dos testes.

2.5 Avaliacao do crescimento micelial

Os isolados foram cultivados em placas de Petri contendo meio de cultura Batata

Dextrose Agar (BDA) e incubados durante oitos dias em BOD (26 + 1 °C). O bioensaio foi
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adaptado do método de Russin et al. (1997), onde 200 pL dos extratos nas concentracdes de
1000, 500 e 250 pg/mL, obtidos a partir da dissolu¢do em cloroférmio, foram adicionados a
placas de Petri contendo BDA. As placas foram mantidas entreabertas durante 2 h, para permitir
a evaporacéo do solvente. Discos de 0,12 cm de didmetro das col6nias fungicas, com oito dias
de crescimento, foram transferidos para o centro das placas de Petri (tratamento + controle) e
incubadas em BOD (26 * 1 °C) durante sete dias. A avaliacdo foi realizada no terceiro e sétimo
dia de incubacdo, medindo as col6nias em didmetros opostos. O mesmo procedimento foi

realizado utilizando apenas o cloroférmio (grupo controle).

2.6 Teste de sensibilidade fungica - Determinacdo da concentracgao inibitéria minima (CIM)

Para determinacdo da CIM, foram utilizadas as instrucdes descritas no documento M38-
A2 (CLSI 2008) para fungos filamentosos. Os extratos foram diluidos em 200 pL de alcool
etilico até uma concentracdo de 4.096 pug/mL. As suspensdes dos isolados foram preparadas em
solucdo salina acrescidas de tween 20 com densidade ajustada entre 65 e 70% de transmitancia
utilizando um espectrofotdmetro a 530 nm. O volume do inéculo foi ajustado para 5,0 mL de
solucdo salina esterilizada e, posteriormente diluido em meio RPMI-1640 (Roswell Park
Memorial Institute, Sigma-Aldrich, EUA), para uma concentracio de 1-3x10° céls/mL. O meio
foi esterilizado por filtragdo em membranas de 0,22 um (Millipore, Darmstadt, Alemanha),
suplementado com L-glutamina sem bicarbonato de sédio e tamponado a pH 7,0 + 0,1 com
acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico (MOPS 0,165 mol/L, Sigma-Aldrich). Os inéculos
foram adicionados em placas de microdilui¢cdo planas de 96 pocos com o extrato em diluigéo
seriada de 1024 a 4 pug/mL. As placas foram incubadas a 35 °C durante 48 h. A CIM foi

determinada com inibicdo de 100% em relac&o ao pogo controle.
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2.7 Cepas bacterianas, meios de cultura e drogas

As linhagens foram cedidas pela colecdo de microrganismos do Departamento de
Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPEDA). Para os testes
antibacterianos, cepas padrdo de Bacillus subtilis (UFPEDA-16), Staphylococcus aureus
(UFPEDA-02), Klebsiella pneumoniae (UFPEDA-396), Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA-
39), Escherichia coli (UFPEDA-224) e Serratia sp. (UFPEDA-398) foram utilizadas para

determinar a CIM.

Foram utilizados os meios Mueller Hinton (Mueller Hinton Infusion, MHI) para
diluicdes seriadas e, Brain Heart Infusion (BHI) para manutencao e crescimento das bactérias

patogénicas, bem como gentamicina e oxacilina como antibioticos de referéncias.

2.8 Concentracdo inibitoria minima (CIM) e concentracao bactericida minima (CBM)

Os ensaios de microdiluicdo em caldo foram realizados conforme as normas do
documento “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI) (NCCLS document M7-A7,
2006). Os extratos foram solubilizados em alcool etilico com 20% Tween 80 para obtencdo de
uma solucéo estoque de 61,8 mg/mL. Devido a baixa solubilidade, a solugcéo estoque do extrato
de C. heliotropiifolius foi calculada em 30,9 mg/mL. Frente P. aeruginosa, os extratos se
mantiveram na solucdo de 10,3 mg/mL. A concentracdo microbiana foi ajustada para 1,5 x 10
8 UFC/mL na escala 0,5 de McFarland. O meio de cultura utilizado foi o Mueller Hinton
Infusion (MHI). Foram utilizadas placas de microdiluicdo planas de 96 pogos e as trés tltimas

