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APRESENTACAO

O Brasil possui uma das floras mais ricas e diversificadas do mundo — quase 19%
da flora mundial. Nosso conhecimento sobre a diversidade, o cultivo e os beneficios
que as plantas, frutos e sementes podem proporcionar ainda séo incompletos. Dessa
forma ressaltamos a importancia de se continuar a explorar e conhecer o potencial que
a flora brasileira possui.

Nesse intuito o e —book Producéo e Controle de Produtos Naturais € composto
por 13 artigos cientificos que abordam assuntos de extrema importancia relacionados
a flora brasileira. O leitor ira encontrar assuntos que abordam temas como a atividade
toxicologica de fungos, a composi¢cdo quimica, bioldgica, atividade antioxidante,
alelopatica, citotdxica, anticitotdxica, teor de fendlicos totais e teor de flavonoides totais
de plantas, além de fatores que podem ter influéncia sobre esses aspectos.

O e-book Producéao e Controle de Produtos Naturais também apresenta artigos
com intuito de orientagdo e incentivo ao uso, cultivo e manejo de plantas medicinais,
além de temas relacionados a Gestdo Ambiental e Sustentabilidade.

Diante da importancia de discutir a biodiversidade, os artigos relacionados neste
e-book, visam disseminar o conhecimento acerca da constituicao da flora brasileira e
promover reflexdes sobre os temas. Por fim, desejamos a todos uma excelente leitura!

Natiéli Piovesan e Vanessa Bordin Viera
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CAPITULO 1

ANIDROCOCHLIOQUINONA A E ATIVIDADE ANTAGONISTA
DO FUNGO ENDOFITICO BIPOLARIS SP. ASSOCIADO A

Vanessa Mara Chapla
Universidade Federal do Tocantins (UFT), Gurupi-
Tocantins

Sara Bruna Sousa Dantas
Universidade Federal do Tocantins (UFT), Gurupi-
Tocantins

Gabriel Leda de Arruda
Universidade Federal do Tocantins (UFT), Gurupi-
Tocantins

Aloisio Freitas Chagas Junior
Universidade Federal do Tocantins (UFT), Gurupi-
Tocantins

RESUMO: O género Bipolaris tem fornecido
um grande numero de micotoxinas, como as
pertencentes a classe das cochlioquinonas. O
fungo endofitico Bipolaris sp. isolado da planta
medicinal Cymbopogon nardus foi submetido
a ensaio de antagonismo in vitro contra trés
fungos fitopatogénicos, o fungo Bipolaris sp.
apresentou potencial antagonista contra o fungo
Fusarium oxysporum.  Anidrocochlioquinona
A foi isolada do extrato bruto ACOEt obtido do
cultivo do endéfito Bipolaris sp. em PDB (potato
dextrose broth). A estrutura do composto foi
elucidada baseada em técnicas de RMN 1D
e 2D. Anidrocochlioquinona A é descrita como
antitumoral por apresentar atividade citotoxica
contra células Hela.
PALAVRAS-CHAVE: Bipolaris sp-;

Producao e Controle de Produtos Naturais

CYMBOPOGON NARDUS

Anidrocochlioquinona A; fungos endofiticos;
antagonismo.

ABSTRACT: Bipolaris genus has afforded many
types of mycotoxin as cochlioquinone class.
The endophytic fungus Bipolaris sp. isolated
from medicinal plant Cymbopogon nardus was
submitted to in vitro antagonism assay against
three phytopatogenic fungi, the fungus Bipolaris
activity against
Fusarium oxysporum. Anhydrocochlioquinone
A was isolated from the crude EtAcO extract
obtained from Bipolaris sp. cultured in PDB

sp. showed antagonism

(potato dextrose broth) medium. The structure
was established conclusively by 1D and 2D NMR
spectra analysis. Anhydrocochlioquinone A was
described as antitumor by showed cytotoxicity
activity against HelLa cells.

KEYWORDS:
Anhydrocochlioquinone A; endophytic fungi;

Bipolaris sp.;

antagonism.

11 INTRODUCAO

O género Bipolaris contém mais de 100
espécies fungicas associadas a diversas
plantas com uma distribuicado mundial. Segundo
Manamgodaetal. (2014) este género &€ composto
por fungos filamentosos Ascomicetos, da classe
Dothideomycetes, ordem Pleosporales e familia
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Pleosporaceae. As espécies do género Bipolaris estdo muitas vezes associadas ao
desenvolvimento de doencas em espécies vegetais, principalmente em culturas de
alto valor na familia Poaceae, e ainda a agentes etioldégicos de doencas em seres
humanos (BERBEE; PIRSEYEDI; HUBBARD, 1999; CAMPOS, 2009). Entretanto,
apesar de estar associado ao desenvolvimento de patologias, esse género fungico
tém alcangado crescente interesse biotecnologico por sua relagdo com a producéo de
diferentes metabdlitos biologicamente ativos, como as cochlioquinonas (JUNG et al.,
2003), paecilin B (GUO et al., 2007), curvulina (VARMA et al., 2006), emodina (GUO
et al., 2011), 6-epi-3anhydroophiobolina B (SHEN et al.,1999), crisofanol (GUO et al.,
2011) e bipolarinona (ARUNPANICHLERT et al., 2012).

As cochlioquinonas sao importantes fitotoxinas fungicas associadas a doencas
graves em cereais, sao produzidas principalmente por Bipolaris spp. e outros géneros
relacionados (PHUWAPRAISIRISAN et al., 2007). Segundo Koyama et al. (2005),
apresentam esqueleto terpendidico, contendo uma benzoquinona em sua estrutura.
Grande parte de seus analogos sao caracterizadas por um par de derivados do 1-alquil-
3,5-di-hidroxifenila com uma unidade farnesil (WANG et al., 2016).

As cochlioquinonas apresentam muitas propriedades bioldgicas, tais como inibicéo
da atividade sobre a enzima Acil-CoA e da atividade contra colesterol aciltransferase
(FUJIOKA et al., 1996), inibicdo da atividade contra diacilglicerol kinase (MACHIDA;
HIGASHI; OGAWARA et al., 1995), atividade fitotoxica (LIM et al., 1996), nematicida
(SCHAEFFER et al., 1990), citotoxica (WANG et al., 2016) e antiangiogénica (JUNG et
al., 2003). Campos et al. (2017) também demostrou a acéo larvicida dessas substancias
contra Leishmaniose, além de sua atividade antibacteriana e antitumoral. Estes
estudos corroboram para a grande aplicabilidade biotecnoldgica dessas substancias,
considerando os usos bioldgicos e farmacéuticos.

Os fungos do género Bipolares, compreendem uma série de espécies que sao
classificadas como endofiticas em diversas plantas (WANG et al.,, 2016). O termo
enddfito ou endofitico esta associado a microrganismos que vivem no interior de
tecidos e 6rgdos vegetais sem aparentemente causar danos aos seus hospedeiros
(RUDGERS E CLAY, 2007).

As interacbes entre o0 enddfito e a planta hospedeira, ainda nao estao
completamente compreendidas, mas acredita-se que possam ser simbibticas,
neutras ou antagénicas, podendo variar de um hospedeiro para o outro (CHAPLA;
BIASETTO; ARAUJO, 2013). Segundo Lacava, Sebastianes e Azevedo (2004) nas
interacdes simbioticas o crescimento do endoéfito no interior da planta envolve continua
interacado metabdlica entre o enddfito e o hospedeiro, onde ambos se beneficiam desta
associacao. Em decorréncia dessas interacdes, os endéfitos séo capazes de produzir
um grande numero de substancias de interesse biotecnolégico, com propriedades
biol6gicas ou farmacéuticas, o que os tornaram alvos de muitos estudos nos ultimos
anos, considerando-os como fontes prolificas de produtos naturais novos e bioativos
(BORGES et al., 2009; PAMPHILE et al., 2018).

EN
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Com o objetivo de investigar a biodiversidade endofitica do Cerrado presente
no estado do Tocantins, a planta medicinal Cymbopogon nardus foi submetida a
isolamento de fungos endofiticos, sendo possivel o isolamento e identificagdo de doze
endofitos. O extrato bruto ACOEt obtido do fungo endofitico Bipolaris sp. apresentou
alta atividade toxicolégica, este resultado nos levou a investigacao quimica do extrato
na busca por metabdlitos fungicos bioativos, onde foi possivel o isolamento da
Anidrocochlioquinona A.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Isolamento e Identificacao Morfolégica dos Fungos endofiticos

Os fungos endofiticos foram isolados de folhas saudaveis de Cymbopogon
nardus L. Rendle (capim citronela) disponivel no herbario da UFT Campus de Gurupi,
Tocantins. O material vegetal coletado foi submetido a assepsia, com imersdo em
alcool 70% por 1 minuto, em hipoclorito de s6dio 3% por 4 minutos e novamente em
alcool 70% por 30 segundos, por fim lavado em agua destilada estéril, a fim de eliminar
residuos da solucéo de hipoclorito de sodio e utilizada como paréametro de controle da
assepsia (LOPES et al., 2017).

ApOs assepsia, as folhas formam trituradas em 5 mL de solu¢éo tampao fosfato
de sbédio monobasico (pH 7,4) com auxilio de gral e pistilo. O material triturado foi
plagueado em meio sélido batata-dextrose-agar (PDA), tratado com ampicilina (500
pyg.mL™") e incubado em incubadora BOD a 25 + 2°C durante 8 dias, seguido de
sucessivos repiques até o isolamento das col6nias fungicas.

Para a identificacdo dos fungos a nivel de género, foram analisadas culturas
puras dos fungos em placa de Petri em meio PDA, foram observadas caracteristicas
morfolégicas macroscopicas e microscopicas das colénias, como forma reprodutiva
e caracteristicas celulares das hifas, tomado como referéncias literaturas da area
(HANLIN E MENEZES, 1996; BARNETT E HUNTER, 1998).

2.2 Teste de Antagonismo

A avaliacdo do antagonismo in vitro foi realizado em placas de Petri com
confronto direto entre o fungo endofitico isolado Bipolaris sp. (UFT/MB.J11) contra
trés fitopatdbgenos Fusarium oxysporum, Curvularia lunata e Bipolares oryzae obtidos
do banco de cepas microbianas do Laboratério de Fitopatologia da UFT Campus de
Gurupi, Tocantins.

Em placas com meio PDA, foram inoculados em pontos equidistantes da placa
2 discos de micélio-agar de 6 mm de didmetro cada, sendo um referente ao fungo
endofitico e o outro ao fitopatdgeno confrontado, além de testemunhas (controle),
onde somente o fitopatdgeno foi inoculado. Apds inoculagéo, as placas foram incubas
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em incubadora BOD a 25 + 2°C por 14 dias e avaliadas apds as colénias controle
ocupassem a placa por completo (LOPES et al., 2017).

2.3 Cultivo e Obtencao do Extrato Bruto

O indculo do fungo Bipolaris sp. foi incubado em placa de Petri com meio PDA a
25 + 2°C por 7 dias. Em seguida, o fungo endofitico foi cultivado em Meio liquido PDB
(potato dextrose broth) em frascos de Erlenmeyer (500 mL) com 300 mL de meio de
cultura. Apés inoculacédo, o cultivo foi mantido em incubadora BOD 25 + 2°C por 28
dias, sobre suave agitacéo a cada 72 horas.

Apo6s o periodo de cultivo, o caldo foi submetido a filtrac&o a vacuo, separando-se
o micélio do caldo fermentado. Em seguida o filtrado foi submetido a particao liquido/
liquido com acetado de etila (AcOEt por 3 x 250 mL), a fase AcOEt foi concentrada em
evaporador rotativo fornecendo o extrato bruto AcOEt.

2.4 Isolamento do Composto

O extrato bruto AcOEt (160,7 mg) foi submetido a cromatografia em coluna. O
procedimento foi realizado em coluna de vidro (30 x 2,2 cm), utilizando silica gel e fase
moével com gradiente de 100:0 (hexano:AcOEt) com o aumento da polaridade até a
proporcdo 0:100 (hexano:AcOEt), e por fim uma solugdo AcOEt:MeOH (1:1 v/v).

As 52 fragOes obtidas, de aproximadamente 10 mL cada, foram analisadas em
cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) em placas de silica gel 60
F254 (Filter-Bio®), as fragcdes que apresentaram similaridade foram reunidas. A fragao
17 (4,8 mg) forneceu a substéncia 1, esta foi submetida a analise de ressonéncia
magnética nuclear (RMN, 1D e 2D) em espectrometro Bruker Avance Il HD 600.

2.5 Atividade Toxicoldgica

A atividade toxicologica do extrato bruto AcOEt foi realizada em organismo teste
Artemia salina, sendo suas condicOes de ecloséo e criagao: solugcédo salina de sal
marinho a uma concentracdo de 38 g.L", 25 + 2°C, oxigenagéo continua pelo periodo
de 24 horas. A solucéo salina preparada foi utilizada para eclosédo dos ovos, criagao,
condicao controle, preparo das solugcdes e diluicoes dos extratos brutos avaliados
(MEYER et al., 1982).

Foram avaliadas 5 diferentes concentragdes do extrato bruto, sendo elas 200,
100, 20, 10 e 5 mg.L", solubilizadas em solucao de dimetilsulfoxido (DMSO) e solugao
salina (1:1 v/v) e a concentracao controle, somente a solugcao salina. Os ensaios foram
conduzidos em triplicada, com 10 organismos por teste e avaliado quanto a letalidade
dos microcrustaceos frente as concentracdes preparadas no periodo de 24 horas de
exposicao.

Foi determinado a dose minima necessaria para a morte de 50% dos organismos
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testados (DL,,) pelo log da concentragao dos extratos em fungdo do percentual de
organismos mortos, ajustando-se uma equacéo linear simples em compara¢ao com a
concentracao controle.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Atividade Antagonista

Foram isolados doze fungos endofiticos originados de partes saudaveis da folha
de Cymbopogon nardus (capim citronela) e classificados até o nivel de género ap6s
observacao dos aspectos macro e micro morfoldgicos. O fungo codificado como UFT/
MB.J11 foi identificado morfologicamente como pertencente ao género Bipolaris sp.
(LOPES et al., 2017).

Os testes realizados através do método in vitro revelaram o potencial antagonista
do fungo endofitico Bipolaris sp., por pareamento direto, contra o fitopatdbgeno
Fusarium oxysporum, constatado através da sobreposi¢cdo das coldnias do endéfito
ou pela formacao de um halo de inibicao, que reduziram o crescimento micelial do
patdgeno. O fungo endofitico inibiu 43,3% o crescimento do fitopatdbgeno apbs 14
dias de incubacgao. Para os demais fungos fitopatogenos Curvularia lunata e Bipolaris
oryzae nao houve inibicdo do crescimento significativo pelo endofito (tabela 1).

Confronto direto

7 dias 14 dias
Diametro da Diametro da
colénia (mm)? PL (%) colénia (mm)? PL (%)

Controle Bipolaris oryzae 28,0 a - 70,0 a -

Bipolaris sp. (UFT/MB.J11) 25,0b 10,7 70,0 a 0,0

Controle Curvularia lunata 26,3 a - 67,3 a -

Bipolaris sp. (UFT/MB.J11) 26,0 a 1,3 70,0 a 0,0
Controle Fusarium oxysporum 44,0 a - 50,0 a -

Bipolaris sp. (UFT/MB.J11) 24,7b 43,9 28,3b 43,3

Tabela 1. Média do confronto direto do fungo endofitico Bipolaris sp. com os fitopatégenos

"Médias seguidas de mesma letra mindscula, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia. 2Pl = Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial.

O potencial antagonista do endéfito Bipolaris sp. encontrado pode estar
relacionado a maior eficiéncia na competicao por espacgo e nutrientes ou pela liberacéo
de metabdlitos em comparacédo com o fitopatdgeno. Alguns metabdlitos secundérios
produzidos pelo género Bipolaris demostraram nas avaliagdes in vitro possuirem
atividades antimicrobianas, como substancias da classe das cochlioquinonas (CAMPOS
et al., 2017), crisofanol e emodina (ARUNPANICHLERT et al., 2012), isto sugere que
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em muitos casos o endoéfito € capaz de produzir compostos contra microrganismos
fitopatdgenos ajudando o seu hospedeiro a se proteger (GUNATILAKA, 2006; LACAVA,;
SEBASTIANES; AZEVEDO, 2010).

Os demais enddéfitos isolados de C. nardus foram também submetidos ao ensaio
antagonista e varias linhagens demostraram atividade antagonista como citato por
Lopes et al. (2017). A atividade antagonista pode servir de base em futuros ensaios in
vivo para a utilizacéo destes endéfitos no controle biolégico de pragas em lavouras.

3.2 Identificacao de Anidrocochlioquinona A

O fungo endofitico Bipolaris sp. foi cultivado em meio PDB durante 28 dias,
apos este periodo foi submetido a particao liquido/liquido com acetato de etila para
obtencéo do extrato bruto AcOEt. O extrato bruto AcOEt foi submetido a cromatografia
em coluna e resultou no isolamento de um composto identificado por ressonancia
magnética nuclear como anidrocochlioquinona A (1) (Figura 1).

Figura 1: Estrutura da anidrocochlioquinona A

Anidrocochlioquinona A foi isolada como um sélido amorfo de coloragcéo
avermelhada. O espectro de RMN de 'H (Tabela 2) apresentou sinais de dois
hidrogénios olefinicos (5, 6,53, s, H-11 e 6,31, s, H-12), trés hidrogénios oximetinos (9,
5,01,t J =6, H-4;3,18, m, H-17 e 3,16, m, H-21) e oito grupos metilicos (0,86, H-1;
1,19, s, H-23;1,18, s, H-24; 1,11, s, H-25; 1,54, s, H-26; 1,13, d, J = 7,2, H-27; 0,86,
m, H-28 e 1,96, s, H-30). O espectro de RMN de '3C (Tabela 2) apresentou dois sinais
em d_.185,1 e 181,3 atribuidos a carbonos carbonilicos de quinona. As correlagoes
observadas no espectro de HMBC (Figura 2) do H-11 com C-7 e C-9 juntamente com
a do H-12 com C-8 e C-10 confirmaram o esqueleto quinona. O espectro de RMN
de '*C apresentou ainda cinco carbonos oxigenados (8.72,0; 78,7, 81,2; 81,6, 84,7).
Estas informac6es juntamente com as analises dos espectros de RMN 2D sugeriram
se tratar de um composto derivado do esqueleto cochlioquinona.

O espectro de RMN de *C apresentou descolamento quimico caracteristico de
uma carbonila de éster em 5_.170,0 e de uma metila em 5, 20,9 que foi atribuida a
um residuo acetato. O residuo acetato foi conectado ao C-4 devido as correlagdes
em HMBC do H-4 com o C-29, estabelecendo dessa forma a cadeia lateral C-1/C-5.
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As correlagdes observadas em HMBC do H-5 com C-4, C-6, C-7 e C-11 e do H-11
com C-5 estabeleceram a conectividade da cadeia lateral alifatica C-1/C-5 ao C-6 da
quinona. Com os deslocamentos quimicos em 8. 110,7 e 149,6 referentes aos carbonos
olefinicos em C-12 e C-13 foi possivel constatar que se trata da anidrocochlioquinona
A. A configuracéo absoluta do composto 1 foi atribuida comparando os deslocamentos
quimicos e constantes de acoplamento com os valores encontrados literatura
(PHUWAPRAISIRISAN et al., 2007).

