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APRESENTACAO

A obra “As Ciéncias Biolégicas e da Saude na Contemporaneidade” consiste de
uma série de livros de publicacdo da Atena Editora, em seus 22 capitulos do volume
Il, apresenta a importancia do desenvolvimento de novas pesquisas nos ambitos da
saude e da natureza e ainda a relevancia da busca de novas terapias para o tratamento
de variadas patologias.

O desenvolvimento de pesquisas no campo da saude representa uma ferramenta
importante para a busca de novas estratégias para o diagnéstico, acompanhamento
do curso e tratamento de doencas. E na area da saide que a biotecnologia encontra
algumas de suas aplicagdes mais benéficas e abrangentes. Por meio de diferentes
vertentes biotecnologicas, como a producéo e atuacéo de organismos geneticamente
modificados; a engenharia genética, que permite qualquer tipo de alteracao em nivel de
DNA e experimentos empregando espécies vegetais e/ou compostos isolados para o
desenvolvimento de terapias alternativas e aprimoramento das terapias convencionais.

Atualmente a busca por novos compostos com atividade terapéutica é feita
majoritariamente através da experimentacdo de produtos naturais, uma vez que
muitos destes tém comprovadas cientificamente suas propriedades antimicrobianas,
antioxidantes, anti-inflamatérias, antineoplasicas, analgésicas, entre outras.

Desse modo, este volume Il apresenta artigos que tratam: das propriedades
antioxidantes de espécies vegetais como o alecrim e o cha verde; estudos
microbiolégicos e de toxicidade de espécies vegetais e animais; caracterizacdo de
acidos nucleicos e proteinas; emprego da engenharia genética para elucidacéo de
mecanismos de acéo e desenvolvimento e experimentagao de alimentos funcionais.
Assim, esta obra é dedicada aos pesquisadores da area de saude, que buscam reciclar
seus conhecimentos por meio de pesquisas relevantes e se atualizar perante as novas
tecnologias e descobertas cientificas e biotecnologicas aplicadas as areas da saude.

Portanto, esperamos que este livro possa estimular outros estudantes e
profissionais de saude ao desenvolvimento de pesquisas e estudos a fim de incorporar
a literatura referéncias atualizadas e possibilitar a aplicabilidade dos resultados dessas
pesquisas as praticas profissionais diarias.

Nayara Araujo Cardoso
Renan Rhonalty Rocha
Maria Vitéria Laurindo
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RESUMO: Varios fitocompostos tém sido
extraidos de plantas, podendo ser utilizados
para varios fins, como, por exemplo, em
medicamentos ou alimentos. O alecrim foi
escolhido, pois possui varias utilidades como
condimento, além de possuir propriedades
cicatrizantes, antiespasmoédicas, estimulantes
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do sistema digestorio, diuréticas, entre outras. O
extrato foi avaliado frente a um modelo de planta
de cevada por esta possuir uma fina camada de
celulose que é sensivel a compostos toxicos.
O objetivo do presente trabalho foi avaliar o
efeito dos compostos extraidos do alecrim, em
plantas de cevada inoculadas com o patégeno
Bipolaris sorokiniana verificando se o extrato
possui a capacidade de dar resisténcia a planta.
Foram avaliadas 3 concentragcdes do extrato
sendo 0,606; 0,303 e 0,202mg de proteina
em plantas de cevada Elis. Os resultados
indicaram que plantas de cevada apresentaram
de 65 a 80% de protecdo contra a penetracao
do fungo. Em relagdo as analises bioquimicas
foi possivel observar que plantas submetidas a
tratamento e depois ao patdégeno, apresentaram
maior concentracdo de proteinas e menor
concentracédo de fendis quando comparadas
com plantas infectadas. O extrato de alecrim foi
separado por cromatografia em gel e avaliado
perante a folha de cevada destacada indicando
que a fracéo 2 foi a melhor, contendo polifendis
sendo que o acido clorogénico estava em
maior concentracdo. Por concluséo, o extrato
de alecrim pode ser usado como indutor de
resisténcia em plantas de cevada contra
mancha foliar.