colunas (10, 11, 12), foram reservadas para o controle do meio (apenas meio MHI), controle do
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solvente (meio + solvente + indculo) e controle negativo (meio + onoculo), respectivamente.
Foram adicionados 10 pL dos in6culos aos po¢os com os extratos em diluigéo seriada de 6180
a 24,14 pg/mL. Nos ensaios frente P. aeruginosa os extratos foram diluidos de 1030 a 4,02
pg/mL, enquanto para o extrato de C. heliotropiifolius a dilui¢cdo foi de 3090 a 12,07 pg/mL
devido a sua baixa solubilidade. As drogas antibacterianas do controle positivo obtiveram
concentragOes de 36 a 0.14 pg/mL. As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37
°C por 24 h. A CIM foi determinada adicionando 10 uL de uma solugdo de resazurina em cada
poco. Apds 2 h, a mudanga da cor azul para rosa, correspondeu ao crescimento bacteriano; a

solugdo na cor azul, indicou auséncia de crescimento bacteriano.

A CBM foi determinada pelo semeio dos pocos da CIM nos quais ndo houve
crescimento microbiano aparente. Em placas de Petri contendo MHIA, realizou-se o0 semeio e
incubacdo em estufa bacterioldgica a 37 °C durante 24 h. Transcorrido o tempo, procedeu-se a

avaliacdo da CBM determinada pelo ndo crescimento bacteriano nas placas.

2.9 Analises estatisticas

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Todo 0s experimentos

(composi¢do quimica e bioensaios) foram realizados em triplicata. Os resultados obtidos foram

submetidos & analise de variancia e teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o programa

Sisvar 5.6 (UFLA, Lavras, MG, Brasil).

3. Resultados

3.1 Composic¢do quimica das ceras epicuticulares
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Triterpenos foram os constituintes majoritarios identificados na cera epicuticular de
quatro espécies: A. blanchetii (97,91%), A. pyrifolium (63,44%), J. mutabilis (45,12%) e C.
heliotropiifolius (35,70%) (Tabela 1). n-Alcanos predominaram primariamente na cera
epicuticular de C. flexuosa (49,71%) (Tabela 1). Embora a cera epicuticular de J. mutabilis
tenha triterpenos como majoritarios, n-alcanos também se destacaram como uma classe
representativa na cera desta espécie (24,86%) (Tabela 1). Alcoois primarios ocorrem
moderadamente na cera epicuticular de C. heliotropiifolius (19,35%) sendo a espécie com
maior quantidade proporcional, seguido por C. flexuosa (1,56%) e J. mutabilis (1,42%). Classes
de menor ocorréncia foram as dos &cidos graxos, tocoferois e fitoesteroides. Alcaloides foram
detectados apenas na cera epicuticular de A. pyrifolium (Tabela 1).

Dentre os triterpenos identificados neste estudo, lupeol predominou na cera epicuticular
de trés espécies, majoritariamente em A. pyrifolium (62,15%). Outros triterpenos epicuticulares
muito representativos foram os acidos ursélico (54,10%) e oleandlico (43,13%) identificados
na cera epicuticular de A. blanchetii. No perfil n-alcanos predominaram constituintes com
longas cadeias de carbonos como o tritriacontano (n-C33) e hentriacontano (n-C31), na cera

epicuticular de C. flexuosa.

Duas espécies de Euphorbiaceae possuem composi¢do da cera epicuticular distinta.
Enquanto na cera epicuticular de C. heliotropiifolius predominaram lupeol (35,70%) e alcoois
primarios como o hexacosanol (10,02%), a cera de J. mutabilis foi marcadamente constituida
pelos triterpenos como lupeol (29,93%) e lupenona (15,19%). Em C. heliotropiifolius também

foram identificados alguns tocoferois e fitoesteroides.

3.2 Avaliacéo do crescimento micelial
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As ceras epicuticulares foliares foram avaliadas quanto ao seu papel no crescimento
micelial de A. alternata (Figura 1), C. gloeosporioides (Figura 2) e F. oxysporum (Figura 3). O
bioensiao in vitro indicou que nenhuma inibicdo significativa foi observada para os cinco
extratos testados, demonstrando que a cera epicuticular foliar de A. blanchetii, A. pyrifolium,
C. heliotropiifolius, C. flexuosa e J. mutabilis, nas concentragdes utilizadas, ndo interferiram

no crescimento micelial das cepas testadas em relagéo ao controle.