Ho§>

Figura 2: Correlagbes observadas em HMBC e COSY para a anidrocochlioquinona A

O composto 1 foi a primeira cochlioquinona que possui um residuo de
desidropiranobenzoquinona isolada. A literatura fornece apenas alguns compostos
contendo o esqueleto desidropiranobenzoquinonas, que incluem metacromina J e
galopiperone (PHUWAPRAISIRISAN et al., 2007). Do ponto de vista biossintético, as
cochlioquinonas sao formadas pelaintrodu¢cédo de uma unidade farnesil em um precursor
aromatico cujo grupos metil (C-27 e C-28) derivam da metionina. A desidratacédo
de 12-OH em cochlioquinona A resulta na formagdo da anidrocochlioquinona A
(PHUWAPRAISIRISAN et al., 2007).

Anidrocochlioquinona A (1)

Posicao 4 em ppm (J em Hz)
d, d,, HMBC
1 11,6 0,86 (m) C-2,C-3
2 26,5 1,18 (s)
3 36,4 1,57 (m)
4 78,7 5,01 (t, 6) C-6, C-29
5 34,2 3,26 (quint, 7,2) C-4, C-7, C-11, C-27
6 148,7
7 181,3
8 149,2
9 117,2
10 185,1
1 132,5 6,53 (s) C-7,C-9
12 110,7 6,31 (s) C-8, C-10, C-14, C-18
13 147,6
14 81,6
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2,30 (dl, 13,8)

15 37,9 2,03 (m) C-13, C-14
S 120 a5
17 81,2 3,18 (m) C-19

18 38,7

19 34,9 f;g Emg C-20

20 o, 1,70 (;ﬂ;; 2(;1615)e 3,0)

21 84,7 3,16 (m) C-20, C-22
22 72,0

23 26,2 1,19 (s) C-21,C-22
24 23,9 1,18 (s) c-23

25 20,3 1,11 () C-13, C-17, C-19
26 27,1 1,54 (s) C-13, C-14, C-15
27 17,6 1,13 (d, 7,2) C-4,C-6

o8 13,4 0,86 (m) C-2,C-3,C-4
29 170,0 -

30 20,9 1,96 (s) C-29

Tabela 2: Dados de RMN (CDCI,, 600 MHz para 'H, 150 MHz para '*C) obtidos para 1

Anidrocochlioquinona A foi descrita por PHUWAPRAISIRISAN et al. (2007) como
sendo um composto antitumoral por apresentar atividade citotoxica contra células
de carcinoma cervical humana (HelLa) (Cl,, de 5,9 ug.mL"). Este composto também
apresentou alta atividade citotoxica contra células cancerigenas humanas SK-OA-3,
com inibicdo de 85% a uma concentragdo de 10 ug.mL™", e células A549, com inibi¢cdo
de 41% a uma concentracéo de 30 ug.mL" (ZHOU et al., 2015). Além de apresentar
forte atividade na inducéo de apoptose em células HCT 116 na faixa de 10 a 30 uM, em
concentracéo maiores como 50 uM a atividade foi ainda maior, foi também detectado a
ativacao da caspase em células cancerigenas HCT 116 (Ql et al., 2014).

Nascimento et al. (2015) descreve que a anidrocochlioquinona A apresenta
atividade leishmanicida (Cl,, de 50,53 ug.mL™"). Quando o autor compara a atividade
deste composto com a atividade obtida para os compostos cochlioquinona A e
isocochlioquinona A (Cl,, de 10,16 ug.mL"), sugere que a auséncia de um atomo
de oxigénio (em C-12) em anidrocochlioquinona A possivelmente diminui a atividade
leishmanicida, devido ao menor valor de Cl_, encontrado.

3.3 Atividade toxicoldgica do extrato bruto AcOEt

O teste realizado permite a avaliagéo da toxicidade geral, portanto, é considerado
como preliminar no estudo de compostos com potencial atividade biologica. Neste
estudo determinou-se a toxicidade do extrato bruto AcOEt utilizando o microcrustaceo
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Artemia salina. A utilizagao de A. salina ocorre pois € uma espécie de facil manipulagao
em laboratério e baixo custo econémico. Estudos comprovam a agao tdxica de varias
substancias naturais ao microcrustaceo A. salina (LOPES, SILVA, ECHEVARRIA
2016).

Com valores de porcentagem de larvas de A. salina mortas, em relacdo ao
aumento da concentracéo do extrato, foi possivel ajustar uma equacéo linear. A partir
da equacgéo foi possivel calcular o valor de DL, para o extrato. O resultado obtido
apresentou atividade toxica significativa, sendo o valor de DL_ de 3,16 ug.mL".

A alta atividade toxicol6gica encontrada para o extrato bruto AcOEt frente ao
microcrustaceo A. salina pode estar relacionada a presenca da anidrocochlioquinona
A, uma vez que ja foram descritas diversas atividades citotoxicas para esse composto.

41 CONCLUSAO

O fungo endofitico Bipolaris sp. apresentou atividade antagonista contra o fungo
F. oxysporum, o que pode estar relacionado a maior eficiéncia na competicdo de
nutrientes ou a liberacao de produtos antimicrobianos.

Foi possivel identificar a anidrocochlioquinona A produzido pelo endéfito, o qual
€ descrita como um composto antitumoral, por apresentar diversas atividades contra
diferentes linhagens cancerigenas, além de apresentar atividade leishmanicida. A alta
atividade toxicologica encontrada para o extrato bruto AcOEt pode estar relacionada
a presencga da anidrocochlioquinona A, uma vez que ja foram descritas atividades
citotoxicas para esse composto.
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CAPITULO 2

A PODA DO SISTEMA RADICULAR MELHORA A QUALIDADE
DAS PLANTAS DE CACAU (THEOBROMA CACAO L.;
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RESUMO: O cacau € uma cultura de grande
importancia socioeconémica mundial. Logo, o
sucesso do processo produtivo do cacaueiro
depende da producéo de mudas de qualidade.
As praticas culturais como a poda das raizes
também podem contribuir para a producéo
de mudas com melhores caracteristicas
morfologicas e fisiologicas. Assim, nosso
trabalho teve objetivo de avaliar o crescimento
e a qualidade das mudas de cacau submetidas
a poda do sistema radicular. Mudas de cacau
foram produzidas a partir de semeadura em
tubetes de 290 cm?. Estes foram preenchidos
com fibra de coco + palha de arroz carbonizada
+ terra de subsolo (80:10:10, v:v) acrescidos
de 6 g de Osmocote® por 1 L de substrato. Aos
120 dias selecionou-se 20 mudas, sendo 10
com raizes podadas (50% do torrdo) e mais 10
sem poda. Foram feitas quatro avaliagbes, com
intervalo de 15 dias, obtendo-se os valores para
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altura (H, cm) diametro do colo (DC, mm), a
razao H/DC e numero de folhas (NF). Nao houve
diferenca entre a altura média das mudas dos
tratamentos. Entretanto, as mudas que tiveram
seu sistema radicular podado apresentaram
13.52% de crescimento em relacédo as mudas
sem poda. A média DC das mudas sem poda
foram superiores estatisticamente a das
mudas com poda. Enquanto, H/DC das mudas
podadas foram superiores na terceira e quarta
avaliacOes. Assim, a poda do sistema radicular
estimulou o desenvolvimento de Theobroma
cacao, demostrando que essa técnica pode ser
util para a manutencéo em viveiro das mudas
quanto para o transplanto a campo.
PALAVRAS-CHAVE: cacau;silvicultura; viveiro;
espécie nativa da Amazoénia

ABSTRACT: Cocoa is a culture of great
the world.
Therefore, the success of the coffee production
process depends on the production of quality
seedlings. Cultural practices as one of the roots

socioeconomic importance in

may also be useful forthe production of seedlings
with  more morphological and physiological
The production of
seedlings under pruning of the root system.

characteristics. cocoa
Cocoa seedlings were produced from sowing in
290 cm2 tubes. These were filled with coconut
fiber + charcoal + rice straw + dressing ground
(80:10:10, v: v) added with 6 g of Osmocote ®
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per 1 L of substrate. At 120 days, 20 seedlings were selected, 10 with roots pruned
(50% of the clod) and 10 without pruning. From 15 days, the values for height (d, cm),
the diameter of the neck (DC, mm), an H / DC ratio and number of leaves (NF) were
obtained. The average separation of the seedlings from the treatments was not made.
However, the seedlings that have their root system are 13.52% growth in relation to
the seedlings without pruning. The average DC of pruning seedlings was statistically
higher in pruned seedlings. As, H / DC of pruned seedlings were superior in the third
and fourth evaluations. Thus, a group of root plants stimulated the development of
Theobroma cacao, demonstrating that this type of technology may be useful for the
maintenance of a system of seedling cultivation in relation to field transplantation.
KEYWORDS: cocoa; forestry; nursery; native species of the Amazon

O cacau é uma cultura de grande importancia socioeconémica mundial. A
semente é a parte do fruto com maior interesse pelas industrias de alimento e de
cosmético. Logo, o sucesso do processo produtivo do cacaueiro depende da producao
de mudas de qualidade. Fatores como semente, substrato, recipiente, adubacéo e
manejo em geral, contribuem para essa “qualidade”. As praticas culturais como a
poda das raizes também podem contribuir para a produgédo de mudas com melhores
caracteristicas morfologicas e fisiologicas. Assim, nosso trabalho teve objetivo de
avaliar o crescimento e a qualidade das mudas de cacau submetidas a poda do sistema
radicular. Mudas de cacau foram produzidas a partir de semeadura em tubetes de 290
cm?2, Estes foram preenchidos com fibra de coco + palha de arroz carbonizada + terra
de subsolo (80:10:10, v:v) acrescidos de 6 g de Osmocote® por 1 L de substrato. Aos
120 dias selecionou-se 20 mudas, sendo 10 com raizes podadas (50% do torréao)
e mais 10 sem poda. E, imediatamente transplantadas para sacos plasticos (16 x
23 cm), contendo a mesma composi¢cao do substrato e da adubacédo usado para a
semeadura. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
constituido por dois tratamentos, muda sem poda e com poda das raizes. Foram feitas
quatro avaliagcbes, com intervalo de 15 dias, obtendo-se os valores para altura (H,
cm) diametro do colo (DC, mm), a razdo H/DC e numero de folhas (NF). Nao houve
diferenca entre a altura média das mudas dos tratamentos. Entretanto, as mudas
que tiveram seu sistema radicular podado apresentaram 13.52% de crescimento em
relacdo as mudas sem poda. A média DC das mudas sem poda foram superiores
estatisticamente a das mudas com poda. Enquanto, H/DC das mudas podadas foram
superiores na terceira e quarta avaliagdes. Além disso, o H/DC das mudas podadas
apresentou 17% de crescimento em relacdo as mudas sem poda. Portanto, com
base no indice H/DC, as mudas com sistema radicular podado apresentaram melhor
qualidade e, portanto, mais indicado para ser levado ao campo. Em relagao ao NF, as
mudas que sofreram a poda apresentaram maior média na ultima avalia¢do, indicando
que as mudas apresentaram uma maior plasticidade durante o processo regenerativo
do sistema radicular. Assim, a poda do sistema radicular estimulou o desenvolvimento
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de Theobroma cacao, demostrando que essa técnica pode ser util para a manutencéao
em viveiro das mudas quanto para o transplantio a campo.
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RESUMO: Metrodorea nigra € uma pequena
arvore tropical, endémica do Brasil pertencente
a familia Rutaceae. E uma planta muito comum
nos estados do Sudeste brasileiro. O Unico
estudo fitogimico desta espécie demonstrou
o isolamento e caracterizagdo de cumarinas,
alcaloides, lignanas, diidrochalconas e
esteroides, entretanto, até entdo nao haregistros
de atividade biolégica vinculada a esta espécie
na literatura. O extrato metandlico das folhas e
cascas de M. nigra, coletados na cidade do Rio
de Janeiro, foram obtidos via maceracéo estatica
com metanol, e, posteriormente, particionados

sucessivamente com diclorometano e acetato
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de etila. O extrato bruto, suas fracbes de
particdo e residuo hidroalcoodlico resultante,
foram submetidos a teste de agao antioxidante
com DPPH, quantificacéo do teor de fendlicos
e avaliacdo de sua atividade alelopatica sobre
o desenvolvimento de sementes de Lactuca
sativa (alface). Os resultados mostraram que a
particao em acetato de etila apresentou a maior
acao antioxidante (68,76 pug/mL) e concentracao
de substancias fenodlicas (55,15 pgEAG/mL)
dentre as amostras analisadas. Os ensaios de
acéo alelopatica avaliaram a capacidade do
extrato etandlico bruto, suas particoes e residuo
hidroalcodlico, em inibir o desenvolvimento
dos hipocoétilos e radiculas das sementes de
L. sativa durante o periodo de germinagao.
Quando comparadas aos hipocotilos, as
radiculas mostraram-se muito mais sensiveis a
acéo citotoxica do extrato e suas subfragdes,
sendo novamente a fracdo acetato de etila a que
mostrou maior inibicdo no desenvolvimento das
sementes. Os resultados sugerem que, tanto
a acao alelopatica, quanto a agcéo antioxidante
estdo diretamente relacionadas a concentracao
de fendlicos presentes nesta fragéo.

PALAVRAS-CHAVE: Metrodorea
Rutaceae, atividade antioxidante, alelopatia.

nigra,

ABSTRACT: Metrodorea nigra is a small tree
which belongs to Rutaceae family. It is a plant
of tropical climate, endemic of Brazil, and very
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common in the states of the Brazilian Southeast. Previous study of this plant reported
the isolation and characterization of coumarins, alkaloids, lignans, dihydrochalcones
and steroids from its leaves and stem bark’ but, so far, there are no reports of biological
activities for this species in literature. Methanolic extract from leaves of M. nigra, was
obtained by static maceration and subsequently partitioned with dichloromethane and
ethyl acetate. Both extract, the partitioning phases and the hydroalcoholic residue
were tested for their antioxidant capacity, the total phenolic content and the allelopathic
action over the growth of Lactuca sativa (lettuce) seeds. The results showed that the
ethyl acetate phase was the one with the biggest antioxidant activity (68,76 ug/mL) and
concentration of total phenolics (55,15 pgEAG/mL) among the tested samples. The
allelopathic assays evaluated the crude extract, its partitions and the hydroalcoholic
residue, ininhibit the development of the hypocotyls and rootlets of L. sativa seeds during
their germination period. When compared with the hipocotyls, the rootlets proved to be
much more sensitives to the cytotoxic action of the crude extract and its subfractions.
Once again, the ethyl acetate fraction showed the best results on inhibiting the seeds
development, suggesting that both the allelopathic and the antioxidant actions are
directly related to the high concentration of phenolics present in this fraction.
KEYWORDS: Metrodorea nigra, Rutaceae, antioxidant activity, allelopathy.

INTRODUCAO

O género Metrodorea pertence a familia Rutaceae, sendo um pequeno género
de plantas tropicais que compreende apenas 6 espécies, M. nigra, M. flavida, M.
concinna, M. maracasana, M. mollis e M. stipularis. Estas espécies estao distribuidas
por todo territorio brasileiro, onde apenas a Metrodorea flavida nao € endémica do
Brasil. A espécie Metrodorea nigra A. St. Hill, alvo deste estudo, &€ uma arvore de clima
tropical, endémica do Brasil, cujo tamanho pode variar entre 1,5 e 8 metros de altura.
No Brasil, a espécie esta distribuida desde o Sul do Piaui e Bahia, passando pelo
Maranhao e por todos os estados do Sudeste brasileiro até o norte do Parana (Figura
1). Pode ser encontrada nos biomas Caatinga, Planalto, Mata Atlantica e Cerrado,
sendo mais comum na Mata Atlantica e em florestas semideciduais do planalto (Pirani
et al., 2002).

A espécie possui diversos nomes populares, de acordo com o estado brasileiro
em que é encontrada, como por exemplo, carrapateiro (PR), vira-sareré (BA), caputuna
(MG), laranja selvagem, chupa-ferro e pitaguara (SP). A época de producao de flores
varia de setembro a fevereiro e dos frutos de junho a janeiro (Pirani et al., 2002).
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MNordeste: Bahia, Maranhio e
Fiaui

Suwdeste: Espirito santo, Minas
Gierais, Sip Paulo e Rio de
Janeiro

Sul: Parani

Figura 1: Distribuicdo geogréfica da espécie M. nigra nos estados do territério brasileiro.

Até entdo existe apenas um unico trabalho sobre estudos quimicos de Metrodorea
nigra descrito na literatura, desenvolvido por Muller e seus colaboradores em 1995.
Neste trabalho, Muller investigou a composicéo quimica dos frutos frescos, folhas e
cascas de M. nigra. No total, 5 substancias ,até entao inéditas na familia foram isoladas:
duas dihidrochalconas, duas cumarinas e um alcaloide furoquinolinico. Entretanto, até
a presente data, ndo ha qualquer relato na literatura de estudos que visem avaliar se
a espécie possui ou nao atividade biolégica (Muller et al., 1995).

Neste contexto, o presente capitulo visa contribuir com o conhecimento quimico e
biolégico da espécie, ainda pouco estudada, no que tange a descricéo de sua atividade
antioxidante, alelopatica e também na avaliagdo de seu teor de fendlicos totais.

Segundo Almeida et al., 2006, atividade antioxidante é a capacidade que uma
substancia possui de retardar a velocidade da oxidagcdo no meio reacional, podendo
utilizar para este fim, mais de um mecanismo, como estabilizacéo de radicais livres ou
a complexacdo com metais.

Souza, et al., 2007, define substancias antioxidantes como aquelas que, mesmo
em baixa concentracéo, em relacdo ao substrato oxidavel, retardam significativamente,
ou inibem por completo a oxidacao do substrato.

Tais substancias podem ser sintéticas ou naturais. Entre os antioxidantes de
origem natural mais comuns destacam-se o acido ascérbico (vitamina C), tocoferdis
(vitamina E), polifendis e carotenoides, como o [(-caroteno (Almeida et al., 2006;
Souza, et al., 2007).

O termo “alelopatia” é derivado das palavras gregas alleton (mutuo) e pathos
(prejuizo). Foi definida por Molish, em 1937, como qualquer processo envolvendo
metabdlitos secundarios produzidos por plantas, micro-organismos ou fungos que,
uma vez liberados no ambiente, estimulam ou inibem o desenvolvimento de outro ser
vivo, pertencente ou ndo a mesma espécie (Tigre, 2009, Pires et al., 2011).

A atuacao da alelopatia pode interferir direta ou indiretamente no processo de
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crescimento, germinacéo, reproducé@o e, em casos mais extremos, na sobrevivéncia
de outras plantas e microrganismos. Trata-se de um mecanismo de autopreservacao
que favorece o organismo produtor destas substancias ao minimizar a competicao com
outros seres vivos por espago, agua, luz, sais minerais ou quaisquer outros recursos
naturais essenciais para sua sobrevivéncia (Tigre, 2009).

Procedimento experimental:

Obtencao do extrato bruto e particoes de M. nigra:

O material vegetal, aproximadamente 1.200g de folhas e galhos de Metrodorea
nigra, foi coletado no Jardim Botanico do estado do Rio de Janeiro, em outubro de
2014, pelo professor Marcelo Trové (IB-UFRJ), que realizou a identificagao botanica.
Uma exsicata encontra-se depositada no Herbario do Jardim Botanico do Rio de
Janeiro sob o codigo Marquete O. 606 (RB). Folhas e cascas foram separados entre
si, e submetidos a secagem em estufa sob circulagéo de ar a 40°C pelo periodo de 72
horas.

Apbsseco, o materialbotanicofoitriturado porum moinhodefacas, separadamente,
obtendo-se 104,58g do pé das folhas e 208,749 do pd das cascas. O pd das folhas foi
submetido a maceracao estatica a frio empregando-se 250ml de metanol a cada 24
horas de extracdo, até exaustao total do material. A completa eliminagao do solvente
de cada etapa de extracao foi feita por evaporador rotativo a vacuo, obtendo-se ao fim
do processo cerca de 19g de extrato metandlico bruto das folhas de M. nigra.