PALAVRAS-CHAVE: Alecrim, antimicrobiano,
cevada, resisténcia.
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ABSTRACT: Many phytochemicals have been extracted from plants, being used for
a variety of ends, such as, for example, in medicines or feed. The rosemary plant was
chosen, due to its many uses as a condiment, besides possessing other described
properties, being: wound healing, antispasmodic, gastrointestinal tract stimulant,
diuretic, and others. The extract was evaluated against a barley plant model, due
to this possessing a thin cellulose layer that is sensible to toxic compounds. The
objective of the present work was to evaluate the effect of the compounds extracted
from rosemary, in barley plants inoculated with the pathogen Bipolaris sorokiniana,
evaluating whether the extract can lead to resistance against the pathogen or not.
Three different concentrations of the extract were evaluated, those being: 0,606;
0,303; 0,202mg of protein in Elis barley plants. The results indicated that the barley
plants presented fungus penetration protection ranging from 65 to 80%. Regarding
the biochemical analysis, it was possible to observe that plants submitted to treatment
and after inoculated by the pathogen presented an increased concentration of proteins
and lower phenol concentration when compared with infected plants. The rosemary
extract was separated by gel chromatography, and evaluated toward the barley leaf
highlighted, indicating that fraction 2 presented the best results, containing poliphenols,
with chlorogenic acid being in higher concentration. In conclusion, rosemary extract
can be used as a resistance inductor in barley plants against leaf spot disease.
KEYWORDS: Rosemary; antimicrobial; barley; resistance

11 INTRODUCAO

Rosmarinus officinalis L. da familia LAMIACEAE (Labiatae) conhecida
popularmente como alecrim, € uma espécie com interesse agronémico, alimenticio
e fitoterapico. Existem outros nomes vulgares como alecrim-do-reino, alecrim-do-
sul ou alecrim-verdadeiro (BEGUM et al., 2013; RAJA, 2012). O alecrim é rico em
fitocompostos, além de ser utilizado em temperos na alimentacéo, pois ressalta o
sabor de alguns pratos.

Além das suas propriedades nutricionais, aromatizantes e protetoras contra a
degradacao microbiana e oxidativa dos alimentos, possui efeitos benéficos para a
saude como: antidismenorreico, antiespasmaodico, antinociceptivo, antiulcerogénico,
diurético, devido aos seus diversos compostos fitoquimicos. (SASAKI et. al., 2013).

A atividade antioxidante de alecrim esta relacionada a componentes como
diterpenos fendlicos, carnosol e a sua capacidade antioxidante é devido principalmente
aos compostos fendlicos que ocorre devido a capacidade de eliminar os radicais livres,
doar hidrogénio, atomos e céations de metal quelato (TERUEL et. al., 2015).

Seus principais compostos, os diterpenos - acido carnésico (CA) e carnosol
(CAR) e o acido rosmarinico derivado do cafeoil, exerce varios efeitos benéficos na
saude, incluindo a capacidade antioxidante potente, hepaprotetor, antimicrobiano,
anti-inflamatorio, efeitos anticancerigenos e antidiabéticos (PEREZ-SANCHEZ et. al.,

2017).
El
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Existem varias maneiras de proceder a extracdo dos metabdlitos secundarios com
6leo, agua ou alcool. O conhecimento das estruturas quimicas dos produtos naturais,
bem como de suas fung¢des nas interagbes das plantas com os organismos vizinhos,
possibilita uma melhor compreensao dos mecanismos bioquimicos dessas interacoes,
tornando possivel o desenvolvimento de novos agentes bioativos (BARNES et al.,
2007).

No caso da mancha foliar causada pelo fungo Bipolaris sorokiniana, o controle &,
normalmente, realizado por uso de fungicidas sendo que esta doenca causa prejuizos
aos produtores. Outro problema é o risco para o meio ambiente e para a saude do
homem. Visando eliminar estes inconvenientes, um dos métodos preconizados tem
sido a utilizacdo de indutores de resisténcia oriundos de produtos naturais.