3.3 Teste de sensibilidade fungica - Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

Observou-se que os valores da CIM para F. oxyspoum foram superiores a concentragao
maxima analisada de 1024 pg/mL (Tabela 2), demonstrando inatividade dos extratos testados.
Para C. gloeosporioides, quatro extratos demonstraram atividade inibitoria (Tabela 2). Para esta
cepa, a menor concentracdo do extrato necessaria para inibicdo de 100% em relacdo ao controle,
foi verificada para o extrato de A. pyrifolium (128 pg/mL), seguido por J. mutabilis (256
pmg/mL). Extratos de A. blanchetii e C. heliotropiifolius apresentaram valores de CIM
semelhantes (512 pg/mL) para atingir o maximo de inibigdo. Vale ressaltar que 32 pug/mL do
extrato de A. blanchetii, a menor concentragdo verificada entre os extratos testados, ja inibe
50% do crescimento de C. gloeosporioides. Para A. alternata, apesar de varios esforcos e

tentativas, a cepa ndo conseguiu produzir esporos.

3.4 Teste de sensibilidade bacteriana - Concentragéo Inibitoria minima (CIM) e Concentracao

bactericida minima (CBM)
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Os extratos epicuticulares também foram avaliados em relacdo ao seu potencial
antibacteriano contra B. subtilis, S. aureus (bactérias Gram-positivas), K. pneumoniae, P.
aeruginosa, E. coli e Serratia sp. (bactérias Gram-negativas). Para obter a concentracdo
desejada, o extrato de C. heliotropiifolius foi mantido na concentracdo méxima de 3090 pg/mL,
devido a sua baixa solubilidade em alcool etilico com 20% Tween 80. Para os demais extratos
a concentracdo maxima de 6180 pg/mL foi utilizada. A partir dos resultados obtidos, observou-
se que ceras epicuticulares de A. pyrifolium, C. heliotropiifolius e C. flexuosa ndo apresentaram
efeito inibitério contra nenhuma cepa bacteriana nas concentraces utilizadas. O melhor
resultado para CIM foi obtido com o extrato de J. mutabilis contra B. subtilis (1030 pg/mL),

seguido por A. blanchetii contra E. coli (CIM e CBM = 6180 pg/mL).

Com relacdo a CBM, ainda que o extrato epicuticular de J. mutabilis tenha apresentado
CIM de 1030 pg/mL através da leitura com resazurina, sua CBM foi superior 1030 pg/mL, ou
seja, esta concentracdo néo foi capaz de inibir 100% do crescimento bacteriano. E notério que
0 extrato epicuticular de A. blanchetii demonstrou um potencial de inibicdo reduzido,
necessitando da concentracdo maxima para inibir o crescimento bacteriano. No entanto, é
importante observar que os valores de CIM e CBM séo iguais (6180 pg/mL), o que pode indicar

uma atividade bactericida nesta concentracdo do extrato (Tabela 3).

4. Discussao

4.1 Caracterizacao quimica dos componentes de ceras epicuticulares.

Para 0 nosso conhecimento, esse é o primeiro relato da caracterizagdo dos componentes

epicuticulares de A. blanchetii e J. mutabilis, espécies com ampla distribui¢do na Caatinga

(Santos et al., 2005). As ceras epicuticulares de A. pyrifolium, C. heliotropiifolius e C. flexuosa,



74

também oriundas da Caatinga, ja foram preliminarmente analisadas para alguns de seus
constituintes (Oliveira e Salatino, 2000; Medeiros et al., 2017; Costa-Filho et al., 2012; Pereira

etal., 2019).