O extrato metanolico das folhas foi submetido a um processo de particéao liquido-
liquido. Inicialmente 5,776g do extrato metandlico das folhas foi solubilizado em 70 ml
de solugcao agua : metanol (7:3). Em seguida, a mistura foi filtrada e a parte soluvel
(4g) submetida a sucessivas particées liquido-liquido utilizando-se respectivamente
200ml de diclorometano e 200ml de acetato de etila, como solventes extratores. Tanto
as fases diclorometano e acetato de etila, quanto o residuo hidroalcodlico, obtido ao
fim do processo de particdo liquido-liquido, foram concentrados, obtendo-se 977mg,
127mg e 2,2g de massa, respectivamente.

O extrato metandlico bruto das folhas de M. nigra, e suas fracbes obtidas da
particdo em diclorometano, acetato de etila, além da fracéo hidroalcodlica resultante,
foram submetidos a testes de avaliacao de sua atividade alelopatica, antioxidante e de
seu teor de fendlicos totais.

Teste de avaliacao da acao alelopatica

O objetivo do teste de verificacdo de atividade alelopética foi verificar a
capacidade das substancias produzidas pelas folhas de Metrodorea nigra, em interferir
no desenvolvimento das sementes de outra planta, neste caso sementes de alface

(Lactuca sativa).
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O extrato bruto das folhas de Metrodorea nigra, bem como os extratos provenientes
de sua particdo em diclorometano, acetato de etila e o residuo hidroalcodlico resultante,
foram submetidos ao ensaio de atividade alelopatica contra sementes de L. sativa,
conforme metodologia descrita a seguir.

Os testes foram realizados em triplicata utilizando duas concentragbes, 500ppm
e 250ppm, para todas as amostras, com excecao do extrato bruto, que foi avaliado
também na concentracéo de 1.000ppm. Cada extrato foi fixado em uma matriz, neste
caso, rodelas de papel de filtro de 2,5cm de raio, dispostos dentro de placas de
petri destampadas, e deixadas para secar por 24 horas, para evitar degradacao das
sementes pelo contato com o solvente orgénico.

Apbs evaporacédo total do solvente e fixacdo da amostra no papel de filtro,
cada placa de petri recebeu 10 sementes de alface (Lactuca sativa) e 2,5mL de uma
solugéo contendo H,O0:DMSO 0,1% a fim de ressuspender a amostra. As placas foram
tampadas e acomodadas em uma camara de crescimento durante o periodo de 120
horas (5 dias) para germinacao e desenvolvimento das sementes.

Apoés este periodo, as placas contendo as sementes germinadas, foram levadas
ao congelador parainterrupcao do desenvolvimento das sementes, e la permaneceram
até o momento de sua leitura. A leitura das placas foi realizada retirando, uma por uma,
cada semente germinada, colocando-as sobre uma folha de papel milimetrado, onde
ocorreu a medicédo do hipocotilo (caule embrionario) e radicula (raiz embrionaria) de
cada unidade.

Os valores obtidos apdés a medi¢cao do hipocétilo e radicula de cada semente
germinada, foram entdo analisados por um software de tratamento de dados estatisticos
para avaliacao dos resultados de inibicao do crescimento.

Determinacao da atividade antioxidante pelo método de DPPH:

O método utilizado neste ensaio foi adaptado dos métodos descritos por Scotti
et al. (2007), e Nascimento et al. (2011). Este método baseia-se na avaliagdo da acéao
antioxidante (AAO) da amostra, através da reacao de estabilizacdo do radical 2,2-difenil-
1-picrilidrazila (Figura 2(A)), de coloragao violeta. A estabilizacdo deste radical, ocorre
apenas quando em contato com substancias antioxidantes presentes na amostra, e da
origem ao 2,2-difenil-1-picrilidrazina (Figura 2 ), de coloragdo amarela.

Producao e Controle de Produtos Naturais Capitulo 3




(A) 102 NO,

—
ox]
—

OH

OoN NO, O.N NO,
: —_— H
L = | 7
& N
@ @
violeta AMmare|o

Figura 2: Reacéo radicalar de estabilizacédo do DPPH (A).

O ensaio se iniciou através da preparacao de solucbes metandlicas das amostras
nas concentra¢des 700, 350, 280, 140, 70, 28 e 14 ug/mL, que, ao fim das diluicdes
realizadas durante o procedimento, corresponderiam as concentragcoes de 500, 250,

200, 100, 50, 25 e 5ug/mL, respectivamente.
As amostras utilizadas neste procedimento foram o extrato bruto das folhas

de M. nigra, e suas fracbes em diclorometano, acetato de etila e também a fracao

hidroalcoolica resultante do fim da particéo.

Foram preparadas 4 microplacas de 96 pocos, para receber, cada uma, as

amostras a serem testadas, ja nas concentragcbes predeterminadas. Os controles, o

branco e as amostras, foram dispostos na microplaca de 96 po¢os da seguinte maneira:

De A1 até A8 foram pipetados o controle positivo, contendo 125uL de meta-
nol e 50uL da solucéao de DPPH.

De A9 até A12 foram pipetados o Branco, contendo apenas 175uL de me-
tanol.

Nas colunas 1, 5 e 9 das linhas B até H, foram pipetados o branco da amos-
tra, contendo 125uL da amostra nas devidas concentracoes, e 50uL de me-
tanol.

Dascolunas2,3e4/6,7¢e8/10, 11 e 12, nas linhas B até H foram obtidas
as triplicatas da amostra, nestes pocos foram pipetados 125uL das amos-
tras nas devidas concentragoes e 50uL da solugcédo de DPPH

Nas linhas B, C, D, E, F, G e H foram pipetadas aliquotas da amostra respec-
tivamente nas concentragdes 500, 250, 200, 100, 50, 25 e 5ug/mL.

Apo0s a adicao do DPPH em cada poco contendo amostra, esperou-se 30 minutos

para o equilibrio reacional em auséncia de luminosidade. A Figura 3, ilustra a aparéncia

final da microplaca contendo a amostra, o branco e o controle ap6s atingir o equilibrio

da reacéo.
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Figura 3: Placa de 96 pocos contendo o teste de acao antioxidante apés leitura em
espectrofotdmetro.

A leitura dos comprimentos de onda obtidos em cada poco foi realizada por um
espectrofotdbmetro em 518 nm, os dados de absorvancia foram tratados estatisticamente
segundo a equacao:

Aa x100

% AAO =
Ab

} — 100

Onde: Ab = média de absorvancia do controle positivo — média de absorvancia
do branco do solvente;

Aa = média da absorvancia das triplicatas da amostra contendo DPPH ap6s 30
minutos de reacdo — média de absorvancia do branco da amostra.

Determinacao do teor de fendlicos totais pelo método de Folin-Ciocalteau

Para realizar uma correlacdo entre o ensaio de atividade alelopatica, atividade
antioxidante e a concentracdo de fendis na amostra, que pode ser um indicativo de
possivel atividade no material testado, foram dosados os fendis totais no extrato
metandlico bruto, nas fracdes diclorometano, acetato de etila e no residuo hidroalcodlico
do particionamento liquido-liquido.

O método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, também conhecido como
método de equivaléncia do acido galico, € um procedimento que avalia o teor de
substancias fendlicas presentes em uma amostra, utilizando o acido galico como
padrao de referéncia.

O reagente de Folin-Ciocalteau € uma solu¢do de ions complexos poliméricos
formados a partir de heteropoliacidos fosfomolibdicos e fosfotungsticos. Sua funcao é
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oxidar os fenolatos da amostra, reduzindo os acidos do reagente a um complexo de
cor azul, cujo pico de absorvancia ocorre em 760nm. Quanto maior a concentragao
de compostos fendlicos na amostra, maior sera a quantidade de complexos formada,
resultando assim em uma amostra de coloracéo azul mais intensa (Neves et al., 2009).

O procedimento experimental utilizado neste teste foi realizado em triplicata e
esta descrito a seguir.

Foram pesados 1mg de cada amostra (extrato bruto das folhas e suas particoes
em diclorometano, Acetato de etila e residuo hidroalco6olico) e solubilizados em 2mL
de metanol, produzindo assim uma solugao na concentracao de 500ug/mL.

100pL da solugdo da amostra foi transferida para 3 microtubos de 2 mL e, em
cada um deles, foi adicionado 100pL de metanol e 100uL da solugéo aquosa de Folin-
Ciocalteau (1:10). Apés 5 minutos de reacdo a temperatura ambiente, adicionou-se
em cada tubo 700uL de solugéo aquosa de Na,CO, a 20%, e deixou-se descansar
a temperatura ambiente por 20 minutos. O branco seguiu exatamente a mesma
metodologia, porém substituindo a amostra por mais 100pL de metanol puro.

Apo6s 20 minutos, os microtubos foram centrifugados por cerca de 5 minutos
em centrifuga apropriada, e o sobrenadante gerou 3 aliquotas (triplicatas) de 250pL,
transferidas para 3 pocos sucessivos de uma microplaca de 96 po¢os, ocupando assim
9 pocos por amostra. A leitura da absorbancia foi realizada por um espectrofotometro
(leitor de ELISA) a 760 nm.

Os dados de absorbancia coletados para cada amostra foram tratados
estatisticamente, inserindo os resultados obtidos, na equacéo da reta resultante da
curva padrao de calibragcéo do acido galico.

Resultados e Discussao:

A avaliacdo da atividade antioxidante (AAQO), determinada através do teor de
DPPH, deu-se através da leitura das solu¢des em espectrofotbmetro em comprimento
de onda de 518nm, escolhido pelo fato do DPPH possuir coloracdo violeta, cujo pico
de absorg¢ao ocorre em torno de 515nm. Neste comprimento de onda a cor amarela
(resultante da reducéo do radical DPPH, via ac&o antioxidante da amostra) ndo possui
qualquer absorc¢ao, e, portanto, a agao antioxidante da amostra péde ser estimada de
acordo com a diferenca dos valores de absorvéancia entre o controle (contendo 100%
do radical DPPH) e a média de absorcéo das triplicatas da amostra, cuja coloragao é
variavel entre violeta e amarelo, de acordo com sua concentracao.

Os resultados obtidos para a os testes de atividade antioxidante de cada amostra
podem ser observados nas tabelas 1, 2, 3 e 4, a seqguir.
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Extrato Atividade
Metandlico Bruto antioxidante

Concentration

500 250 200 100 50 25 5
Hg/mL
AOA % 97,76 95,03 84,31 59,60 28,89 11,75 3,75
EC,, 86,25 pg/mL

Tabela 1: AAO do extrato metandlico de M. nigra

Fracao Atividade
Diclorometano antioxidante

Concentracao
Hg/mL

AAO % 97,45 | 74,73 | 67,25 | 45,43 | 31,38 | 20,16 18,99
158,6ug/mL

200

100 50

Tabela 2: AAO da particdo em diclorometano do extrato metanoélico de M. nigra

Fracao Acetato Atividade
de Etila antioxidante

Concentracao

500 250 200 100 50 25 5
pg/mL
AAO % 9464 93,83 92,23 70,56 41,52 21,40 13,75
EC,, 68,76 pg/mL

Tabela 3: AAO da particdo em acetato de etila do extrato metandlico de M. nigra

Fracao Atividade
Hidroalcoodlica antioxidante
Concentracao
Hg/mL 500 250 200 100 50 25 5

AAO % 95,75 58,81 48,68 16,11 = = =
EC,, 219,7 pg/mL

Tabela 4: AAO da fragéo hidroalcoolica resultante da particao do extrato metanélico de M. nigra

Como pode ser observado nas tabelas acima, a maior atividade antioxidante
calculada foi referente a fragdo acetato de etila (EC,=68,76 pg/mL), seguido pelo
extrato metandlico bruto, com EC, = 86,25 pg/mL, fragdo em diclorometano, EC, =
158,6 pyg/mL, e a hidroalcodlica apresentou a menor atividade antioxidante observada,
EC,, =219,7 ug/mL.

O teor de fendlicos totais do extrato bruto das folhas de M. nigra e suas particdes
também foi avaliado, e seu resultado corrobora o observado anteriormente no teste de
avaliacéo da atividade antioxidante.
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Teor de Fendlicos Totais (ug EAG/mL)

Extrato Metanélico Bruto 5,08
Frac&o Diclorometano 15,10
Fracdo Acetato de Etila 55,15
Residuo Hidroalcodlico 4,00

Tabela 5: Teor de fendlicos totais do extrato meta}nélico de M. nigra e suas particdes,
equivalentes a curva padréao do Acido Gélico (EAG).

Mais uma vez, a fracao acetato de etila foi aquela que obteve melhor resultado,
concentrando a maior quantidade de fendlicos, 55,15 yg EAG/mL (Tabela 5, acima).
A alta concentracdo de fendlicos para a fracdo acetato de etila ja era esperada, visto
que substéncias fendlicas tendem a possuir alta agdo antioxidante, atuando como
redutores de oxigénio em reacdes de oxidacao lipidica e também na quelagcédo de
metais (Almeida et al., 2006).

De modo anélogo, a fracdo hidroalcodlica apresentou a menor atividade
antioxidante testada, o que pode estar associado ao baixo teor de fenélicos em sua
COMpOsicao.

Embora o teor de fendlicos totais do extrato metandlico bruto tenha sido
menor que o observado para a fragcdo diclorometano, sua agdo oxidante mostrou-se
praticamente duas vezes maior do que a referida particdo. Tal fato pode ser justificado
pela presenca de outras classes de substancias antioxidantes, como carotenoides,
presentes no extrato bruto, que n&do podem ser dosados neste teste, e estdo ausentes
na particdo em diclorometano.

Aacao alelopética de uma espécie pode ser avaliada de acordo com a capacidade
que a mesma possui de produzir e dispersar no solo, substancias citotoxicas que
promovam a inibicdo do desenvolvimento do hipocoétilo e radicula da semente de uma
planta concorrente, inviabilizando assim seu desenvolvimento.

A radicula e o hipocétilo séo, respectivamente, a raiz e o caule embrionario das
plantas. S&o as primeiras estruturas desenvolvidas por uma semente durante o periodo
de germinacéo (Figura 4), que pode variar entre dias, semanas ou meses, de acordo
com a espécie. Conforme se desenvolvem, a radicula e o hipocétilo dédo origem as
raizes e ao hepicétilo, respectivamente, estrutura a partir da qual as primeiras folhas
séo formadas.
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Figura 4: Estagios do desenvolvimento de uma semente
Fonte: https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=651&tbm=isch&sa=1&q

A escolha das sementes de Lactuca sativa (alface), utilizadas neste ensaio, deve-
se a sua rapida germinacao, que ocorre em média em 5 dias, e a sua alta sensibilidade
a substancias dispersas no meio onde a semente se desenvolve. Estes fatores
permitem que a resposta, em relagdo ao estimulo ou inibicdo do desenvolvimento
da semente, seja rapida e confiavel, mesmo sob baixas concentracdes das fracoes
testadas (Santos, 2012).

Os resultados obtidos nos ensaios de fitotoxidade para o extrato metandlico de
M. nigra e suas particbes sobre as sementes de Lactuca sativa podem ser observados
nas Figuras 5 e 6, a seguir.
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Figuras 5 e 6: Inibicdo do crescimento das radiculas e hipocétilos de L. sativa pelo extrato das
folhas de M. nigra e suas subfracdes.

O resultado de inibicao das radiculas sugere que o aumento da concentracao
do extrato bruto influencia diretamente na inibicdo de seu crescimento, visto que, na
maior concentracao testada para o extrato (1.000 ppm) observou-se maior reducao do
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tamanho das radiculas, 67,8%, quando comparado ao tamanho observado no controle
negativo (teste em branco utilizando apenas o solvente DMSO).

Ao se diminuir a concentracdo do extrato bruto pela metade (500 ppm) o efeito
inibitério observado diminuiu proporcionalmente (39%) e ap6s nova reducdo da
concentracao (250ppm), a inibicao se estabilizou em cerca de 30%.

O efeito alelopético do extrato metandlico bruto das folhas pode ser associado
ndo somente a presenca de substancias fenodlicas, mas também a outras classes de
substancias reconhecidamente alelopaticas como terpenos, esteroides, alcaloides e
flavonoides, que ja foram descritas na espécie.

Dentre as demais fracdes testadas nas concentracdes de 500 ppm e 250 ppm,
destaca-se a fragcao acetato de etila que foi capaz de inibir o crescimento das radiculas
em até 50%. Este resultado pode estar associado a capacidade antioxidante resultante
da alta concentracao de fendlicos nesta fracao, visto que substancias fendlicas podem
ser derivadas do acido cinamico, que Pires et al., 2011, descreve como um potente
agente alelopatico.

A fracdo diclorometano nédo é rica em fendlicos e também concentra substancias
de menor polaridade como terpenos e esteroides, cuja acéo alelopatica também foi
descrita por Pires e colaboradores (2011).

De maneira geral, o resultado do teste de inibicdo alelopéatica das radiculas,
seguiu o resultado do teste de acdo antioxidante, indicando que substéncias com
perfil antioxidante tendem a inibir ou atrasar consideravelmente o desenvolvimento
das radiculas.

Por outro lado, a agéo citotoxica do extrato metanélico de M. nigra, bem como
de suas particdes, sobre os hipocétilos das sementes de L. sativa, foi muito menos
efetiva do que o observado para as radiculas. Praticamente ndo se observou inibicao
dos hipocotilos superior a 10% em relagdo ao branco. Além disso, quatro amostras
apresentaram efeito oposto, estimulando o desenvolvimento dos hipocétilos quando
comparados ao branco.

Os dados mostraram que o residuo hidroalcodlico néao foi capaz de inibir o
crescimento dos hipocotilos, porém promove a aceleracéo do seu desenvolvimento.
Esta fracdo foi a que apresentou menores concentragdes de fendlicos e mais baixa
atividade antioxidante dentre as fracbes testadas. Trata-se de uma fracdo onde
costuma-se observar a predominancia de substéncias de alta polaridade e peso
molecular, como substéncias glicosiladas.

Segundo Pires et al., 2011, substéancias glicosiladas tendem a perder sua
capacidade citotoxica para serem acumuladas em meio intracelular. O glicosideo nao
apenas inibe a agéo citotdxica destas moléculas, mas também servem como fonte de
carbonos, necesséria para a geracao de energia, o que favorece o desenvolvimento
da planta.

Considerando que, estatisticamente, os hipocétilos tendem a ser mais resistentes
que as radiculas frente a agdo de substancias citotoxicas, o residuo hidroalcodlico foi
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capaz de inibir as radiculas, porém néo foi eficaz na inibicao dos hipocétilos, onde o
acumulo de glicosideos favoreceu ainda mais seu desenvolvimento, possivelmente
atuando como reserva energética (Tigre, 2009).

Em relacdo aos hipocatilos, a fragcao acetato de etila permaneceu promovendo a
maior inibicao alelopatica entre as fracoes testadas (12%), entretanto, seu rendimento
de inibicdo caiu consideravelmente quando comparado ao resultado obtido com as
radiculas.

Levando em consideragao que a fragédo hidroalcodlica induz o crescimento do
hipocotilo, enquanto a fracdo acetato de etila inibe levemente seu desenvolvimento,
e que, proporcionalmente, a % em massa da fragdo hidroalcodlica foi muito superior
a fracdo acetato de etila, a tendéncia “anfotera” do extrato bruto pode ser justificada.