A inducédo de resisténcia tem sido observada em varias plantas em resposta ao
tratamento prévio do hospedeiro com agentes bidticos ou abibticos, denominados
elicitores ou indutores de resisténcia (KUC, 1987; 2000; 2001; MANANDHAR et al.,
1999). As plantas ativam um conjunto de respostas apés o reconhecimento de um
patdgeno ou da aplicacéo exdgena de indutor, assim, capacitando-as a responderem
mais rapidamente a infeccao promovendo uma resposta de resisténcia. A inducao de
resisténcia tem sido observada e sugerida como controle alternativo para diferentes
doengas e interagdes como: trigo - Bipolaris sorokiniana e Drechslera teres (BACH,
1997; BACH et al, 2003); cevada - Bipolaris sorokiniana (CASTRO e BACH, 2004);
café - Hemileia vastatrix (GUZZO et. al., 1993) e arroz - Pyricularia oryzae e Bipolaris
sorokiniana (MANANDHAR et al, 1999).

Assim, o0 objetivo do presente trabalho foi preparar o extrato do alecrim, avaliar os
compostos fitoquimicos, verificar a presenca de antioxidantes e o efeito como indutor
de resisténcia em plantas de cevada inoculadas com o patégeno Bipolaris sorokiniana
(mancha foliar).

2| MATERIAL E METODOS

As partes aéreas do Alecrim foram colhidas em Ibiuna, sendo transportadas
para o laboratério da UNINOVE em geladeira de isopor. Para a obtencédo do extrato
de folhas de Alecrim, a fresco, 20g de folhas foram trituradas em 100mL de agua
destilada gelada. O extrato foi mantido em geladeira por uma hora e filtrado em gaze
sendo armazenado em frasco de vidro e mantido a -4°C até a utilizagdo (SILVA &
BACH, 2005).

O extrato foi submetido a quantificacéo de proteinas através do método de Lowry,
em equivalentes de SAB (Soro Albumina Bovina) (LOWRY, 1951) e, quantificacdo de
fenbis baseado no método de SWAIN & HILLIS (1959), em equivalentes de acido
clorogénico.

Como antioxidante foi usado o método de ABTS (RUFINO et al, 2007) com a
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reacéo envolvendo 7mM ABTS (5mL e 2,45mM (88mL) de persulfato de potassio,
apos incubacao a temperatura ambiente e escuro por 16h. Apds o periodo, foi diluido
em 80% de etanol até dar uma absorbéancia de 0,700 + 0.005 a 734 nm. A medida de
2,7mL da solugéo de ABTS foi misturada devagar com 0,3mL das amostras. Apos
30min a 30°C, foi realizada a leitura no espectrofotébmetro na absorbancia de 734nm.
O padrao foi Trolox.

2.1 Preparacao de plantas de cevada e tratamentos

As sementes de cevada de cultivo Elis foram fornecidas pela Fundacao Agraria
de Guarapuava, Parana, sendo semeadas em vasos, mantidas em casa-de-vegetacao
a temperatura ambiente, até o estagio 5 da escala de Feekes-Large (LARGE, 1954).
Na composicdo do substrato foi utilizada uma parte de solo vermelho, oriundo do
Parana e uma parte de terra vegetal adubada com NPK (na formulagc&o Nitrogénio10,
Fosforo-10, Potassio-10) e micronutrientes da marca Ouro Verde (de acordo com a
especificacdo do produtor).

Grupos de dez plantas de cevada foram usados nos testes biolégicos para cada
tratamento, em 3 repeticbes. Em todos os tratamentos foram aspergidos cerca de
10 mL da suspensao de conidios ou, solucédo do extrato (indutor) ou ainda, agua. O
extrato aquoso de folhas de alecrim foi avaliado como indutor em 3 concentracdes de
proteina sendo 0,606; 0,303 e 0,202mg de proteina.