O presente estudo mostrou um padrdo majoritario de triterpenos na maioria das espécies
estudadas. Em relacéo as espécies de Apocynaceae investigadas, nossas analises corroboram 0s
estudos prévios sobre a ocorréncia de triterpenos na cera epicuticular de A. pyrifolium (Oliveira
e Salatino, 2000; Medeiros et al., 2017). Triterpenos também predominaram na cera de outras
espécies de Apocynaceae como Mandevilla guanabarica Casar. ex M. F. Salles, Kin.-Gouv. &
A. O. Sim@es e Mandevilla moricandiana (A. DC.) Woodson (Cordeiro et al., 2011).
Triterpenos também sdo encontrados na cera epicuticular de outras espécies de Euphorbiaceae
como Ricinus communis L. (Aradjo Silva et al., 2017) e Macaranga spp. (Markstédter et al.,
2000). Assim, o alto teor destes compostos pode estar relacionado com um mecanismo de
defesa contra estresses bidticos, visto que uma das fungdes destes triterpenos nas plantas,
parecem estar associadas a protecdo contra herbivoros e patégenos (Varanda et al., 1992,

Oliveira e Salatino, 2000; Racovita e Jetter, 2016; Pereira et al., 2019).

A literatura apenas disponibiliza dados para a composicdo de n-alcanos de C.
heliotropiifolius e J. mutabilis. Segundo Costa-Filho et al. (2012), hentriacontano e nonacosano
predominam na cera de C. heliotropiifolius. Estes mesmos n-alcanos também aparecem como
dominantes na cera de J. mutabilis (Figueiredo et al., 2012). Em nossas analises o
hentriacontano aparece como principal constituinte da classe na maioria das espécies estudadas,

corroborando os achados anteriores (Costa-Filho et al., 2012; Figueiredo et al., 2012).

O hexacosanol foi o principal alcool primario identificado na cera de C.
heliotropiifolius. Este alcool também aparece como majoritario em outras espécies de Croton

(Pimentel et al., 2020). Para as outras espécies aqui estudadas, alcoois primarios sdo
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constituintes minoritarios, assim como os acidos graxos. Fitoesteroides e tocoferdis também
foram identificados em algumas espécies, mas em menores proporcfes. A presenca destas
classes nas ceras epicuticulares tem sido descrita (Jetter e Riederer, 2016; Dashbaldan et al.,

2020).

Pesquisa anterior demonstrou que os triterpenos predominam sobre n-alcanos na cera
epicuticular de C. flexuosa (Pereira et al., 2019). Estes dados sdo contraditérios aos nossos
achados em que n-alcanos constituem aproximadamente 50% da cera total e triterpenos foi a
segunda classe predominante. Esta discrepancia pode ser ocasionada pelas diferentes condic¢oes
entre os locais de coleta, ainda que ambas foram realizadas no semiarido, ou pelo método de
extracdo utilizado (extragdo quimica x extragcdo mecanica). C. flexuosa é uma espécie sempre-
verde e a ocorréncia majoritaria de n-alcanos na cera epicuticular nesta, bem como em outras
espécies do semiarido pode ser uma forma de contornar o estresse hidrico (Oliveira et al., 2003;

Pereira et al., 2019).

4.2 Potencial antimicrobiano dos componentes

O presente estudo investigou o potencial antimicrobiano dos constituintes epicuticulares
de espécies nativas da Caatinga. Ainda que a cera seja pouco investigada com esse objetivo
nesta regido, a atividade antimicrobiana da cera epicuticular e seus constituintes tem sido
relatada por diversos autores (Kolattukudy et al., 1995; Russin et al., 1997; Alcerito et al., 2002;

Shanker et al., 2007; Yin et al., 2011; Xiao et al., 2020; Carvalho et al., 2022).

Em nosso estudo, a ineficicia dos extratos em inibir o crescimento micelial, pode ser
atribuida a baixa solubilizacdo dos componentes hidrofébicos da cuticula no meio agar ou real
auséncia de bioatividade (Bouddine et al., 2012). De forma semelhante, Belding et al. (2000) e
Xiao et al. (2020) constataram pouca ou nenhuma influéncia da cera epicuticular de macé e

sorgo no crescimento micelial de fitopatégenos, como o A. alternata, em meio de agar. Nestes
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estudos, triterpenos e constituintes alifaticos tambem foram identificados como predominantes

na cera.

F. oxysporum & um complexo de espécies que pertencem ao grupo dos fungos
filamentosos ndo dermatdéfitos (FFND) amplamente distribuido no solo, plantas, ar e 4gua. O
género inclui muitos patdgenos oportunistas em humanos imunodeprimidos (Guilhermetti et
al., 2007; Azor et al., 2007). No presente estudo, a cepa demonstrou ser resistente a todos os
extratos avaliados in vitro e, a resisténcia a antifungicos € um padréo tipico do género

(Guilhermetti et al., 2007; Azor et al., 2007; Masuduzzaman et al., 2008, Almeida et al., 2009).