Em maiores concentragdes, o extrato metandlico bruto promove uma leve
inibicdo do crescimento dos hipocétilos, que pode ser justificado pelo acumulo de
substancias fendlicas, como as presentes na fragao acetato de etila, e outras classes
de substancias como alcaloides e cumarinas. Entretanto, em fragdes mais diluidas,
a concentracdo destes fendlicos e demais classes ja ndao é grande o suficiente
para inibir seu desenvolvimento e, consequentemente, as substancias glicosiladas,
proporcionalmente em maiores concentra¢des, voltam a servir como fonte de energia
e a induzir o crescimento dos hipocatilos.

A fracédo diclorometano apresentou um baixo carater inibitério da germinacao
dos hipocétilos (< 5%), quando comparado ao controle em meio aquoso. Isto pode
estar diretamente relacionado a maior resisténcia por parte dos hipocétilos ao efeito
citotdxico atribuido as substancias que compdem a fragao.

De maneira geral, os resultados do teste de inibicao alelopatica dos hipocotilos e
radiculas, seguiu o resultado do teste de agdo antioxidante, indicando que substéancias
com perfil antioxidante, como é o caso dos fendlicos, tendem a inibir ou atrasar
consideravelmente o desenvolvimento das sementes de uma planta concorrente.
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RESUMO: O presente trabalho envolve o
estudo referente a composicdo quimica dos
Oleos de copaiba comercializados em feiras
livres e farmacias obtidas nos quatros nucleos
da cidade de Maraba-PA. As amostras foram
analisadas por cromatografia gasosa acoplada
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a espectrometria de massas via Headspace. A
partir das analises cromatograficas, observou-
se que os Oleos de copaiba mostraram uma
diferenca na composicao quimica. O que leva
a sugerir uma possivel adulteragdo nos 0Oleos
vendidos nas feiras livres e nas farmacias.
PALAVRAS-CHAVE: Copaiba; Cromatografia
Gasosa; Maraba.

ABSTRACT: This study analyses the chemical
composition of Copaiba Oils, commercialized
at marketplaces and drugstores in four
different locations in Maraba - Para/Brazil. Gas
chromatography attached to mass spectrometry
has been used to analyze the samples. It has
been observed, from the Chromatographic
that Copaiba Oils presented a
difference in chemical composition; therefore,
leading to suggestions of possible adulterations
in the oil sold at these places.

KEYWORDS: Copaiba; Gas Chromatography;
Maraba.

Analysis,

11 INTRODUCAO

O Brasil adquiriu um vasto conhecimento
na utilizacdo de plantas medicinais e de Oleos
vegetais para o tratamento de enfermidades,
tendo como principal influéncia para a obtencéao
deste saber o conhecimento indigena (HECK et
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al., 2012). Os produtos naturais a partir de seus efeitos farmacoldgicos passaram a
ser comercializados e terem destaque na economia brasileira, o 6leo de copaiba, por
exemplo, vem sendo utilizado desde a chegada dos portugueses ao Brasil na medicina
tradicional. Sua comercializacéo é atualmente nacional e internacional, representando
um dos produtos naturais da Amazd6nia empregado em diversas areas industriais.

O Oleo resina conhecido popularmente por 6leo de copaiba é constituido de
dois grupos de substéncias distintas e soluveis entre si, sendo estas: volateis e néo
volateis (DEUS et al., 2011). As principais substancias majoritarias dos compostos
volateis (sesquiterpenos) do Oleo resina sao o B-cariofileno, a-humuleno e a-copaeno
(SANTIAGO et al.,, 2014). E na regiao diterpénica que corresponde a fracdo néo
volatil apresentam em sua composicdo o acido copalico, acido agalatico, acido
11-hidroxicopalico, 11-acetoxi-copalico, acido hardwickiico e o acido carendico, entre
outros (GIESBRECHT, 2011; SANTIAGO et al., 2014).

O marcador comum no género Copaifera € o 3-cariofileno, que segundo Lucca et
al., (2014), Agra (2007; 2008) e Santiago et al., (2014) desencadeia efeitos terapéuticos
como: anti-inflamatério, antibacteriano, antifungico e antiedémica. Tornando-o um
medicamento fitoterapico eficaz no tratamento de doencgas para populagcdes de baixa
renda, por apresentar custo-beneficio oportuno comparado a medicamentos alopaticos
vendidos em farmacias (MONTEIRO et al., 2012).

O 6leo de copaiba comercializado principalmente em feiras livres e lojas de
produtos naturais, podem apresentar diferencas na composi¢céo, devido nao possuir na
maioria das vezes o certificado do controle de qualidade, tendo como consequéncia,
possiveis misturas de outros 6leos que alteram sua pureza e influenciam na toxicidade
e reacoes diversas do uso indiscriminado do produto (YAMAGUCHI; GARCIA, 2012).
Logo, ndo se garante que esse produto comercializado para o consumidor, contenha a
concentragcao necessaria para que ocorra o efeito terapéutico atribuido por determinado
vegetal (MONTEIRO et al., 2012).

Dentre as técnicas utilizadas para avaliar o controle de qualidade de determinado
produto, destaca-se o0 uso da cromatografia gasosa e liquida. A cromatografia gasosa
aclopado a espectrometria de massa (CG/EM) permitiu a identificacdo das substancias
volateis presentes nas amostras obtidas nas feiras livres e nas farmacias, sendo esse
recurso essencial para analisar a composi¢cao quimica do 6leo de copaiba.

2| REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Familia Leguminosae

A familia Leguminosae é vista como a terceira maior familia de angiospermas,
responsavel pela grande diversidade em florestas tropicais, ela é composta por 727
géneros e 19.325 espécies, (FERNANDES e GARCIA, 2008; BORTOLUZZI et al.,

Producao e Controle de Produtos Naturais Capitulo 4




2006), que estao distribuidas em quatro subfamilias: a Faboideae (ou Papilionoideae),
Caesalpinoideae (ou Caesalpiniaceae), Mimosoideae (ou Mimosaceae) e Cercideae
(BARBOSA, 2012). No Brasil, esta corresponde ao numero de 188 géneros e 2.100
espécies, passando a pertencer ao grupo das principais familias que compde a flora
dos diversos ecossistemas (FERNANDES e GARCIA, 2008).

As leguminosas dispbem de uma vasta expansdo geografica, podendo ser
encontradas em quase todas as regides do mundo, desde o0s picos das serras
montanhosas até o litoral arenoso, da floresta tropical Umida, desertos, ambientes
aquaticos, dando excecao apenas em regides articas, antarticas e algumas ilhas que
se apresentam mais distantes da linha do Equador (FERNANDES e GARCIA, 2008;
BARBOSA, 2012).

Reconhecidas pelo grande valor econémico e taxondémico, as subfamilias
Caesalpinoideae, Mimosoideae e as Papilionoideae, sao utilizadas na industria de
moveis, construcdo civil, medicina popular (BORTOLUZZI et al., 2006). Além de
fornecer resinas e 6leos de boa qualidade, matéria-prima para fabricagéo de perfumes,
tinturas e farmacos (FERNANDES e GARCIA, 2008).

2.2 Género Copaifera

Pertencente a familia Leguminosae, subfamilia Caesalpinoideae, género
Copaifera (YAMAGUCHI, 2012), as ‘copaibeiras’ ou ‘copaiba’ (nome de origem
indigena atribuido ao tupi “cupa-yba”), sao arvores de grande porte que podem chegar
a uma idade de 400 anos, alcancando a uma altura entre 25 e 40 metros (SOUSA,
2011; BIAVATTI et al., 2006). O tronco é aspero e escuro, medindo entre 0,4 e 4
metros de diametro (VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2002), o mesmo é revestido por uma
casca aromatica que é considerada como um fator predominante no reconhecimento
da planta. “A folhagem é densa de flores pequenas e frutos secos, do tipo vagem, que
possuem sementes pretas e ovoides, com um arilo amarelo abundante em lipideos”
(PIERI et al., 2009).

Comuns na América Latina e Africa Ocidental (PIERI et al., 2009; GELMINI et
al., 2012), entre as espécies existentes de copaiba, este género reune 28 espécies
validas, sendo 16 nativas do Brasil, das quais 11 sucedem na Amazdnia brasileira:
C. duckei Dwyer, C. glycycarpa Ducke, C. guianensis Desf., C. langsdorffii Desf.,
C. martii Hayne, C. multijuga Hayne, C. officinalis (Jacq.) L., C. paupera (Herzog)
Dwyer, C. piresii Ducke, C. publifora Benth. e C. reticulata Ducke (BARBOSA, 2012;
YAMAGUCHI, 2012).

Segundo Barbosa (2009), as copaibeiras podem se adaptar a variados
ambientes, ocorrendo em florestas de terra firme, matas de transicdo, capoeiras,
campos, campinaranas, em areas alagadas, e/ou nas margens de lagos e igarapés, e
até mesmo em dunas. A partir dos 5 anos de idade, em plantios, as mesmas passam
a florescer e frutificar de forma adaptada as variagdes entre os periodos de junho
e outubro, dependendo da regido e clima ao qual esta submetida (VEIGA-JUNIOR;

Producao e Controle de Produtos Naturais Capitulo 4




PINTO, 2002).

A importancia destas plantas esta ligada diretamente a boa qualidade de sua
madeira e a producéo de seu 6leo-resina, que tém sido utilizados de forma significativa
pelas populagdes tradicionais e industrias farmacéuticas, por apresentarem uma
variedade de propriedades terapéuticas e econdmica (VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2002).

2.3 Oleo-Resina

O éleo de copaiba, como é conhecido popularmente, segundo Gongalves (2014),
provém de canais esquizolizigeos, que sao secretores, presentes em todas as partes
da arvore, estes canais sdo formados pela dilatacdo de espacos intercelulares. O
Oleo é o produto da deterioracdo dessas paredes celulares do tronco das arvores
de copaiba, “onde os canais longitudinais, distribuidos em faixas concéntricas, nas
camadas de crescimento demarcadas pelo parénquima terminal, reGnem-se com um
tracado irregular, em camadas lenhosas, muitas vezes sem se comunicarem” (VEIGA-
JUNIOR; PINTO, 2002).

Biologicamente o 6leo-resina é liberado como produto da excrecédo e/ou
desintoxicagcdo do organismo vegetal, que funciona como um escudo de protecéo
contra animais, fungos e bactérias (GONCALVES, 2014).

Sendo classificado quanto a sua coloracao, turbidez e viscosidade, 0 6leo possui
caracteristicas fisicas que variam de transparente a opaco, mais ou menos Viscoso,
de coloracédo que vai do amarelo ao vermelho, chegando a ser encontrado também
incolor, possui sabor amargo e odor aromatico caracteristico (SIGNORI; CORREA,
2015).

Signori e Correa (2015) afirma que, o0 mesmo € parcialmente soltvel em alcool
e insoluvel em agua. Quando é exposto ao ar, o 6leo-resina passa a possuir uma
coloracdo mais escura e se torna mais viscoso, mas estes requisitos ndo influenciam
na ampla busca pelas industrias farmacéuticas e de cosméticos.

A producao do 6leo das copaibeiras varia de uma arvore para outra, segundo
Alencar (1982) ainda ndo ha conhecimento dos fatores que determinam, exceto as
consideragdes relevantes as fontes de variagdes, como: condicbes ambientais do
local de crescimento e desenvolvimento das arvores, caracteristicas genéticas e
sazonalidade, sugerindo assim que o potencial econémico deste recurso é limitado,
mesmo quando o modo de exploragao siga um plano de manejo.

O processo de extracéo é realizado através de uma pequena abertura feita
no tronco da arvore, onde é inserido um cano que conduz o 6leo para o exterior
(YAMAGUCHI, 2012). Este método € o mais utilizado na atualidade, pois 0 mesmo €&
considerado sustentavel, por permitir a veda apés a retirada do 6leo-resina, visando
futuras extracées (MEDEIROS, 2006).

2.4 Composicdo Quimica do Oleo-Resina

O Oleo-resina do género Copaifera, quimicamente, € composto pela fracéo
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de acidos diterpénicos e sesquiterpénicos (CASCON; GILBERT, 2000). Os éacidos
diterpénicos ou resinosos, segundo Faria (2014), sédo a parte que compde a fragao
resinosa, sélida, ndo volatil, insoluvel em agua, a qual se encontra diluida em
compostos volateis (sesquiterpenos oxigenados e hidrocarbonetos), que podem ser
extraidos por hidrodestilacdo e dispdem de aromas marcantes, sendo principalmente
utilizados pelas industrias de perfumarias.

Encontrados com frequéncia no 6leo-resina de copaiba, estdo os sesquiterpenos
que sao: o B-cariofileno; a-copaeno; a-cubebeno; a-humuleno; B- bisaboleno; a e
B selineno; a-bisabolol; B-elemeno; &-cadineno, o-cadineno, cadinol, entre outros
compostos nédo identificados (SOUSA, 2011; FARIA, 2014). Os diterpenos mais
representativos sdo: o acido copalico, acido hardwickiico, acido caurendico e acido
colavénico (VEIGA; PINTO, 2002).

O acido copalico, segundo Faria (2014); Veiga-Junior, Pinto (2002), é o
componente quimico que em todos os Oleo-resinas estudados até hoje, 0 mesmo se
encontra presente, tal razdo sugere que seja utilizado como marcador quimico dessa
matéria prima vegetal. Porém, ndo pode ser considerado confiavel, pois em alguns
estudos algumas espécies analisadas apresentaram apenas tracos deste componente,
afirma Faria (2014).

2.5 Controle de Qualidade

Segundo Alencar (1982), a copaiba possui grande importancia, em virtude de ser
produtora de Oleo-resina, que é retirado do seu tronco. O mesmo pode ser encontrado
frequentemente em mercados livres e comercializado para os mercados nacional e
internacional (ALENCAR, 1982).

Biavatti et al., (2006) afirma que, a deficiéncia de estudos quimicos que visam a
caracterizacao do 6leo de copaiba, aliada a versatilidade natural inseparavel a esta
matéria-prima e a progressiva demanda do mercado por medicamentos fitoterapicos,
podendo comprometer a efetividade e a autenticidade dos produtos que contém 6leo
de copaiba. Inclusivamente, Biavatti et al., (2006) diz que, “ndo ha como garantir de
maneira direta a identidade boténica da copaibeira, ja que o 6leo vem sendo obtido na
maioria das vezes via extrativismo sustentavel e, simultaneamente, de varias espécies
de Copaifera’.

Goncgalves (2014) em suas pesquisas afirma que, “apesar de varios estudos
demonstrarem a atividade farmacoldgica do 6leo de copaiba e sua indicagao para o
tratamento de varias afec¢des, sdo poucos os estudos avaliando a seguranca do seu
uso pela populacdo”. Pois, a auséncia de parametros definitivos para a caracterizacéo
e realizacao do controle de qualidade do 6leo resina é um dos principais obstaculos
para a ocorréncia de registro e exportacéo de produtos fitoterapicos contendo este
insumo (BIAVATTI et al., 2006).

Porém, diversos trabalhos analiticos recentes tém sido realizados buscando a
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padronizacéo do perfil quimico desta matéria-prima, mesmo em meio a variabilidade
natural da espécie Copaifera, sendo que a cromatografia gasosa a técnica mais
empregada (BIAVATTI et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2006).

31 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

3.1 Coleta da Amostra

Aamostra do 6leo-resina de Copaiferafoicoletada na proximidade do municipio de
Maraba-PA, emjulho de 2017, nafazenda Cedro (5°40°35.0”S 49°16°34.2”W), utilizando
com critérios de selecdo arvores intactas, ou seja, sem ocorréncia de perfuracoes
anteriores para extragcao do Oleo-resina, se havia a existéncia de deformacdes na
casca da arvore, o tipo de solo em que a arvore se encontrava como também, se tinha
infestacé@o por cupins.

3.2 Extracdo do Oleo-Resina

Para obtencdo do mesmo, foi usado trado manual de 7/8 polegadas de diametro
e 1,0 metro de comprimento. A arvore foi perfurada a altura de 1 metro do chéo (20 a
50 cm de profundidade no tronco, de acordo com seu didmetro), com pequeno declive
para o escoamento do 6leo. Um tubo de PVC 3/4 polegadas foi colocado bem ajustado
no orificio, e no outro extremo do tubo foi colocado frasco de vidro &mbar de 1L. Apos
a colheita o furo foi tampado com uma espécie de rolha de madeira, pois este método
preserva a arvore para futuras colheitas e é ecologicamente correto (DEUS et al.,
2011).

3.3 Obtencao de Amostras Comercializadas

Foram selecionadas 4 feiras livres e farmacias dos quatro nucleos do municipio
de Maraba-PA (Nova Maraba, Cidade Nova, Velha Maraba e Morada Nova) que
comercializam o 6leo, onde foi adquirido 2 mostras de lotes distintos de cada comerciante
(duas amostras comerciais de feiras livres e duas amostras de farmacias), totalizando
16 amostras.

3.4 Levantamentos Quanto a Origem do Oleo de Copaiba

Os vendedores foram entrevistados por meio de questionario contendo 5
perguntas discursivas para obtencdo de dados do produto comercializado, como
também, foram convidados a assinar o termo de consentimento livre e esclarecido,
permitindo as divulgacdes das informacdes.

3.5 Analise Quimica da Fracéo Volatil do Oleo-Resina de Copaifera Sp.

As amostras foram analisadas no Laboratorio de Analises Quimicada Universidade
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Federal do Sul e Sudeste do Par4, através do Cromatografo gasoso Shimadzu, modelo
QP2010 equipado com um mostrador automatico AOC-5000, que consiste em uma
porta de injetor dividido: splitless/split e um detector de espectrometria de massas.

A injecéo foi no modo splitless. A coluna utilizada foi Rtx-5MS e tendo o Hélio
como gas de arraste. A temperatura do forno foi programada a partir de 60°C durante
3 minutos, com um aumento de 40°C/minuto, até atingir a temperatura de 300°C,
finalizando a corrida cromatografica em 9 minutos.

Neste processo, utilizou-se o Injetor linha de transferéncia (Interface), e as
temperaturas de origem foram fixadas em 220°C, 300°C e 150°C, respectivamente. O
detector de massa foi operado com o sistema de impacto de elétron a 70 Ev e o sinal
gravado e processado com software de Analise de Dados (GC-MS) (LUCCA et al.,
2015).

4 | RESULTADOS E DISCUSSOES

A partir da analise dos questionarios direcionados aos feirantes, foi possivel
concluir que o Oleo comercializado nos estabelecimentos possui uma origem
desconhecida. Isso, por ndo apresentarem certeza e/ou simplesmente nao se ter
conhecimento de qual localidade é extraido o 6leo de copaiba e, além disso, ha falta
de conhecimento dos vendedores em relacéo ao periodo de abundancia do 6leo e
suas funcodes terapéuticas. Em relagdo a garantia de qualidade do produto, segundo
os feirantes, ndo ha fiscalizagcao que garanta um controle de qualidade e, desse modo,
a Unica garantia é a credibilidade na palavra dos comerciantes.

Dessa forma, o 6leo de copaiba comercializado, principalmente em feiras livres
e lojas de produtos naturais, podem apresentar diferencas na composicao, devido
n&o possuir na maioria das vezes o certificado do controle de qualidade, tendo como
consequéncia, as vezes misturas de outros 6leos que alteram sua pureza e influenciam
na toxicidade e reacbes diversas do uso indiscriminado do produto (YAMAGUCHI;
GARCIA, 2012). Devido isto, ndo se garante que esse produto comercializado para o
consumidor, contenha a concentracéo necessaria para que ocorra o efeito terapéutico
atribuido por determinado vegetal (MONTEIRO et al, 2012).