Os tratamentos foram: a) sadia (plantas aspergidas com agua); b) tratadas
com indutor (plantas aspergidas com extrato aquoso); ¢) inoculadas com o patégeno
(plantas aspergidas com suspensao de conidios); d) tratadas com indutor e ap6s 24
horas, inoculadas com suspensao de conidios; e) idem ao grupo d, inoculadas apds
48 h; f) idem ao grupo d, inoculadas ap6s 72 horas. As plantas dos grupos d, e, f,
foram inicialmente aspergidas com indutor, apos 24, 48 e, 72 h, sob condi¢cbes de
temperatura ambiente e fotoperiodo de 12 horas (luz fluorescente 7,35 W m2). As
folhas foram inoculadas, por aspersdo, com as suspensdes de conidios do isolado.
Durante as primeiras 24h apds a inoculagcéo do patdgeno, as plantas foram mantidas
em camara umida (100% UR), temperatura ambiente e escuro. Em seguida, o material
foi transferido para casa-de-vegetagcdo e mantido sob condi¢cbes de temperatura e
luminosidade ambiente. A protecéo das plantas foi avaliada 4 dias ap6s a inoculagcéo
do patdgeno de acordo com BACH (1997).

Das plantas induzidas a protecéo, foi realizado um extrato envolvendo 5g de
folha em 10mL de tampao fosfato de sédio pH=7 0,05mol/L. Os extratos foram também
submetidos a testes de quantificacdo de proteinas e fendis.

2.2 Purificacao do extrato de alecrim e avaliacao em folhas de cevada destacadas.

O extrato de alecrim foi submetido a cromatografia em gel filtracdo (Sephadex
G-50), com tampao fosfato pH=7 0,05mol/L, coletando 2mL por tubo e preparando
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pool de 4 fragdes. Todas as fragdes foram passadas no HPLC.

Folhas de cevada foram colocadas em 6 placas de Petri, com umidade mantida
por algodéo, e pinceladas as referidas fracdes sendo 1) fracdo 0: volume externo
da coluna; 2) fracdo 1: volume interno da coluna correspondente a 6mL; 3) fracao
2: volume interno da coluna correspondente a 10mL; 4) fracdo 3: volume interno da
coluna correspondente a 14mL; 5) tampao fosfato como controle; 6) tampéao fosfato
para controle-fungo. Apo6s 72h foi pincelado o conidio do fungo em todas as placas
com excec¢ao da placa 5, correspondente a planta sadia. Apds 5 dias foram observadas
o aparecimento de lesdes e observada a protecéo. A fracdo que indicou protecao foi
avaliada por HPLC.

Compostos fendlicos foram separados no equipamento HPLC (Young Lin YL
9300) equipado com bomba quaternaria, detector UV-vis e forno de coluna (YL9330).
A coluna usada foi a Kinetex C18 (4.6mmx250mm i.d., 5um) e o comprimento de onda
foi 254nm. Eluicéo foi realizada a 1,0mL/min a 35°C. A fase A consiste em metanol e
fase B foi 0,1% de acido acético em agua. O volume injetado foi de 20uL. Os compostos
usados como padrao foram adquiridos da Sigma (acidos cumarico, ferulico, cafeico,
rutina, quercetina, canferol) e dissolvidos em solvente grau HPLC (metanol). Para
identificac&o foi usado o tempo de retencdo e areas dos picos correlacionados com
concentracao pelo software Clarity.

2.3 Estatistica

Todos os experimentos foram realizados em duplicatas e a média analisada pelo
método de Student’s ou Origin (Anova).

3| RESULTADOS

O extrato aquoso de folhas de alecrim apresentou 6,07mg de proteina e 2,52mg
de fenol com atividade antioxidante de 950pmol TEAC*/g. A partir do extrato bruto
foram feitas as diluicdes.

Os resultados da inducéao de protecao podem ser observados na Tabela 1. O
extrato na concentracéo de 0,202mg apresentou variagao de 55 até 70% nos intervalos
de tempo variando de 24 até 72h, mas, quando o extrato apresentou 0,606mg e 0,303mg
a protecéo foi semelhante, variando de 65 ou 68% até 80%, nos mesmos intervalos de
tempo entre indutor e patégeno. Como as protecées foram semelhantes, as plantas
oriundas do tratamento de 0,303mg de proteina foram submetidas a quantificacao
de proteina, fenol e analise por cromatografia de camada delgada. Estes resultados
vieram ao encontro com os encontrados por GUZZO et al. (1993); BACH et al. (20083;
2012; 2014; 2015); CASTRO e BACH (2004).
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Tratamentos Extrato mg proteina

0,607 0,303 0,202
Alecrim agua c X X X
Alecrim agua 24h 68* a,c 65 a,d 55 a,e
Alecrim agua 48h 78 a,f 78 a,g 60 a,h
Alecrim agua 72h 80 a,i 80 a,i 70 a,j
Infectada Ob Ob 0Ob

Tabela 1: Porcentagem de prote¢éo em folhas de cevada submetidas ao tratamento com indutor
(extrato de alecrim em diferentes concentracdes) nos diferentes intervalos de tempo entre
indutor e patdégeno.