Por outro lado, observamos que a cepa de C. gloeosporioides apresentou suscetibilidade
significativa aos extratos epicuticulares. Este patdgeno € causador da antracnose, responsavel
por um dos problemas mais sérios que atinge uma grande diversidade de plantas lenhosas e
herbaceas (Cannon et al., 2012). O potencial antifungico observado pode estar relacionado com

a presenca de alguns compostos quimicos como os triterpenos.

O lupeol, por exemplo, o triterpeno majoritario em A. pyrifolium, C. heliotropiifolius e
J. mutabilis, é frequentemente encontrado nas superficies de varias plantas, conhecido por inibir
o crescimento fungico (Aristimufio Ficoseco et al., 2014; Wu et al., 2018), também é util como
agente preventivo e terapéutico contra véarias doencas (Manzano et al., 2013; Wal et al., 2015).
O lupeol se mostrou eficaz em inibir uma gama de patégenos como Aspergillus niger,
Rhizoctoia phaseoli, Penicillium notatum e Penicillium chrysogenum, e sua atividade
antifngica foi comparavel ao miconazol (Singh e Singh, 2003; Javed et al., 2021). Lupenona
foi outro triterpeno identificado na cera epicuticular de J. mutabilis. Este triterpeno também foi
identificado no latex de outra do género, J. multifida L. e, demonstrou atividade antifungica
frente Candida tropicalis, com possivel mecanismo de acdo a parede celular e biossintese de

ergosterol do patdgeno (Oliveira-Tavares et al., 2019). Portanto, a abundancia desses
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compostos na cera epicuticular das espécies ativas contra C. gloeosporioides, pode ser um

indicio do potencial antifingico destes constituintes.

Dois outros triterpenos foram identificados em altas proporgdes na cera epicuticular de
A. blanchetii, os &cidos ursolico e oleanolico. Estes compostos sdo responsaveis por um largo
espectro de atividade bioldgicas (Liu, 2005; Sultana e Ata, 2008). Estudos anteriores relataram
a atividade antifngica do &cido Ursolico contra vérias espécies de fungos fitopatogénicos
(Jabeen et al., 2011; Mahlo e Javaid, 2011; Shaik et al., 2016). Este triterpeno teve acdo na
integridade da parede celular, resultando em lise de membrana e formacéao de espécies reativas
de oxigénio (ROS) em Alternaria alternata e Cryptococcus neoformans (Shu et al., 2019; Wang
et al., 2022). No presente estudo, a inibi¢cdo de 50% do crescimento de C. gloeosporioides na
concentragdo de 32 pg/mL pelo extrato de A. blanchetii, pode ser devido aos constituintes
citados em acdo sinérgica, visto que sdo antimicrobianos bem conhecidos (Favel et al., 1994;
Jesus et al., 2015). Sugere-se que estudos mais aprofundados possam ser conduzidos utilizando
compostos isolados das espécies citadas para maior elucidacéo da atividade antifingica. Além
disso, sugerimos mais pesquisas para identificar o0 mecanismo de acdo desses componentes

frente C. gloeosporioides.

Embora A. blanchetii tenha apresentado teores elevados dos acidos ursélicos e
oleandlico, a atividade antibacteriana (CIM 6180 pg/mL) vista no experimento foi muito baixa
guando comparada com as drogas antibacterianas padréo. Ren et al. (2005) verificaram que o
acido ursolico inibe a formagdo de biofilme e afeta a expressdo de genes em E. coli,
particularmente aquelas envolvidas no metabolismo do enxofre e respostas ao estresse. Ambos
os acidos oleanolico e ursélico afetaram a morfologia bacteriana, tendo como alvo celular o
metabolismo do peptidoglicano (Szakiel et al., 2008; Kurek et al., 2010). Martins et al. (2011)
demonstraram que acido oleandlico apresentou um alto potencial antibacteriano. Varios outros

estudos demonstraram um bom espectro antibacteriano desses compostos isolados contra cepas,
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principalmente as Gram-positivas (Horiuchi et al., 2007; Fontanay et al., 2008; Szakiel et al.,
2008). Esses resultados vao contra nossos achados, portanto, o extrato bruto da cera de A.

blanchetii ndo apresenta relevancia clinica.