Constatou-se também que o conhecimento dos comerciantes de feira livre e lojas
de produtos naturais em relacdo a forma de armazenamento do 6leo de copaiba é
superficial, 0 que leva a possiveis modificacbes na composi¢cao quimica do 6leo, pois
de acordo com Veiga J.; Pinto, (2002) o 6leo de copaiba deve ser armazenado em
frasco escuro para que se evite a oxidagao das substéncias.

A partir do perfil cromatografico por CG/MS das amostras de Oleo-resina de
copaiba, foi possivel analisar a composicao quimica das amostras comercializadas. Na
injecdo das amostras adquiridas nas feiras, através do método de Lucca et al, (2015),
obteve-se uma padronizagdo na composicao quimica do perfil cromatografico frente
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aos compostos: Cyclohexane; Bergamotene <alpha-, cis->; 14-Benzocycloheptene;
B — humulene; Bisabolene <(Z) - , alpha->; Cariophyllene alcohol; Cyclosativene;
Caryolan —8 —ol; Cubelene <alpha>; a — copaene; a — Muurolene; Amorphene <delta>;
Amorpha -4,11- diene; Benzocycloheptene. Como mostra o cromatograma abaixo:
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Figura 1. Perfil cromatografico da amostra A2 (feira) do éleo de copaiba obtida por GC-MS
indicando a presenca de: Cyclosativene(1), Cyclohexane(2), Bergamotene <alpha-, cis->(3),
Bisabolene <(Z) - , alpha->(4), Caryolan — 8 — ol(5) e a seta indicando o Caryophyllene <beta>
em baixa concentracao.

Nos espectros de massas dos compostos, foram identificadas em maior propor¢ao
as seguintes substancias: Bisabolene <(Z)-, alpha->; Bergamotene <alpha-, cis->;
Amorpha — 4,11- diene e a — copanene, tendo como majoritarias o Bisabolene<(Z)-,
alpha-> e o Bergamotene<alpha-,cis->.

A B

Figura 2. Estrutura das substancias majoritarias do perfil cromatogréafico da amostra A2 do 6leo de
copaiba. Substancia (A): Bisabolene<(Z)-, alpha->; (B): Bergamotene<alpha-, cis->.

Ao analisar os perfis cromatograficos dos 6leos de copaiba, foi possivel observar
uma baixa concentragdo do B-cariofileno em todas as amostras comercializadas em
feiras, em algumas o mesmo nem se apresentou na composi¢cao quimica do Oleo,
Veiga J.; Pinto, (2002) em seus estudos relaciona este fato a:
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Variagdo na composicédo dos 6leos em funcéo de fatores bidticos externos,
tais como a injuria provocada por insetos ou fungos. Um exemplo seria a
producao de B-cariofileno, que € particularmente efetivo contra lepidépteros,
e de seu Oxido, que atua diretamente na inibicao de fungos. As variagdes na
composicao sesquiterpénica dos 6leos, porém, séo muito grandes, descritas
durante a maturacéo, ocorrendo sazonalmente em uma arvore, numa mesma
espécie e entre espécies (VEIGA J.; PINTO, 2002)

Nas amostras adquiridas em farmacias, foi possivel observar um padrao
na composicao quimica, através das analises dos perfis cromatogréaficos, mesmo
apresentando lotes distintos, conforme a tabela 1. Ao contrario das amostras obtidas
na feira, as amostras da farmacia possuem uma maior propor¢cao de Caryophyllene .
Como mostra o cromatograma da Amostra A4, figura 3.

304

Caryophyllene
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'

y M

[N JRE T B R B GRS S G AN NN N (NN S e ey M NS NN RS FNS R R JE Rt Y M B e U TR NN CE PO G Z NN N M M R R SUR TH NN DN NS N A
30 35 40 45 50 55 60 65 70 19 80 85

Figura 3. Perfil cromatografico da Amostra A4, apresentando maior concentracéo de
Caryophyllene.

Substéancia Tempo de Retencao (RT)
Elemene <delta-> 7.470
Alpha — Copaene 7.655
Copaene 7.660
Cyclohexane,1-ethenyl-1-methyl-2,4-bis(1- 7700
methylethenyl)-, [1S-(1.alpha.,2.beta.,4.beta.)]

B_icyclo [5.2.0]nonane, 2-methylene-4,8,8-trimethyl-4- 7 875
vinyl

Amorphene <delta-> 8.125
Alpha — Muurolene 8.130
Caryophyllene alcohol 8.460

Tabela 1. Substancias presentes nas amostras de farmacias com os seus tempos de retencao.

Vale ressaltar, que mesmo apresentando uma concentracao significativa
nas amostras, o Caryophyllene ndo era a substancia majoritaria, mas sim o composto
Bicyclo[5.2.0]nonane, 2-methylene-4,8,8-trimethyl-4-vinyl, que possui férmula
estrutural:
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Figura 4. Formula estrutural do Bicyclo [5.2.0]Jnonane, 2-methylene-4,8,8-trimethyl-4-vinyl.

Mediante isso, frente os dados apresentados, € possivel visualizar uma possivel
diferenciagcdo quanto aos perfis cromatograficos dos 6leos de copaiba vendidos em
feiras livres em relagcdo os comercializados em farmacias, apesar de apresentarem os
mesmos constituintes quimicos. Contudo, observou-se que os perfis cromatograficos
das amostras de farmécias, quando comparadas entre si, possuem 0 mesmo perfil.

Entretanto, os 6leos de copaiba comercializados em feiras livres, ao serem
analisados, verificou-se uma variagao das concentracdes e de substancias que compoe
a fracao volatil de algumas amostras, este fato pode estar relacionado a diversificacéo
de espécies do género copaifera e a sazonalidade que € um dos fatores importantes
para a determinacéo da composi¢cao quimica do 6leo-resina de copaiba (BIAVATTI et
al., 2006).

Ressalta-se que foi constatada nas amostras de farmacias a presenca da
substancia Caryophyllene.

51 CONSIDERACOES FINAIS

Acomercializacao de produtos naturais apresenta déficit em relacao aos cuidados
exigidos. Dessa maneira, a forma como os produtos séo vendidos, com a auséncia de
dados que comprovem sua veracidade, pode acarretar problemas patolégicos para os
consumidores.

Contudo, tanto os consumidores quanto os feirantes de plantas medicinais
acreditam que estes remédios, por serem de origem natural ndo oferecem riscos.
Entretanto, o 6leo de copaiba vendido é coletado de varias arvores que podem ser
de espécies distintas que consequentemente altera a eficiéncia deste fitoterapico.
Ao analisar as amostras no cromatdgrafo gasoso, verificou-se uma diferenca de
composicao entre os 6leos comercializados em feiras e as de farmacias, percebendo
gue os picos dos constituintes das amostras da farmacia permanecem inalterados
que, por meio disto, é possivel estabelecer um padrdao cromatografico.

Quanto as amostras das feiras a dificuldade de analisar os picos das substancias
pode esta relacionada as impurezas contidas nestes, que pode ser atribuida a maneira
incorreta de armazenamento, extracdo do 6leo, entre outros fatores que podem
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comprometer sua qualidade.

REFERENCIAS

AGRA, M. F. et al. Survey of medicinal plants used in the region Northeast of Brazil. Revista Brasileira
de Farmacognosi, Jodo Pessoa, v. 18, n. 3, p. 472 - 508, jul./set. 2008. Disponivel em: <http://www.
scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-695X2008000300023>. Acesso em: 29 de nov.
2017.

AGRA, M. F.; FREITAS, P. F.; FILHO, J. M. B. Synopsis of the plants known as medicinal and
poisonous in Northeast of Brazil. Revista Brasileira de Farmacognosia, Jodo Pessoa, v. 17, n. 1, p.
114-140, jan./mar. 2007. Disponivel em: <http://www.scielo.br/pdf/rbfar/v17n1/a21v17n1.pdf>. Acesso
em: 29 de nov. 2017.

ALENCAR, J. C. Estudos silviculturais de uma populagéo natural de Copaifera multijuga Hayne —
Leguminosae, na Amazonia Central. 2- Produgéo de 6leo-resina. Acta Amazobnica, Manaus, vol. 12, n.
1, p. 255-279, 1982. Disponivel em: <http://www.scielo.br/pdf/aa/v12n1/18094392-aa-12-1-0075.pdf>.
Acesso em: 29 de nov. 2017.

BARBOSA, P. C. S. Padronizagéo de 6leos de Copaifera multijuga hayne por meio de técnicas
cromatograficas. 2012. 135 f. Dissertagéo (Mestrado em Quimica) - Universidade Federal do
Amazonas, Manaus, 2012. Disponivel em: <http://tede.ufam.edu.br/handle/tede/3340?mode=full>.
Acesso em: 15 de jun. 2017.

BARBOSA, K.S.; SCUDELLER, V.V.; ROSA, A.L. Potencial de producé&o de Oleo resina de Copaifera
multijuga Hayne nos dois periodos climaticos amazdnicos na Reserva de Desenvolvimento
Sustentavel do Tupé, Manaus-AM. Diversidade Biol6gica. Manaus, V.2, 2009. Disponivel em: <http://
biotupe.org/livro/vol2/pdf/Capitul0%2012%20%20Copaibal.pdf. Acesso em: 30/ de nov. 2017>.
Acesso em: 12 de out. 2017.

BIAVATTI, M. W. et al. Andlise de 6leos-resinas de copaiba: contribuicdo para o seu controle de
qualidade. Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 16, n. 2, p. 230-235, abr./jun. 2006. Disponivel em:
<http://www.scielo.br/pdf/rbfar/v16n2/v16n2a17>. Acesso em: 29 de nov. 2017.

BORTOLUZZI, R. L. C.; MIOTTTO, S. T. S.; REIS, A. LEGUMINOSAS-CESALPINIOIDEAS. v. 2.
Santa Catarina: ADEMIR REIS, 2006. Disponivel em: < http://www.hbr.org.br/fic/HBR_0601 .pdf>.
Acesso em: 04 de fev. 2017.

BRASIL. ANVISA. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolugdo RDC no 26 de 13 de maio de
2014. Dispde sobre o registro de medicamentos fitoterapicos e o registro e a notificagéo de produtos
tradicionais fitoterapicos. Brasilia: Diario oficial da Unido, n. 90, p. 5261, 2014.

CASCON, V.; GILBERT, B. Characterization of the chemical composition of oleoresins of Copaifera
guianensis Desf., Copaifera duckei Dwyer and Copaifera multijuga Hayne. Phytochemistry, Rio de
Janeiro, v. 55, n. 7, p. 773 — 778, 2000. Doi: <https://doi.org/10.1016/S0031-9422(00)00284-3>.
Acesso em: 25 de mar. de 2017.

DEUS, R.J.A.; ALVES, C.N.; ARRUDA, M.S.P. Avaliacdo do efeito antifingico do 6leo resina e do 6leo
essencial de copaiba (Copaifera multijuga Hayne). Revista Brasileira de Plantas Medicinais, Botucatu,
v. 13, n. 1, p. 1-7, 2011. Doi: < http://dx.doi.org/10.1590/S151605722011000100001>. Acesso em: 12
de jan. 2017.

FARIA, M. J. M. de. J. M. Oleorresina de Copaifera spp.: caracterizagao, verificacao da atividade
antimicrobiana in vitro e avaliagéo preliminar de uma formulacéo em vacas leiteiras com mastite.
2014. 150 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal de Goias, Goiania, 2014. Disponivel em: < https://repositorio.bc.ufg.br/tede/
handle/tede/3939>. Acesso em: 26 de mar. 2017.

Producao e Controle de Produtos Naturais Capitulo 4




FERNANDES, J. M.; GARCIA, F. C. P. LEGUMINOSAE EM DOIS FRAGMENTOS DE FLORESTA
ESTACIONAL SEMIDECIDUAL EM ARAPONGA, MINAS GERAIS, BRASIL: ARBUSTOS,
SUBARBUSTOS E TREPADEIRAS. Rodriguésia, v. 59, n. 3, p. 525-546, 2008. Disponivel em:
<https://rodriguesia.jbrj.gov.br/FASCICULOS/rodrig59_3/009.pdf>. Acesso em: 12 fev. de 2017.

GELMINI, F. et al. GC-MS profiling of the phytochemical constituents of the oleoresin from Copaifera
langsdorffii Desf. and a preliminary in vivo evaluation of its antipsoriatic effect. International Journal
of Pharmaceutics, v. 440, n. 2, p. 170-178, jan. 2013. Doi: < doi: 10.1016/j.ijpharm.2012.08.021.>.
Acesso em: 22 de jan. 2017.

GIESBRECHT, P. C. P. Efeitos da Pomada de Oleo de Copaiba em Queimadura Cutanea em Rato.
2011. 61 f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncia Animal) - Centro Universitario Vila Velha, Vila Velha,
2011. Disponivel em: <https://www.uvv.br/edital_doc/DISSERTA%C3%87%C3 %830%20FINAL%20
DE%20PATR%C3%8DCIA%20CALDEIRA%20PENNA%20GIESBRESHT _fe4dc 2f1-d122-4610-b306-
23882cbbf055.pdf>. Acesso em: 13 de jan. de 2017.

GONCALVES, E. da S. Avaliagdo da seguranca de uso do éleo de Copaifera multijuga Hayne
(Fabaceae). 2014. 140 f. Tese (Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas) - Centro de Ciéncias da Saude
da Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2014. Disponivel em: < http://repositorio.ufpe.br/
handle/123456789/11946>. Acesso em: 20 de jun. de 2017.

HECK, M. C.; VIANA, L. A_; VICENTINI, V. E. P. Importancia do Oleo de Copaifera sp. (COPAIBA).
SaBios: Revista Saude e Biologia, Maringa, v. 7, n. 1, p. 82-90, jan./abr. 2012. Disponivel em: <http://
revista.grupointegrado.br/revista/index.php/sabios2/article/view/992/413>. Acesso em: 24 de ago.
2017.

JUNIOR, V. F. V.; PINTO, A. C. O GENERO Copaifera L. Quim. Nova, v. 25, n. 2, p. 273-286, 2002.
Doi: <http://dx.doi.org/10.1590/S0100-40422002000200016.>. Acesso em: 11 de mar. de 2017.

LUCCA, Leticia G. et al. Determination of B-caryophyllene skin permeation/retention from crude
copaiba oil (Copaifera multijuga Hayne) and respective oil-based nanoemulsion using a novel HS-GC/
MS method. Journal of pharmaceutical and biomedical analysis, v. 104, p. 144-148, 2015.

MEDEIROS, R. da S. Sustentabilidade de Extracéo, Producao e Caracteristicas Quimicas do 6leo-
resina de Copaiba (Copaifer multijuga Hayne) em Manaus. 2006. 83 f. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncias de Florestas Tropicais) — Universidade Federal do Amazonas, Manaus, 2006. Disponivel em:
< http://bdtd.inpa.gov.br/bitstream/tede/1127/1/Dissertacao_Raquel_ Medeiros.pdf>. Acesso em: 04 de
abr. de 2017.

MONTEIRO, M. M.; MONTEIRO, M. J. S.; BARBOSA, W. L. R. Saber e uso de Plantas Medicinais em
Maruda e na APA Algodoal - Maiandeua. In: ENCONTRO NACIONAL DA ANPPAS, 6., 2012, Belém.
Anais... Belém: ANPPAS, 2012. p. 1-16. Disponivel em: < http://www.anppas.org.br/ encontro6/anais/
ARQUIVOS/GT5-853-597-20120714172948.pdf>. Acesso em: 05 de out. de 2017.

OLIVEIRA, E.C.P.; LAMEIRA, O.A.; ZOGHBI, M.G.B. Identificagéo da época de coleta do 6leoresina
de copaiba (Copaifera spp.) no municipio de Moju, PA. Rev. Bras. PI. Med., Botucatu, v. 8, n. 3, p.
14-23, 2006. Disponivel em: <https://www.embrapa.br/busca-de-publicacoes//publicacao/578061/
identificacao-da-epoca-de-coleta-do-oleo-resina-de-copaiba-copaiferaspp-no-municipio-de-moju-pa>.
Acesso em: 20 de ago. de 2017.

PIERI, F.A.; MUSSI, M.C.; MOREIRA, M.A.S. Oleo de copaiba (Copaifera sp.): histérico, extragéo,
aplicacGes industriais e propriedades medicinais. Revista Brasileira Plantas Medicinais, Botucatu, v.
11, n. 4, p. 465-472, 2009. Doi: < http://dx.doi.org/10.1590/S151605722009000400016.>. Acesso em:
28 de jun. de 2017.

SANTIAGO, K. B. Immunomodulatory action of Copaifera spp oleoresins on cytokine production
by human monocytes. Biomedicine & Pharmacotherapy, v. 70, p. 12—18, 2015. Doi: <http://dx.doi.
org/10.1016/j.biopha.2014.12.035>. Acesso em: 15 de jan. de 2017.

Producao e Controle de Produtos Naturais Capitulo 4



SIGNORI, J. V. F. Atividade antimicrobiana e identificagcdo de compostos de plantas medicinais de
uso popular. Revista de Trabalhos Académicos da FAM: TCC 2015, Americana, v. 1, n. 1, nov. 2015.
Diponivel em: <http://faculdadedeamericana.com.br/revista/index.php/TCC/ article/view/115/115>.
Acesso em: 30 mar. 2017.

SOUSA, J. P. B. de. Copaifera langsdorffii: estudo fitoquimico, validagdo de métodos cromatograficos
e analise sazonal. 2011. 167 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirao Preto, Ribeirdo Preto, 2011. Doi: 10.11606/T.60.2011.tde02052011-102744.

YAMAGUCHI, M. H.; GARCIA, R. F. Oleo de Copaiba e suas Propriedades Medicinais: Revisao
Bibliogréafica. Revista Saude e Pesquisa, Maringd, v. 5, n. 1, p. 137-146, jan./abr. 2012. Disponivel em:
<http://periodicos.unicesumar.edu.br/index.php/saudpesq/article/view/2082/1563>. bAcesso em: 16 de
jun. de 2017.