*Porcentagem de protecéo. Primeira letra seguida por a, sao significativamente diferentes do controle (plantas
infectadas letra b) pelo teste T (P<0,05). Segunda letra diferente, indica diferenca significativa nas linhas no
mesmo tratamento. Os nimeros representam média de um total de 50 folhas/tratamento.

**Quantidade de proteinas e fenois seguidas por letra b, séo significativamente diferentes do controle (plantas
infectadas) pelo teste T (P<0,05).

Quando folhas de cevada, oriundas do tratamento com extrato de alecrim na
concentracao de 0,303mg de proteina, foi submetida a extracéo, foi possivel determinar
a concentracao de proteina e fenol (Tabela 2). Observando primeiramente plantas
sadias e infectadas, tem-se que plantas sadias apresentaram maior quantidade de
proteina e, menor de fenol, sendo ao contrario em plantas infectadas quando estas
apresentam baixa quantidade de proteina e maior quantidade de fenol, podendo ser
devido pelo ataque do patdégeno na planta com reacéo necrotréfica (Tabela 2). Ja nas
plantas tratadas, observou-se aumento de proteina conforme o aumento no intervalo
de tempo. Os resultados estdo de acordo com BACH et al. (2003, 2014, 2015) e
CASTRO & BACH (2004).

Tratamentos mg proteina mg fenol
Alecrim agua ¢ 0,505 0,421
Alecrim agua 24h 0,403 0,567
Alecrim agua 48h 0,680 0,328
Alecrim 4gua 72h 0,747 0,327
Sadia 0,773 0,490
Infectada 0,255 0,811

Tabela 2: Concentracao de proteinas e fendis presentes nos extratos de folhas de cevada
submetidas ao tratamento com extrato de alecrim na concentracéo de 0.302mg de proteina.

As folhas de cevada destacadas e pré-tratadas com as fracdes coletadas da
coluna de Sephadex G-50, e depois pinceladas com o fungo, apresentaram lesdes
nas placas 1,2,4, quando comparadas com sadia e folha infectada-controle. Assim, a
unica fragcao da placa 3, foi a que apresentou protecdo. Esta fragdo foi avaliada no
HPLC apresentando os seguintes compostos fendlicos: acido clorogénico, ferulico,
quercetina e canferol (Tabela3).
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12000 -
10,000 4
8000 4

6000 4

Voltage (mV')

4000 - 5

2000 4

0.000
0.000 LOOO 2000 3000 4000 5.000 6.000

Retention time {min)

Rt Concentracéo Composto

2,260 1,500 ug ac. Clorogénico

2,650 0,570 ug ac. Ferulico

3,280 0,570 ug Quercetina

3,760 8,00mV Composto nao identificado
4,710 0,310 ug Canferol

Tabela 3: Resultado obtido no HPLC comparado com padrdes fendlicos com respectivo tempo
de retencao (Rt) e concentracéo.

Os resultados obtidos no trabalho apresentam concordancia com ANDRADE et
al (2018) e AL-SEREITI et al (1999) mostrando que polifendis sdo compostos quimicos
antioxidantes e classificados como acidos fendlicos, flavonbdides e nao flavondides.
As propriedades antioxidantes podem ser responsaveis pela defesa de plantas contra
patdgenos e predadores, podendo controlar, também, infecbes em humanos. Existem
varios polifendis no alecrim, sendo o acido clorogénico o mais abundante, e um dos
responsaveis pela inducao de resisténcia na folha de cevada.

41 CONCLUSAO

Concluiu-se que o extrato de alecrim promoveu a indugdo de resisténcia em
plantas de cevada no controle do fungo causador da mancha foliar, tendo o &cido
clorogénico como um dos compostos responsaveis pela inducao de resisténcia em
plantas.
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