Outra espécie estudada que demostrou acdo antibacteriana foi J. mutabilis. Diversos
estudos demonstraram a atividade antibacteriana de extratos para outras espécies do género
como em Jatropha gaumeri Greenman contra B. subtilis (Sanchez-Medina et al., 2001),
Jatropha multifida L. (200 pg/mL) contra B. subtilis e S. aureus (Aiyelaagbe, 2001), Jatropha
unicostata Balf. frente S. aureus (Mothana e Lindequist, 2005), Jatropha gossypifolia L. (500
pg/mL) contra B. subtilis (Kumar et al., 2006) e Jatropha curcas Linn. contra diversas cepas
bacterianas Gram-positivas e Gram-negativas (Igbinosa et al., 2009). Quimicamente, essa
inibicdo muito provavelmente pode ser devido a presenca do lupeol e lupenona, visto que
possuem acdo antimicrobiana comprovada (Signh e Signh, 2003; Javed et al., 2021; Oliveira-

Tavares et al., 2019).

5. Conclusdo

Pode-se concluir que os triterpenos e n-alcanos foram as principais classes de
constituintes identificadas. Dentro destas classes os triterpenos lupeol e os acidos ursélico e
olendlico foram os mais representativos. Tritriacontano e hentriacontano predominaram dentro
dos n-alcanos. A germinacéo dos esporos de C. gloeosporioides foi inibida por quatro extratos
testados notadamente os extratos de A. pyrifolium e J. mutabilis. Os extratos ndo apresentaram
relevancia clinica frente aos isolados bacterianos. Os triterpenos lupeol (A. pyrifolium), os

acidos ursdlico e oleandlico (A. blanchetii) e a lupeol e lupenona (J. mutabilis) podem estar por
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tras das atividades observadas. C. flexuosa, em cuja cera predominou n-alcanos, foi a espécie

com nenhuma atividade dentre as testadas.
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Figura 1. Placas com extratos de ceras epicuticulares em trés concentragoes

inoculadas com Alternaria alternata apos sete dias de incubacédo; (A) Jatropha
mutabilis, (B) Aspidosperma pyrifolium, (C) Cynophalla flexuosa, (D) Croton
heliotropiifolius e (E) Allamanda blanchetii. Controle negativo: apenas o solvente

(cloroférmio).
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Figura 2. Placas com extratos de ceras epicuticulares em trés concentragdes inoculadas

com Colletotrichum gloeosporioides apos sete dias de incubacdo; (A) Jatropha
mutabilis, (B) Aspidosperma pyrifolium, (C) Cynophalla flexuosa, (D) Croton
heliotropiifolius e (E) Allamanda blanchetii. Controle negativo: apenas o solvente
(cloroférmio).

92



1000 pg/mL 500 pg/mL 250 pg/mL Controle negativo

=y

Figura 3. Placas com extratos de ceras epicuticulares em trés concentragoes

inoculadas com Fusarium oxyspoum apds sete dias de incubagdo; (A) Jatropha
mutabilis, (B) Aspidosperma pyrifolium, (C) Cynophalla flexuosa, (D) Croton
heliotropiifolius e (E) Allamanda blanchetii. Controle negativo: apenas o solvente
(cloroférmio).
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Tabela 1. Composicao relativa da cera epicuticular foliar das espécies da Caatinga utilizadas nos bioensaios.