Producao e Controle de Produtos Naturais Capitulo 4



CAPITULO 5

BAUHINIA SP. SOB DIFERENTES CONDICOES DE
SAZONALIDADE INDUZ ATIVIDADE ANTICANCER EM

Juda Ben-Hur de Oliveira
Universidade Federal do Espirito Santo — UFES

Departamento de Ciéncias Biolégicas, Vitéria, ES-
Brasil

Jean Carlos Vencioneck Dutra

Universidade Federal do Espirito Santo — UFES
Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Vitéria, ES-
Brasil

Suiany Vitorino Gervasio

Universidade Federal do Espirito Santo — UFES
Departamento de Ciéncias Biologicas, Vitoria, ES-
Brasil

Mirieli Bernardes Xavier

Universidade Federal do Espirito Santo — UFES
Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Vitéria, ES-
Brasil

Paula Roberta Costalonga Pereira
Universidade Federal do Espirito Santo — UFES
Departamento de Ciéncias Biologicas, Vitoria, ES-
Brasil

Maina Mantovanelli da Mota

Universidade Federal do Espirito Santo — UFES
Departamento de Ciéncias Biolbgicas, Vitoria, ES-
Brasil

Maria do Carmo Pimentel Batitucci
Universidade Federal do Espirito Santo — UFES

Departamento de Ciéncias Biolbgicas, Vitoria, ES-
Brasil

RESUMO: Bauhiniasp.,pata-de-vaca, é utilizada
como diurética, expectorante, anti-inflamatoria
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SARCOMA-180 IN VITRO

e para tratar diabetes mellitus. O presente
estudo teve como objetivo avaliar a influéncia
da sazonalidade (estacdo seca e chuvosa), no
conteudo quimico e nas atividades biologicas
in vitro do extrato bruto etandlico das folhas de
Bauhinia sp. O material vegetal foi coletado na
estacéo seca (2015) e estagdo chuvosa (2016),
o extrato bruto foi preparado e foram avaliados:
teor total de flavonoides, acdo antioxidante,
citotoxicidade em linfécitos humanos e células
do sarcoma-180 e a atividade anti-citotoxica
contra cisplatina em linfécitos humanos. O
contetudo de flavonoides totais foi maior no
extrato produzido com folhas coletadas na
estacdo chuvosa (2016), 252,67+2,83 pg.mL",
do que na estacdo seca (2015), 69,50+10,61
Mg.mL . A atividade antioxidante, ensaios ABTS
e DPPH, mostrou que o extrato de Bauhinia
sp. coletada em 2015, estacdo seca, foi mais
efetivo em promover acgdes antioxidantes.
Ambos extratos, nas doses testadas, reduziram
a viabilidade celular de linfécitos humanos e
sarcoma-180, apdés 24h e 48h de tratamento,
assim como induziram maior citotoxicidade
em células de sarcoma-180, ap6s 48h de
tratamento. Os extratos de Bauhinia sp. nao
foram capazes de prevenir os danos citotdoxicos
induzidos pela cisplatina nos ensaios de anti-
citotoxicidade. Esses dados sugerem que a
sazonalidade, estacdo seca e chuvosa, interfere
na composicado quimica de Bauhinia sp. e em
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sua atividade antioxidante e reforgam sua aplicagcédo medicinal e possivel utilizacdo no
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de cancer.
PALAVRAS-CHAVE: sazonalidade, teor total de flavonoides, ABTS, DPPH, viabilidade
celular.

ABSTRACT: Bauhinia sp., popularly known in Brazil as “pata-de-vaca”, is used as a
diuretic, expectorant, anti-inflammatory and to treat diabetes mellitus. The objective
of the present study was to evaluate the influence of dry season and rainy seasons
on the chemical content and in vitro biological activities of the crude ethanolic extract
of Bauhinia sp. The leaves were collected in the dry season (2015) and rainy season
(2016), the crude extract was prepared and the total content of flavonoids, antioxidant
action, cytotoxicity in human lymphocytes and sarcoma-180 and anti-cytotoxic activity
against cisplatin in human lymphocytes. The content of total flavonoids was higher
in the extract produced with leaves collected in the rainy season (2016), 252.67 +
2.83 pg.mL-1, than in the dry season (2015), 69.50 + 10.61 pg .mL-1. The antioxidant
activity, ABTS and DPPH, showed that the extract of Bauhinia sp. collected in 2015, dry
season, was more effective in promoting antioxidant actions. Both extracts, at the doses
tested, reduced the cell viability of human lymphocytes and sarcoma-180 after 24h and
48h of treatment, as well as induced greater cytotoxicity in sarcoma-180 cells after 48h
of treatment. The extracts of Bauhinia sp. were not able to prevent cytotoxic damage
induced by cisplatin in anti-cytotoxicity assays. These data suggest that seasonality,
dry and rainy season, interferes in the chemical composition of Bauhinia sp. and its
antioxidant activity and reinforce its medicinal application and its possible use in the
development of new drugs for the treatment of cancer.

KEYWORDS: seasonality, total content of flavonoids, ABTS, DPPH, cell viability.

11 INTRODUCAO

O termo céncer é a traducao latina da palavra grega carcinoma (de karkinos =
crustaceo, caranguejo). Este termo foi utilizado inicialmente por Galeno (138 a 201 dC)
para indicar um tumor maligno da mama no qual as veias superficiais demonstravam
formato que se assemelhava as patas de um caranguejo. Este termo generalizou-
se e, ainda hoje, € usado para indicar qualquer neoplasia maligna (BOGLIOLO;
BRASILEIRO FILHO, 2011).

A caracterizacdo béasica de uma célula tumoral se da pela perda de fungcao em
consequéncia da auséncia de diferenciacao, proliferacdao descontrolada, invasao de
tecidos e 6rgados vizinhos e metastase. Sua origem € consequéncia de alteracbes
no DNA (fatores genéticos) ou de mecanismos que controlam a expressao génica
(fendbmenos epigenéticos) em um ou mais locus envolvidos no controle da diviséo e da
diferenciacao celular (BOGLIOLO; BRASILEIRO FILHO, 2011).

Estima-se que 14,1 milhdes de novos casos de céncer tenham ocorrido no
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decorrer de um ano, na populacdo mundial. As avaliacées indicam que os aumentos
destes indices sao devidos ao envelhecimento da populagéo assim como a crescente
exposicao a fatores de risco como tabagismo, excesso de peso e 0 sedentarismo
(FERLAY, 2010).

Esses fatores de risco levam a formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS),
gue sao determinadas pela perda ou ganho de um elétron. Quando em excesso, 0s
ROS podem gerar o estresse oxidativo e causar danos genéticos pela modificacédo do
DNA ou oxidagao de lipideos e proteinas, levando a possiveis mutacoes e alteragdes
das vias metabdlicas aumentando assim, o risco de desenvolvimento do cancer
(LOBANOVA et al., 2017).

Atualmente, o cancer € a segunda principal causa de morte no mundo. Segundo
a Organizacédo Mundial de Saude (OMS), em 2015, 14,1 milhdes de novos casos de
cancer foram identificados e 8,8 milhdes de pessoas morreram, no mundo todo, o que
justifica 0 aumento do numero de estudos acerca de novos tratamentos e praticas
terapéuticas mais eficientes.

A histéria das drogas utilizadas no combate ao cancer esta intimamente ligada
aos produtos naturais. As substéncias provenientes do metabolismo dos vegetais
podem interagir com o corpo, atuando como agente capaz de trazer beneficios aos
sistemas organicos dos individuos (DEL REY et al., 2018)"type” : “article-journal’,
“volume” : “12” }, “uris” : [ “http://www.mendeley.com/documents/?uuid=be4d6570-
77a1-44af-97db-474cb91db804” ] } ], “mendeley” : { “formattedCitation” : “(DEL REY et
al., 2018. Segundo De Rezende et al. (2016), a sintese de compostos bioativos ocorre
pela via do metabolismo secundario vegetal, onde a plasticidade genética somada a
fatores bibticos e abibticos garantem a producédo de determinados compostos para
sua protecéo e/ou sinalizacdo, e que podem ser utilizados na dieta humana para fins
medicinais, por exemplo, alguns estudos tém demonstrado que o conteudo total e
a atividade biolégica dos metabdlitos secundarios podem ser afetados por fatores
ambientais, assim como a disponibilidade de agua, temperatura, composicéo do solo,
altitude, entre outros (BORGES et al., 2013; LIU et al., 2015, 2016).

A atividade proporcionada por estes metabdlitos ocorre pela sua capacidade de
neutralizar ou eliminar os radicais livres, além do fato de apresentarem propriedade
redox e uma estrutura com anéis conjugados e grupos carboxilicos capazes de inibir a
peroxidacgéao lipidica (GARG et al., 2012), assim como podem atuar sobre compostos
quimicos prevenindo ou reparando danos citotoxicos e mutagénicos (SANTOS, 2016).

Entre os compostos provenientes da sintese do metabolismo secundario estéo
os flavonoides, compostos amplamente encontrados nos vegetais, que conferem
resisténcia a estresses bidticos ou abibticos e podem apresentar efeitos biologicos,
como atividade antioxidante, anti-inflamatéria e antitumoral. (PEREIRA; DAS GRACAS
CARDOSO, 2012; CONCEICAO et al., 2017; PANDEY, 2017).

Muitas das plantas usadas para fins medicinais nao séo cultivadas sob condigbes
controladas e estdo sujeitas as variagbes ambientais, como variagbes sazonais, 0
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que inclui mudancas de temperatura e oscilagées de precipitacao. Neste contexto,
os estresses bidticos e/ou abibdticos podem interferir no metabolismo das plantas
medicinais, modificando vias biossintéticas e, consequentemente, o conteudo/
disponibilidade destas substancias (PACIFICO et al., 2015).

Plantas do género Bauhinia sdo encontradas nas areas tropicais do planeta e
utilizadas na medicina popular em varias regies do mundo, incluindo Africa, Asia,
América Central e do Sul, sendo usadas, por exemplo, para o tratamento de inflamacdes
e de diabetes mellitus (CORREA; SIQUEIRA-BATISTA; QUINTAS, 1998). Como
descrito por Maia Neto et al (2008) o interesse pela avaliagao do potencial antioxidante
da B. ungulata L. foi refor¢cado pela confirmagao da presenca de flavonoides nas folhas,
metabdlitos secundarios que apresentam reconhecida atividade antioxidante.

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia da sazonalidade,
estacao seca e chuvosa, na producéo total de flavonoides de Bauhinia sp., de modo a
relacionar estes compostos com as atividades antioxidantes, citotoxicidade em células
sadias e tumorais e efeito anti-citotéxico contra danos induzidos pela cisplatina.

2 | MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencao do extrato vegetal

O material avaliado é parte do banco de extratos do Laboratorio de Genética de
Plantas e toxicolOgica, localizado na Universidade Federal do Espirito Santo. As folhas
de um mesmo espécime de Bauhinia sp. foram coletadas em estac¢des de seca (2015)
e chuvosa (2016) no Horto da Prefeitura Municipal de Vitéria-ES, Brasil. As informacdes
meteorolbgicas acerca das estacdes de coleta foram obtidas on line em acesso ao site
do INCAPER (Instituto Capixaba de Pesquisa Assisténcia Técnica e Extensao Rural)
- quesito de indice pluviométrico e umidade relativa do ar. O extrato bruto foi obtido
por maceragao exaustiva, em etanol absoluto P.A. (99,3%) a temperatura ambiente
(25-30 °C), protegido da luminosidade durante 7 dias, sendo revolvido diariamente.
Posteriormente, o material foi filtrado e concentrado em um evaporador rotatério a
vacuo.

2.2. Analise Fitoquimica

2.2.1. Teor Total de Flavonoides

O conteudo total de flavonoides foi mensurado pelo método colorimétrico descrito
por Zhishen et al. (1999) com adaptacées. Em tubos selados, 1,5mL de solucéo
metandlica de AICI,-6H,0 (2% p/v) foi adicionado a 0,5mL do extrato e mantido ao
abrigo de luz por 10 min. A absorbancia a 430 nm foi detectada por leitor ELISA
Epoch BioTek®. A solugdo metandlica de AICI,:6H,0 foi usada como branco e os
experimentos feitos em duplicata. Uma série de diluicdes de solugcao metandlica de
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rutina foi preparada e avaliada. A quantidade de flavonoides no extrato foi expressa em
equivalente de rutina por grama de massa seca de extrato.

2.3. Atividade Antioxidante
2.3.1. ABTS

A atividade antioxidante do extrato bruto foi estimada pelo método colorimétrico a
partirdacapturadoradical ABTS*+,derivadodoacido2,2’-azinobis (-3-etilbenzotiazolina)-
6-sulfénico, descrito por Re et al. (1999), com modificacdes. Neste teste, o radical
ABTSe* foi gerado a partir da reacéo de 5ml da solucéo estoque de ABTS (7 mM), com
88 mL de solucéo

de persulfato de potassio (140 mM), e deixou-se reagir durante 16 horas a
temperatura ambiente, no escuro. Apds o periodo de incubacgao, a solugdo ABTS** foi
diluida em etanol até alcancar uma absorbancia de 0,70 = 0,05 a 734 nm.

Em microplaca de 96 pocgos, 200uL da solucdo ABTS** foram adicionados a
40 pL de solucéo etandlica do extrato bruto em diferentes concentragdes (500,0,
250,0, 125,0, 62,50, 31,25 e 15,63 pug.mL™). A leitura foi realizada ap6s 6 minutos de
incubacéao, a temperatura ambiente e ao abrigo de luz. A absorbéancia foi registrada no
leitor ELISA Epoch BioTek® a 734 nm. O teste foi realizado em triplicata correlacionado
ao padrao Trolox (Sigma-Aldrich) e um controle (sem extrato). O percentual de inibicao
por eliminacao do ABTS** foi calculado a partir da seguinte equacao:

% Inibicéo = [(Abs Abs / Abs )] x 100

Controle B Amostra Controle

2.3.2. DPPH

A atividade antioxidante do extrato bruto também foi mensurada pelo método
colorimétrico de reducao do radical DPPH* (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), descrito por
Duarte e Almeida et al. (2006) e Rufino et al. (2007), com modificacdes. Neste teste,
dissolveram-se 120 mg do reagente DPPH 0,3 mM em 100 ml de alcool metilico para
originar o radical.

Em microplaca de 96 poc¢os, 200uL da solugdo de DPPH* foram adicionados a
100 uL de solugdo metandlica do extrato bruto em diferentes concentragbes (500,0,
250,0, 125,0, 62,50, 31,25 e 15,63 pg.mL™). Apds 30 minutos de incubacgao e ao abrigo
de luz, a absorbéancia foi registrada no leitor ELISA Epoch BioTek® a 517 nm. O teste
foi realizado em ftriplicata correlacionado ao padrao acido ascérbico (Sigma-Aldrich)
e um controle (sem extrato). O percentual de inibicdo por eliminacdo do DPPH* foi
calculado a partir da seguinte equacao:

% Inibicdo = [(Abs. - Abs, _ /Abs ]1x 100

Controle Amostra Controle)
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2.4. Citotoxicidade in vitro

2.4.1. Linfoécitos Humanos

Os linfocitos humanos foram obtidos de sangue periférico de doador sadio entre 20
e 30 anos, isolados pelo método do Ficoll® Paque Plus, com pequenas modificacoes,
e plagueados em microplaca de 96 pocos com 2x10° células em cada poco. Para
avaliacao da citotoxicidade, as células foram tratadas com os extratos de Bauhinia sp.
diluido em agua nas concentragées 10,0; 50,0 e 100 pg.mL" por 24 ou 48h. Ja para
a avaliacdo da anti-citotoxicidade, as células receberam os extratos de Bauhinia sp.
com adicao cisplatina (50,0 pg.mL"), agente citotoxico, seguindo protocolos de pré-
tratamento e tratamento simultaneo. No pré-tratamento, as células recebem primeiro
o extrato e 24h depois, a cisplatina. No tratamento simultaneo, recebem o extrato e a
cisplatina simultaneamente. Ao final do tempo de exposicao ao extrato, os linfécitos
humanos foram submetidas ao teste de viabilidade celular pelo método do brometo de
3-(4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-difenil-2H-tetrazélio (MTT).

Os protocolos citados foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Espirito Santo (Certificado 2.333.879).

2.4.2. Sarcoma-180

Células de Sarcoma 180 foram adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro
e mantidas sob condic¢des de cultura suplementada com antibioticos. As células foram
cultivadas em microplaca de 96 pocos, 100uL de células (2x10° células/mL) em cada
pogo e mantidas a 37 °C em atmosfera Umida, na presenga de 5% de CO,. As células
foram tratadas com os extratos de Bauhinia sp. nas concentragcdes de 10,0; 50,0 e
100,00 pg.mL" por 24h e 48h, e as células do controle negativo nao foram tratadas.
Apos o fim do tratamento, a viabilidade celular foi avaliada pelo método de reducéo do
MTT.

Os protocolos citados foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da UFES (Parecer: 89/2015).

2.4.3. MTT

O principio baseia-se na redu¢do do MTT em um produto com a coloragao violeta
(MTT-formazan) pela enzima mitocondrial tetrazolium-succinato-desidrogenase. A
conversao sé ocorre em células viaveis. Apds o tratamento, as microplacas foram
centrifugadas a 860 rcf durante 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e 20 uL de
MTT a 5 mg.mL " foram adicionados a cada poco. Passadas 3 horas, as placas foram
centrifugadas a 860 rcf por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado e adicionou-
se 100 pL de DMSO. A absorbéancia a 595 nm foi detectada no leitor ELISA Epoch
BioTek®. O experimento foi realizado em ftriplicata.

Producao e Controle de Produtos Naturais Capitulo 5




2.5. Analise estatistica

Todos os resultados foram tabulados e os valores expressos como média +
erro padrao. Os dados de atividade antioxidante (DPPH e ABTS) foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA), seguido do teste t de comparacdo multipla (p<0,05). Os
dados de citotoxicidade e anti-citotoxicidade foram comparados em relacéo ao controle
e submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguido do teste post hoc de Dunnett
(p<0,0001). A comparacao entre os tratamentos (linfocitos humanos e sarcoma-180)
foi realizada com teste t para multiplas comparacgoes (p<0,05).

3 1 RESULTADOS

3.1 Teor de Flavonoides

O teor total de flavonoides no extrato produzido com material vegetal coletado na
estacao seca (2015) foi menor (69,50+10,61 ug.mL") quando comparado ao da coleta
realizada na estagao chuvosa (2016) (252,67+2,83 ug.mL™") (p = 0,0018).

3.2 Avaliacao da atividade antioxidante

3.2.1 Ensaio do ABTS

As figuras 1 e 2 apresentam, respectivamente, o percentual de inibi¢ao do radical
ABTS e DPPH em funcéo das concentra¢des do extrato de Bauhinia sp.

O percentual de inibicao do radical ABTS exibido pelo extrato referente a coleta
de 2015, estacdo seca, variou entre 8,62-92,87%, em 2016, estacao chuvosa, variou
entre 2,07-77,87% e o padréao trolox variou entre 14,49-93,63%. Ambos extratos
apresentaram performance antioxidante estatisticamente inferior ao padrao trolox,
exceto na concentracéo de 500,0 pg.mL'com o extrato vegetal referente a estacao
seca (2015), cujo desempenho antioxidante foi similar ao do padrdao. Em comparacao
aos resultados observados com o extrato vegetal referente a coleta na estacéo seca
(2015), no ano de 2016, estacédo chuvosa, foi observado decréscimo acentuado na
atividade antioxidante.
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Figura 1. Inibicao do radical ABTS por Bauhinia sp. a partir de extratos obtidos das folhas
coletadas em estagcéo seca e chuvosa.

Valores expressos em média + desvio padrdo (n=3). Folhas de Bauhinia sp. coletadas em 2015 (estacao seca)
e 2016 (estacédo chuvosa). Teste f para multiplas comparacdes - * Trolox vs. extratos de Bauhinia sp. coletada
em 2015 ou 2016; “extrato de Bauhinia sp. coletada em 2015 vs. 2016 (p<0,05). * ou *infere diferenga estatistica
entre os grupos comparados.

3.2.2 Ensaio do DPPH

A inibicdo do radical DPPH exibida pelo extrato produzido com folhas coletadas
na estacao seca (2015) variou entre 12,24-89,79% e na estacdo chuvosa (2016)
variou entre 2,03-46,02%, enquanto o padrao, acido ascérbico, variou entre 46,61-
93,93%. O extrato etandlico de Bauhinia sp. referente a coleta de 2015 apresentou
acao antioxidante similar ao padrao acido ascérbico nas concentracdes de 500,0 e
250,0 ug.mL"'. Quando comparados, o extrato produzido com folhas coletadas durante
a estacao seca apresenta melhor performance antioxidante do que aquele produzido
com material coletado na estagao chuvosa.
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Figura 2. Inibicao do radical DPPH por Bauhinia sp. a partir de extratos obtidos das folhas
coletadas em estacéo seca e chuvosa.

Valores expressos em média + desvio padrdo (n=3). Folhas de Bauhinia sp. coletadas em 2015 (estacao seca)

e 2016 (estagdo chuvosa). Teste t para multiplas comparacdes - * Acido ascérbico vs. extratos de Bauhinia sp.

coletada em 2015 ou 2016; *extrato de Bauhinia sp. coletada em 2015 vs. 2016 (p<0,05). * ou *infere diferenca
estatistica entre os grupos comparados.
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3.3 Atividade Citotoxica

Os efeitos citotoxicos dos extratos brutos etanélicos de Bauhinia sp. em linfocitos
humanos e sarcoma-180 apds 24h e 48h de exposicao sao apresentados na figura 3
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Figura 3. Percentual de viabilidade celular de linfécitos humanos e sarcoma-180 ap6s
tratamento com doses dos extratos etandlicos das folhas de Bauhinia sp., coletada em estagéo

seca e chuvosa, pelo método do MTT.

Valores expressos em média + desvio padrdo (n=3). Percentual de viabilidade celular apés 24h (A) e 48h (B) de
tratamento. Controle - células nao tratadas; doses de extrato de Bauhinia sp. - células tratadas com 10,0, 50,0
ou 100,0 yg.mL"; 2015 - estacao seca; 2016 - estagéo chuvosa. A viabilidade celular foi comparada com seus

respectivos controles pela ANOVA post hoc teste de Dunnett - ****p<0,0001 - células tratadas com doses de

Bauhinia sp. vs. grupo controle de linfocitos humanos ou sarcoma-180. A comparacgao entre linfocitos humanos e

sarcoma-180 tratados foi realizado pelo teste t para multiplas comparacoes (p < 0,05).

ApOs 24h de exposicao (figura 3-A), ambos os extratos foram citotdxicos para os

linfocitos e sarcoma-180, em todas as doses testadas, com excecéo para a dose de

10,0 pg.mL'em células de sarcoma-180 tratadas com o extrato referente a coleta da
estacado chuvosa (2016). A dose de 100,0 pg.mL™* do extrato produzido com material
vegetal da coleta de 2015, estacdo seca, apresenta nivel maior de citotoxicidade para

as células de sarcoma-180 (p=0,0124).
Apos 48h de exposicao (figura 3-B), as doses testadas foram citotOxicas tanto
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para os linfécitos quanto para o sarcoma-180. As doses de 50,0 e 100,0 pg.mL' foram

mais citotdéxicas para as células de sarcoma-180 do que para os linfécitos humanos

usando os extratos oriundos tanto da coleta na estacéao seca (2015) quanto da estacéo

chuvosa (2016) (p<0,0001).

3.4 Atividade anti-citotoxica

Os resultados obtidos nos ensaios de anti-citotoxicidade segundo os protocolos

de pré-tratamento e tratamento simultdneo sdo apresentados na figura 4. Ambos

extratos nao foram capazes de prevenir o0 dano citotoxico induzido pela cisplatina com

as doses testadas nos protocolos citados apds 24h (Figura 4-A) e 48h de tratamento

(Figura 4-B).
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Figura 4 - Percentual de viabilidade celular de linfécitos humanos segundo seguindo os
protocolos de anti-citotoxicidade ap6s o tratamento com doses dos extratos etandlicos de
Bauhinia sp., coletada em estacdo seca e chuvosa, pelo método do MTT.

Valores expressos em média + desvio padrao (n=3). Percentual de viabilidade celular no protocolo de pré-

tratamento (A) e tratamento simultéaneo (B). Controle - células nao tratadas; Cisplatina - células tratadas com

cisplatina (50,0 yg.mL™); doses de extrato de Bauhinia sp. - células tratadas com 10,0, 50,0 ou 100,0 yg.mL";
2015 - estagé@o seca; 2016 - estacdo chuvosa. Os valores sao médias +desvio padréo. A viabilidade celular nos

protocolos de anti-citotoxicidade foi comparada com o grupo de células tratadas com cisplatina pela ANOVA
post hoc teste de Dunnett - ****p<0,0001 - grupo de células tratadas com cisplatina vs. grupo controle ou células

tratadas com doses de Bauhinia sp.
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4 | DISCUSSAO

A efetividade das atividades biologicas de produtos naturais tém favorecido seu
uso extensivo no campo culinario, industrial e farmacol6gico, assim como tém conduzido
para um crescente o numero de estudos cientificos que avaliam tanto a eficacia e a
importancia das plantas medicinais quanto o papel dos metabdlitos secundarios no
tratamento de doencas (PICCOLELLA et al., 2018).

Os produtos do metabolismo secundario conferem aos vegetais defesa contra
herbivoria, ataque de patdogenos e protecdo a estresses abidticos associados a
mudancas de temperatura, pluviosidade, exposicao aos raios UV e disponibilidade de
nutrientes minerais. Alémdisso, os produtos secundarios do metabolismo vegetal podem
atuar como moduladores da expressao génica e transducéo de sinais, influenciando no
conteudo/disponibilidade desses ativos (MISRA, 2009; MANIKANDASELVI; VADIVEL;
BRINDHA, 2016).

Neste contexto, o estresse abibdtico pode influenciar no desenvolvimento do
vegetal e em sua capacidade de sintetizar metabdlitos secundarios, sendo, portanto,
um fator relevante no que se refere a obtencéo de produtos naturais a base de plantas
medicinais (AKULA; RAVISHANKAR, 2011). Somado a isso, 0 acumulo de metabdlitos
em plantas medicinais sujeitas as condicdes ambientais sofre grande variacao
devido as oscilagbes das condi¢des ambientais, tais como a sazonalidade e eventos
climaticos adversos, que incluem mudancas bruscas de temperatura, luz e quantidade
de precipitacao (PACIFICO et al., 2015).

Em resposta aos diferentes tipos de estresses, bibticos ou abibticos, as plantas
podem exibir mecanismos moleculares como um sistema de defesa, divididos em
trés grupos principais. O primeiro mecanismo envolve a sinalizacdo mediada por
moléculas ativadas pelo estresse, que conduzem a alteracbes da homeostase idnica
e osmotica e do mecanismo de desintoxicacao vegetal. O segundo mecanismo esta
relacionado a regulagdo positiva de diferentes genes responsaveis pela sintese de
proteinas especificas, como proteinas de choque térmico e proteinas LEA (do inglés
Late Embryogenesis Abundant), e de moléculas protetoras, como agucares, polialcoois
e aminodcidos. O terceiro mecanismo esta associado a producéo de espécies reativas
de oxigénio (EROs) e a ativacao de sistemas antioxidantes pela sintese de metabdlitos
secundarios especializados, como flavonoides e outros compostos fenélicos (BOSCAIU
et al., 2008).

Em condigbes de estresse, é observada a sintese de metabdlitos secundarios
especializados, como compostos fendlicos, os quais conferem defesa ao organismo
vegetal e podem ser usados para promoc¢ao da saude em humanos (DO NASCIMENTO;
FETT-NETO, 2010; AKULA; RAVISHANKAR, 2011; AGATI et al., 2012, 2013). Em um
estudo conduzido com folhas de salgueiro em regides secas, foi observado que a
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auséncia de precipitacao € muitas vezes acompanhada de altas temperaturas e alta
incidéncia de radiacao solar, o0 que conduz ao aumento da producao de flavonoides
e acidos fendlicos. Além disso, o0 estresse hidrico pode modular a razao clorofila/
carotendides nos tecidos vegetais, bem como promover o acumulo de antocianinas
(GIORDANO et al., 2016; FAHAD et al., 2017). A ativagcdo das vias biossintéticas
dessas moléculas, por sua vez, ocorre em decorréncia da incidéncia luminosa e em
resposta a superproducdo de espécies reativas de oxigénio desencadeada por este
tipo de estresse (AGATI et al., 2013).

Os fatores ambientais em que uma espécie cresce e se desenvolve parecem
determinar diferencas significativas no teor de polifendis produzido pelos vegetais,
apresentando correlacdo positiva entre os teores de compostos polifendlicos e a
capacidade antioxidante e remocao de radicais livres. Desta forma, espera-se que
extratos vegetais ricos em polifendis sejam capazes de promover maior poder redutor
e atuarem sobre a regulacéo de enzimas antioxidantes enddégenas (SCHAFFER et al.,
2005).

A capacidade antioxidante de outras espécies do género Bauhinia sp. é relatada
na literatura, como é o caso de B. monandra, em que os extratos cloroférmico
e de acetato de etila sdo apontados como boas fontes de antioxidantes, atividade
relacionada, segundo os autores, a presenca de compostos de diferentes polaridades,
possivelmente em fungcdo da presenca de flavonoides e esterdides (ARGOLO et al.,
2004).

Miceli et al. (2016), ao avaliarem o extrato hidroalcodlico de folhas de Bauhinia
fortificata, inferem que os flavonoides sejam os principais responsaveis pela agao
primaria da atividade antioxidante. No presente estudo, os maiores teores de flavonoides
foram encontrados no extrato de 2016 (estacdo chuvosa), assim como o observado
por Gobbo-Neto et. al (GOBBO-NETO; LOPES, 2007) em extrato de Lychnophora
ericoides onde os flavondides foram produzidos principalmente na estacdao chuvosa.
Apesar do maior teor de flavonoides no extrato da estacao chuvosa, o extrato produzido
a partir da coleta na estacao seca (2015) foi mais efetivo no sequestro de radicais livres,
possibilitando inferir que haja um grupo seleto de flavonoides atuando na modulacéo
desta resposta, o que favoreceu o extrato de 2015 (estacdo seca), nos dois testes
avaliados. Rodrigues da Silva (2015) também relata que as diferencas individuais
dentro de cada classe destes compostos resultam na variagdo e no nUmero e posi¢ao
dos grupamentos hidroxilas, por modificacdo nos anéis e no grau de metilacao e
glicosilacado. Estas modificacbes dependem do estagio em que a planta se encontra,
se jovem ou adulta, e de quais compostos quimicos estdo prevalecendo naquele
momento. Esta questéo deixa claro que o mecanismo de agao dos flavonoides estédo
relacionados as variagcoes de suas estruturas.

Outros estudos como de Badgujar et al. (2017) observaram respostas positivas
quanto a eliminacao do radical superdxido (O2--), ao avaliar o extrato metandlico de
Bauhinia racemosa por meio de teste in vitro. O estudo mostrou que esta espécie
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vegetal pode atuar de forma positiva da prevencao de danos induzidos pelo radical, uma
vez que superoxido pode provocar lesao biolégica secundaria a sistemas geradores
de O2:-quando em solu¢des aquosas (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Quanto a atividade antioxidante, em estudos com o extrato etandlico e fragdes
de Bauhinia ungulata, Paula (2014) relatou que as folhas sao fontes potenciais de
substéancias polifendlicas, como os flavonoides e que esses podem ser 0s responsaveis
por atividades biolégicas importantes, dentre elas as antioxidantes. Portanto, ao avaliar
o potencial antioxidante dessa espécie, in vitro, obteve resultados que indicaram a B.
ungulata como uma fonte promissora de antioxidantes naturais. Tal situacao respalda
0s achados apresentados no presente estudo, os quais revelaram uma consideravel
capacidade antioxidante do extrato de Bauhinia sp., principalmente, do material
coletado no ano de 2015.

Pesquisas voltadas para a atuacao anti-cancer de plantas medicinais, tem como
objetivo primario a ndo toxidade de linhagem celular saudavel, seguida de umaresposta
citotoxica positiva em linhagens tumorais. Na avaliacdo da citotoxicidade dos extratos
em linfocitos humanos e sarcoma-180, foi verificado que as 24h de exposicéo, para as
doses testadas, ambos extratos reduzem significativamente a viabilidade celular tanto
de células sadias quanto de células tumorais.

Resultados diferentes foram encontrados por Santos (2017), que ao realizar um
tratamento com diferentes fracbes de B. variegata observou que no tratamento de
24h ele foi pouco citotoxico a linhagem 4T1 (Carcinoma Mamario Murino). Miceli et al.
(2015) também n&o observou atividade citotdéxica do extrato de folhas B. fortificata em
células sadias de linfocitos humanos em todas as concentragdes testadas no periodo
de 24h. Entretanto, no mesmo periodo, foi observado agéo citotoxica frente as células
de melanoma humano (FO-1) que resultou na reducéo de 50,58% da viabilidade celular,
na dose de 50mg/ml. Este estudo entdo, corrobora com os dados aqui relatados.
Pandey (2017), avaliou a toxicidade in vivo de B. variegata (folhas, caule e flores), em
sua analise de DL50, e inferiu que sua toxicidade poderia ser considerada superior a
2000 mg/kg, tornando-a entdo uma droga de uso seguro, até este limite.

Contudo, no tratamento de 48h de exposi¢ao ao extrato, a toxicidade passa a ser
mais acentuada apenas para as células de sarcoma-180, sendo o extrato produzido
com material vegetal coletado na estagcao seca (2015) o mais promissor para atividade
anticancer. Ferreira e Nardin (2017) avaliaram o extrato alcoolico a quente da casca
de Bauhinia glabra em células saudaveis de linfécitos humanos no periodo de 48
horas e nao foi observado efeito citotoxico ou proliferativo, a diferenca observada nos
dois estudos pode ser atribuida ao 6rgao vegetal, 0 modo de extracéo, sazonalidade,
temperatura, latitude do local de retirada do material vegetal utilizado para os estudos.
No trabalho de Miceli et al. (2016), também foi avaliada a viabilidade celular do extrato
de folhas B. fortificata em células melanoma humano (FO-1) em exposicao por 48h,
que resultou em uma redugao de 41,67% da viabilidade celular na dose de 50mg/
ml. Vale ressaltar que neste mesmo estudo, foi verificada a viabilidade celular de
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uma fracéo rica em flavonoide (FRF) (originada das folhas de B. fortificada), e nao
foi observada toxicidade para nenhuma das linhagens testadas, que permite inferir
qgue os flavonoides ndo sao os compostos envolvidos na toxicidade celular. Pandey
(2017) também relatou atividade significativa na prevencao de melanoma B16F10 em
camundongos C57BL quando expostos ao extrato de hidrometandlico de caule, flores
e folhas de Bauhinia variegata em conjunto com a ciclofosfamida.

Para os testes anti-citotdéxicos nos protocolos de pré-tratamento e tratamento
simultaneo, ambos extratos foram incapazes de prevenir a inducdo de danos
citotoxicos induzidos pela cisplatina. A cisplatina, uma molécula altamente reativa, é
utilizada no tratamento de cancer devido a sua capacidade de se ligar ao RNA, DNA
e proteinas, formando diferentes tipos de adutos e, assim, gerando efeitos citotoxicos,
gerando diversos efeitos citotdxicos. A formacéao destes dutos, principalmente no DNA
nuclear, tem sido reportada como uma das principais lesdes celulares que conduzem a
queda da viabilidade celular, a qual depende de mecanismos de reparo mediados pela
excisao de nucleotideos para ser revertida. Desta forma, apds o estabelecimento dos
danos ao DNA induzidos pela cisplatina pode ocorrer o bloqueio da replicagcado e/ou
transcricdo do DNA nuclear, comprometendo a diviséao celular, conduzindo a apoptose.
Além disso, os efeitos toxicos da cisplatina estdo relacionados com a sua agao no DNA
e proteinas mitocondriais, assim o comprometimento da sintese proteica da cadeia
de transporte de elétrons acarreta em um aumento na producéo de ROS (PASCOE;
ROBERTS, 1974; FICHTINGER-SCHEPMAN et al., 1985; YANG et al., 2006).

Os produtos naturais a base de plantas medicinais podem exibir efeitos
citotoxicos e/ou a habilidade de reversao de danos induzidos por agentes quimicos que
comprometem a homeostase celular. As atividades biologicas observadas em diferentes
modelos de estudo, como em testes antioxidantes e ensaios de citotoxicidade, sao
parte da triagem fitoquimica de produtos naturais e estdo diretamente relacionadas
com a composicao quimica observada nos produtos naturais.

A grande diversidade de compostos fendlicos nos vegetais € resultado de
derivagdes que ocorrem na via do acido chiquimico, processo mediado pela enzima
L-fenilalanina amédnia-liase (PAL), que atua sobre ponto de ramificacdo entre o
metabolismo primario (via do acido chiquimico) e secundario (via de producédo dos
fenilpropandides). A PAL atua sobre um conjunto limitado de estruturas moleculares
dando origem a diversos compostos fendlicos, como os flavondides, a classe mais
abundante de polifendis vegetais sintetizados por meio de uma combinacao das vias do
acido chiquimico e acilpolilonato (FAOSTAT; FALCONE FERREYRA; RIUS; CASATI,
2012; PICCOLELLA et al., 2018). A acdo enzimatica da PAL viabiliza a sintese da
L-fenilalanina, usada na producao do acido transcinamico, molécula da qual deriva a
maior parte dos compostos fendélicos (DEWICK, 2009; VOGT, 2010).

A condicédo de seca e a auséncia de precipitacdes tém sido relacionadas tanto
ao aumento acentuado de compostos fendlicos, como aumento na producdo de
quercetina-3-O-hexosideo e 6,8-dihexosilapigenina em Calamintha nepeta, quanto
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ao forte decréscimo da quantidade de é&cido rosmarinico em Thymus longicaulis
(PICCOLELLA et al., 2018). Demonstrando que, assim como observado em nosso
estudo, variagdes ambientais podem modular as vias metabdlicas de producédo dos
compostos fendlicos, aumentando ou reduzindo o conteudo total dessas substéncias
nos vegetais.

51 CONCLUSAO

As plantas medicinais usadas pela populagdo, na grande maioria das vezes,
ndo sao cultivadas e estao sujeitas as alteracbes do ambiente, fator que pode atuar
sobre as vias de producédo de metabdlitos secundarios, compostos relacionados as
atividades biolégicas desses vegetais. Nossos resultados sugerem que as variacoes
sazonais, estacao seca e chuvosa, atuam sobre as vias de produgao total de flavonoides
de Bauhinia sp. e que a estagao chuvosa de coleta, quando comparada a estacao
seca, conduza ao aumento da concentracao deste composto fendlico. As atividades
biologicas avaliadas neste estudo estdo diretamente relacionadas a composicéo
quimica dos extratos vegetais, as substancias que os compdem e os seus teores. Os
ensaios antioxidantes demonstraram haver maior eficiéncia de atividade do extrato
vegetal da coleta da estacéo seca, ou seja, que nao ha relagao direta entre o teor total
de flavonoides e as atividades antioxidantes testadas, sugerindo que a composi¢ao
quimica destes extratos varie quantitativamente e qualitativamente. Contudo, mesmo
com as diferencas na composi¢cdo quimica, ambos extratos vegetais apresentaram
efeito citotoxico e anti-citotdxico similares, sendo mais eficazes em reduzir a viabilidade
de células tumorais. N6s hipotetizamos, com base nos resultados obtidos, que as
condicdes de seca e precipitacdo as quais Bauhinia sp. estava sujeita no momento
de coleta foi capaz atuar sobre as vias de producdo dos compostos fenélicos desta
planta, modulando qualitativa e qualitativamente a composicéo quimica dos extratos
vegetais. Esses resultados reforcam os usos medicinais de Bauhinia sp., como também
demonstram que os efeitos da sazonalidade devem ser considerados no processo de
coleta de plantas para fins medicinais.
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ABSTRACT: Arthrospira platensisis a microalga
which belongs to the group Cyanophyta; it
has metabolites such as proteins, vitamins,
carotenoids and the phycocyanin pigment, all
of them showing a broad spectrum of biological
activities. The Zarrouk medium, a chemically
defined medium, is used for the growth and
generation of compounds of interest in the algal
biomass. However, a significative production
cost is assigned to Zarrouk medium. This work
aimed to conduct a comparative study between
the Zarrouk culture medium and the modified F2
culture medium concerning to the production of
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CULTURE MEDIA

products of industrial interest. TLC and HPLC-
DAD techniques were used in order to verify the
chemical profile of the biomass extracts (MeOH
and EtOH) originated from the two different
media and the production of their main bioactive
compounds. TLC and HPLC results suggest
that the extractions with EtOH led to a higher
extraction of carotenoids and chlorophyll, as
well as of other minor substances. In addition,
biomass produced in Zarrouk medium seems
to contain a greater amount of carotenoids than
biomass produced in F2 medium.
KEYWORDS: Arthrospira platensis, HPLC-
DAD, microalgae, chemical composition, culture
media

11 INTRODUCTION:

Arthrospira platensis is a blue green
alga which is found in tropical and subtropical
regions whose surface waters contain high
levels of carbonates and bicarbonates in a pH
range of 8 — 11. A. platensis belongs to the
group Cyanophyta and is more specifically
known as a cyanobacterium, which has a great
pharmacological and alimentary value due to its
rapid growth and a high production of metabolites,
such as proteins, vitamins, carotenoids and the
phycocyanin pigment, all of them showing a
broad spectrum of biological activities (COLLA
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et al.,1998; MACL et al., 1999, MENDIOLA et al., 2006; BOROWITZKA, 2013).