94

Espécies

Constituintes (%0) Allamanda  Aspidosperma Croton Cynophalla Jatropha

blanchetii pyrifolium heliotropiifolius flexuosa mutabilis
n-Alcanos
Pentacosano - - - - 0,47 +£0,30
Heptacosano - - 0,23+0,10 - 3,54 +1,22
Nonacosano - 0,40 £ 0,22 3,37+1,25 0,68 + 0,54 3,76 + 0,80
Triacontano - - - 0,63+0,51 -
Hentriacontano 0,22 + 0,08 1,03+ 0,51 7,32+1,50 17,66 +3,00 11,71+1,32
Dotriacontano - - - 5,20 £1,50 -
Tritriacontano 0,08 +0,01 0,75+ 0,63 1,46 £ 0,62 2496 +3,10 4,68+142
Pentatriacontano - 0,48 +0,14 - 0,58 + 0,33 0,70+ 0,44
Total 0,30 2,66 12,38 49,71 24,86
Alcoois primarios
Hexacosanol - - 10,02 £ 0,40 - -
Heptacosanol - - 0,43+0,19 - 0,71+£0,10
Octacosanol 0,42 +0,16 - 8,90 £ 0,30 - 0,71+0,12
Triacontanol 0,20 £ 0,06 0,29 £ 0,01 - 0,70 £ 0,20 -
Dotriacontanol 0,14 £ 0,01 - - 0,86 £ 0,14 -
Total 0,76 0,29 19,35 1,56 1,42
Acidos graxos
Ac. hexadecanoico 0,23 +0,12 0,07 £ 0,02 0,95+ 0,26 0,55+0,18 1,25+ 0,33
Ac. octadecanoico - - 0,35+0,13 0,10 £ 0,02 0,41 +0,08
Total 0,23 0,07 1,30 0,64 1,66
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Triterpenos

B-Amirina 0,24 +£0,13 - 3,83+0,60 - 5,83 +£0,36
Esqualeno - - 2,20+£1,41 - -
Lupenona - 1,29 + 0,01 - 0,84+046 1519+1,60
Lupeol - 62,15 + 6,20 29,67 +2,30 490+0,84 29,93+252
Eritrodiol 0,44 £ 0,26 - - - -
Acido oleandlico 43,13 + 4,45 - - - -
Acido ursélico 54,10 * 5,62 - - - -
Betulinol - - - 2,90 +0,83 -

Total 97,91 63,44 35,70 8,64 45,12
Outros

Alcaloide* - 0,34 £ 0,01 - - -
a-Tocoferol - - 1,03+£0,21 0,12 + 0,01 -
y~Tocoferol - - 0,60 £ 0,15 - -
Campesterol - - 0,90 £ 0,32 - -
Colesterol - - 2,51+0,16 - -
p-Sitosterol - - - 0,24 + 0,05 -

Total - 0,34 5,04 0,34 -

Os dados séo fornecidos como médias = DP (n = 3). — ndo detectado (teor < 0,1%). Os valores em negrito correspondem aos

compostos majoritérios dentro de cada classe. * Possivelmente derivados de aspidospermidina.



Tabela 2. Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) em pg/mL dos extratos de cera epicuticular contra fungos fitopatogénicos.

Espécie/Concentracao do extrato (%)*

A. blanchetii A. pyrifolium J. mutabilis C. heliotropiifolius C. flexuosa
Cepas 50 100 50 100 50 100 50 100 50 100
F. oxyspoum - - - - - - - - - -
C. gloeosporioides 32 512 64 128 64 256 64 512 - -

- sem inibic&o ou auséncia de atividade até 1024 pg/mL.

* concentragdo necessaria para inibir/matar 50% e 100% da cepa testada.
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Tabela 3. Determinagdo da Concentragdo Inibitdria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM) dos extratos de cera epicuticular contra cepas

bacterianas.

Espécie/Concentracéo do extrato (ug/mL) Antibidticos
A. blanchetii A. pyrifolium J. mutabilis C. heliotropiifolius C. flexuosa Gentamicina Oxacilina
Cepas CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CiM CIM
B. subtilis - - - - 1030 >1030 - - - - 0,14
K. pneumoniae - - - - - - - - - - 0,56
P. aeruginosa - - - - - - - - - - 0,56
E. coli 6180 6180 - - - - - - - - 0,14
Serratia sp. - - - - - - - - - - 0,28
S. aureus - - - - - - - - - - 0,14

- sem inibi¢do ou auséncia de atividade até a concentracao testada.
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Figura 1. Cromatograma (GC/MS) da cera epicuticular foliar de Allamanda blanchetii.
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Figura 2. Cromatograma (GC/MS) da cera epicuticular foliar de Aspidosperma pyrifoium.
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Figura 3. Cromatograma (GC/MS) da cera epicuticular foliar de Cynophalla flexuosa.
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Figura 4. Cromatograma (GC/MS) da cera epicuticular foliar de Croton heliotropiifolius.
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