There have been a great number of relates of antifungal, antiviral, antialgal,
enzymatic, or antibiotic properties of compounds extracted from A. platensis. Since
their production changes according to the environment on which the microalga grows,
manipulating the culture conditions can stimulate the biosynthesis of specific compounds
(MORAIS et al., 2015).

The indoor cultivation of this microalga has been a promising alternative, due to
continuous production of microalga which does not follow harvest regimes. Besides,
in vitro cultivation protect the growing cells of severe alterations due to the light and
temperature outdoors. Additionally, standard culture medium might generate compounds
of interest; medium can be reused, reducing water consumption and costs; the residual
biomass derived from the extraction of the target compounds which can still be used as
food supplements in feed or as fertilizer, among other advantages (LIMA et al., 2018).

So far, microalgae A. platensis is cultivated in Zarrouk medium, a chemically
defined medium containing minerals salts and nutrients necessary for the growth and
generation of target compounds in the algal biomass. However, these chemicals are
quite expensive, increasing the biomass production costs (RAJASEKARAN et al. 2015).

Modified media have been reported, using sea water and reuse water to optimize
a specific target compound production, biomass yield or as an alternative as a low cost
culture medium.

Leema et al. in 2010 reported the use of seawater as culture medium for A.
platensis and Zarrouk medium was used as control. The seawater was pretreated
with NaHCQ, in order to precipitate the excess divalent cations Ca* and Mg?*. Three
different media were tested: SW1 (undiluted seawater), SW2 (2:1 seawater/freshwater,
v/v) and SW3 (1:2 seawater/freshwater, v/v). The three seawater media supported the
growth of A. platensis. In addition, SW2 showed significantly higher lutein content in the
biomass than control medium.

Matos et al. in 2017 reported a desalination concentrate (wastewater) as an
alternative method for microalgae cultivation. They showed that A. platensis is able
to grow in desalination concentrate, which is rich in nutrients like N and P as well as
other minerals (CI, Ca?*, Na*), but had the production of protein lowered and lipids,
amino acids and satured fatty acids increased. This fact is correlated to osmotic stress
influenced by salt concentration.

Ho et al. in 2018 reported the optimization of the phycobiliprotein C-phycocyanin
(C-PC), a protein with great commercial interest due to its wide spectrum of bioactivity
activities, produced from A. platensis. In this paper, authors report light sources (white
LED, monochromatic LED and fluorescent lamps) being manipulated to enhance C-PC
productivity in A. platensis cultivated in Zarrouk recycled medium. The white LED
resulted in higher C-PC production efficiency and the recycled medium proved to be
an interesting alternative from an economic and environmental point of view for C-PC

production.
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Thus, the optimization and preparation of a low cost culture medium and the
production of an extract largely enriched of commercially interesting biomolecules has
been pursued by scientists over the years.

2| OBJECTIVES:

Evaluate the chemical profile of ethanolic and methanolic extracts of A. platensis
biomass cultivated in different media (Zarrouk and modified F2), showing qualitative
differences in the production of carotenoids, chlorophyll, phenolic compounds and
proteins.

31 METHODOLOGY:

Microalgae A. platensis, initially provided by Professor Sergio Lourenco
(Fluminense Federal University, Niteroi, RJ) from the Elizabeth Aidar Microalgae
Collection, was cultivated in erlenmeyers containing liquid Zarrouk medium modified
by George and F2 medium with the following modifications: superior concentration of
nitrate and phosphate (equivalent to Zarrouk medium), and treatment with EDTA (for
the removal of turbidity from precipitate of calcium salts) (GUILLARD, 1975; GEORGE,
1976). Both cultures were grown under fluorescent light 24h, T=22°C, under constant
stirring. At the final of the cultivation, biomass was recovered by filtration and lyophilized.
Dried biomasses were extracted for 24h with MeOH:H,O 8:2 (Z-MeOH and F2-MeOH)
or 100% EtOH (Z-EtOH and F2-EtOH), separately.

The crude extracts obtained were analyzed by TLC (elution in ethyl acetate:
Hexane 6: 4 and BAW 8:1:1) and HPLC-DAD (performed at the Analytical Center -
IPPN, UFRJ. The analysis was performed using the following parameters: Phenomenex
Column RP18 250 x 4,6 mm, 5mm; the mobile phase was a mixture of solvent A (water/
formic acid 0,1%) and solvent B (MeOH), at a flow rate of 0,9 mL min'; gradient: 0 min
(30% B), 30 min (100% B), 45 min (10% B), 46 min (30% B); Total acquisition time: 55
min).

Figure 1: Cultivation of microalgae in erlenmeyer and biomasses of Arthrospira platensis
(Zarrouk medium) after maceration.
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4 | RESULTS:

Preliminary analysis by TLC, eluted in an apolar mobile phase confirmed the
presence of B-carotene as the substance of higher Rf, confirmed by comparison with a
standard sample of this carotenoid (LAGUNA et al. 2015). Phycocyanin and phenolic
compounds were retained at the beginning of elution starter point due to their high
polarity. In UV light, 360 nm range, it was possible to observe a very strong blue color
only in the spot where the sample F2-MeOH was applied, which may suggest that
this culture medium may have optimized the production of a more polar compound in
the microalgae. In the case of the polar eluent, phenolics elute through the plate. As
previously reported, at 360 nm, it was also possible to observe a very strong blue color
in the spot where the sample F2-MeOH was applied (Figure 2).

-

B-carotene

Chlorophyll

Lutein and zeaxanthi

Phycocyanin
and phenolic compounds

Figure 2: TLC of the crude extracts of A. platensis grown in Zarrouk and F2 medium (elution in
ethyl acetate: Hexane 6: 4 and BAW 8:1:1).

Analysis by HPLC-DAD showed a massive concentration of substances in the
ethanolic crude extracts. The crude extracts originated by Zarrouk medium showed
a higher production of carotenoids, as confirmed by their UV spectra in 465 nm. TLC
and HPLC experiments data suggest that the extractions with ethanol led to a higher
extraction of carotenoids and chlorophyll, as well as of other minor substances.
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Figure 3: Chromatogram of the MeOH extract of A. platensis in ZK medium by HPLC-DAD, a)

280 nm; b) 450 nm; ¢) 615 nm; d) 652 nm.
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Figure 4: Chromatogram of the EtOH extract of A. platensis in ZK medium by HPLC-DAD, a)

280 nm; b) 450 nm; ¢) 615 nm; d) 652 nm.
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Figure 5: Chromatogram of the MeOH extract of A. platensis in F2 medium by HPLC- DAD, a)

252 nm; b) 280 nm; ¢) 450 nm; d) 615 nm.
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Figure 6: Chromatogram of the EtOH extract of A. platensis in F2 medium by HPLC- DAD, a)
280 nm; b) 450 nm; ¢) 615 nm; d) 652 nm.

51 CONCLUSION:

Previous methodologies describe only the use of MeOH to obtain crude extracts
of A. platensis biomass. Based upon our results, it is possible to suggest that extraction
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with EtOH, a slightly less polar solvent seems to be an interesting alternative, since
it can extract more molecules present in the biomass, mainly carotenoids. Zarrouk
medium seems to produce a greater amount of carotenoids than F2 medium.
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RESUMO: Coriandrum sativum L. (Apiaceae),

coentro, € uma planta condimentar que
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apresenta grande variedade de atividades
biologicas. O objetivo deste estudo foi avaliar
a influéncia do estadio vegetativo e floragao
sobre o teor total de flavonoides e as atividades
citotoxica,
antiploriferativa in vitro de extratos brutos de

antioxidante, anti-citotéxica e
Coriandrum sativum cultivado sob adubacgéo
organica. As plantas foram cultivadas com
adubacao organica e as folhas foram coletadas
no estadio vegetativo e floracado para producéo
do extrato bruto hidroalcodlico usado para
os testes quimicos e biolégicos. O teor total
de flavonoides observado foi similar entre o
estadio vegetativo e floragdo. Nos ensaios
antioxidantes, ABTS e DPPH, foi verificado
semelhante poder redutor para os extratos
de C. sativum, estadio vegetativo e floragéo.
Ambos extratos induziram efeitos citotoxicos
linfécitos humanos e sarcoma-180 apo6s 24h e
48h de tratamento. Para os dois extratos, as 48h
de tratamento, verificou-se maior citotoxicidade
para as células de sarcoma-180. No ensaio de
anti-citotoxicidade, pré-tratamento, os extratos
testados n&o promoveram agdo preventiva
citotoxicos pela
cisplatina. Esses resultados sugerem que para

contra danos induzidos
C. sativum cultivado sob adubacgéo organica
o estadio de desenvolvimento, vegetativo
e floragdo, n&o interfere no conteudo total
de flavonoides e nas atividades bioldgicas

avaliadas. Estes achados reforcam o uso dessa
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planta condimentar na culinaria e na medicina tradicional, promovendo a prevencéo
de doencas e com potencial uso para o desenvolvimento de farmacos de combate ao
cancer.

PALAVRAS-CHAVE: coentro, ABTS, DPPH, ensaio do MTT, antiproliferativo.

ABSTRACT: Coriandrum sativum L. (Apiaceae), coriander, is a seasoning plant
that presents a great variety of biological activities. The objective of this study was
to evaluate the influence of the vegetative stage and flowering on the total flavonoid
content and the antioxidant, cytotoxic, anti-cytotoxic and antiploriferative activities in
vitro of extracts of Coriandrum sativum grown under organic fertilization. The plants
were cultivated with organic fertilization and the leaves were collected at the vegetative
stage and flowering to produce the crude hydroalcoholic extract used for chemical and
biological tests. The total flavonoid content observed was similar between vegetative
stage and flowering. In the antioxidant tests, ABTS and DPPH, similar reductive power
was verified for extracts of C. sativum, vegetative stage and flowering. Both extracts
induced cytotoxic effects in human lymphocytes and sarcoma-180 cells after 24h and
48h of treatment. Both extracts, at 48 hours of treatment, increased the cytotoxic effect
in sarcoma-180 cells. In the anti-cytotoxicity assay, pretreatment, the extracts tested
did not promote preventive action against cytotoxic damages induced by cisplatin.
These results suggest that for C. sativum cultivated under organic fertilization the stage
of development, vegetative and flowering, does not interfere in the total content of
flavonoids and in the biological activities evaluated. These findings reinforce the use of
this spice plant in cooking and traditional medicine, promoting disease prevention and
potential use for the development of cancer fighting drugs.

KEYWORDS: coriander, ABTS, DPPH, MTT assay, antiproliferative.

11 INTRODUCAO

Aintroducéao de plantas na alimentacédo humana data de milhares de anos atras,
sendo consumidas ha séculos por uma variedade de propdsitos: temperos, corantes e
conservantes. Somado a isso, estudos tém demonstrado que determinadas espécies
usualmente consumidas no dia a dia possuem propriedades medicinais (JANA et al.,
2014).

As plantas utilizadas para fins medicinais vém sendo empregadas como forma
alternativa aos medicamentos sintéticos no tratamento de diversas doencas e sua
aplicabilidade tornou-se comum em muitos paises e culturas diferentes por meio do
conhecimento popular. No inicio da década de 1990, a Organizacdao Mundial da Saude
(OMS) divulgou que a maioria da populacéo dos paises em desenvolvimento, cerca de
65-80% dependiam de plantas medicinais como elemento primario do seu sistema de
saude (JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

Coriandrum sativum L., trata-se de uma dessas espécies que apresenta
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propriedades medicinais, alémde seuamplousonaalimentagcao humana. Popularmente,
conhecido como coentro, esta espécie € um importante membro da familia Apiaceae.
Nativa da bacia do Mar Mediterrdneo, Coriandrum sativum tem registros de suas
propriedades medicinais naquela regido, desde a antiguidade (ISHIKAWA; KONDO;
KITAJIMA, 2003; SILVA; COELHO JUNIOR; SANTOS, 2012). Em consequéncia de
seu cultivo intenso no leste europeu, o coentro € comumente utilizado na culinaria de
pratos tipicos da China, México, América do Sul, india e Sudeste da Asia (WONG;
KITTS, 2006).

Os compostos quimicos presentes em extratos de plantas medicinais usadas na
culinaria, como C. sativum, possuem atividades farmacolégicas e sao considerados
fontes potenciais de antioxidantes naturais, uma vez que sdo capazes de retardar
ou inibir a oxidacdo de lipideos e outras biomoléculas, prevenindo ou reparando
danos celulares causados por radicais livres. Estes fitoquimicos bioativos sao
responsaveis por uma ampla variedade de atividades biolégicas que incluem, além
de propriedades antioxidantes, propriedades anticancerigenas, neuroprotetivas,
ansioliticas, anticonvulsivas, analgésicas, hipolipemiantes, hipoglicémicas,
hipotensivas, antimicrobiais, anti-inflamatérias e no alivio de enxaquecas. Por esse
motivo muitos estudos tém voltado o seu foco para as acdes dos antioxidantes de
produtos naturais de origem vegetal e sua aplicabilidade na alimentacado (MSAADA et
al., 2017; PRACHAYASITTIKUL et al., 2017).

A crescente procura por antioxidantes oriundos de produtos naturais de origem
vegetal tem ocorrido, em parte, devido a instabilidade quimica apresentada pelos
antioxidantes sintéticos e a sua possivel contribuicdo para o desenvolvimento de
eventos carcinogénicos. Essas descobertas levaram a um maior interesse pelo
estudo de alternativas naturais de aditivos alimentares (ndo téxicos) como potenciais
antioxidantes (TOMAINO et al., 2005; MSAADA et al., 2017). Desta forma antioxidantes
sintéticos, tais como hidroxitolueno butilado (BHT) e o hidroxianisol butilado (BHA),
antes considerados eficazes, vem sendo cada vez menos utilizados na alimentagcéo
(NAMIKI, 1990; SAMOJLIK et al., 2010; MSAADA et al., 2017).

O desequilibrio entre espécies reativas de oxigénio (EROs) e a capacidade
antioxidante da célula, pode levar ao estresse oxidativo (TANG et al., 2013). Essas
EROs incluem o anion superoxido (O,-+), o perdxido de hidrogénio (H202), o radical
hidroxila (OH+) e o oxigénio singleto (10,), sdo constantemente geradas como
subprodutos em eventos metabdlicos que ocorrem, principalmente, nas mitocondrias,
cloroplastos e peroxissomos (GUPTA, 2010; BARBOSA et al., 2014; TAIZ et al., 2017).
Tais moléculas s&o extremamente instaveis e reativas, capazes de transformar outras
moléculas com as quais interagem.

O desequilibrio entre os antioxidantes disponiveis nas células e as EROs podem
desencadear a oxidacao de lipideos e proteinas e induzir danos genéticos por meio da
modificacdo do DNA, tais como mutacdes e, por conseguinte, o desenvolvimento de
canceres (HUANG; OU; PRIOR, 2005; SILVA; GONCALVES, 2010; TANG et al., 2013;
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PEREIRA, 2017).

A neutralizagéo da citotoxicidade das EROs envolve mecanismos de defesa
enzimaticos e ndo enzimaticos. Estes sdo, em sua maioria, exégenos — absorvidos
por meio da ingestédo de alimentos. Dentre eles destacam-se a ubiquinona, o acido
arico, a taurina, os flavonoides e outros compostos fendlicos de origem vegetal
(HALLIWELL, 1990; SIES, 1991). Sendo assim a inclusao de plantas que contém
compostos quimicos com propriedades antioxidantes na dieta humana pode auxiliar
na manutencao do equilibrio entre a producao e a neutralizacdo de espécies reativas
de oxigénio, trazendo beneficios a saude (TANG et al., 2013; BARBOSA et al., 2014).

Compreender o mecanismo de acdo de metabdlitos secundarios, como
compostos fendlicos, terpenos e alcaloides é de vital importancia para garantir o uso
seguro de plantas medicinais. Estes, sdo sugeridos como responsaveis por diferentes
acoes bioldgicas e, portanto, estudos que auxiliem na comprovacéo dessas atividades
ou mesmo na avaliagdo de suas correlacbes com fatores bidticos e abidticos sdo
essenciais. Além disso, € relevante considerar que o estadio de desenvolvimento
das plantas medicinais, estadio vegetativo e floracdo, podem interferir nas vias do
metabolismo secundario, alterando a composi¢céo quimica de produtos naturais a base
de plantas medicinais (SANTOS, 2016).

Estudos prévios conduzidos em nosso laboratério (SANTOS, 2016), sugerem
que o estadio de desenvolvimento interfira na producdo de compostos fendlicos,
como flavonoides. Nessa perspectiva o presente trabalho teve como objetivo avaliar
a influéncia do estadio vegetativo e floracdo sobre o teor total de flavonoides e as
atividades antioxidante, citotoxica e antiploriferativa in vitro de extratos brutos de
Coriandrum sativum cultivado sob adubacéo orgéanica.

2 | MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao do extrato vegetal

As plantas foram cultivadas sob o regime de adubacé&o organica (esterco bovino,
sem herbicidas), em campo, naregido de Venda Nova do Imigrante /ES, em parceriacom
agricultores da regido. A cidade apresenta clima tropical de altitude, com temperatura
médiade 18,5 °C e predominancia de Latossolos, Argissolos e Cambissolos (INCAPER),
informacdes disponibilizadas on line. A parte aérea das plantas foi coletada em estadio
vegetativo e floracao, foram secas e submetidas a maceracdao em etanol 70%, a
temperatura ambiente. As amostras foram filtradas e passaram por rotaevaporacéo a
vacuo para obtencéo do extrato bruto. Posteriormente foi estabelecida a massa seca
dos extratos para 0 uso nos ensaios quimicos e biolédgicos.
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2.2 Teor total de Flavonoides

Para mensurar o conteudo total de flavonoides foi utilizado o método colorimétrico
descrito por Zhishen et al. (1999) com adapta¢des. Foram preparadas amostras a
partir da adigdo de 1,5mL de solugdo metandlica de AICI.X6H,0 (2% p/v) a 0,5mL do
extrato, em tubos selados. Apés manter a amostra por 10 minutos ao abrigo de luz,
a absorbancia foi detectada a 430 nm por leitor ELISA Epoch BioTek®. Utilizou-se
como branco a solugao metandlica de AICI X6H,O sem extrato, sendo todos os testes
realizados em duplicata. A partir de diluicbes metandlicas de rutina foi preparada a
curva padrao de calibragdo e a quantidade de flavonoides no extrato foi expressa em
equivalente de rutina por grama de massa seca de extrato.

2.3 Atividade antioxidante pelo método ABTS

A atividade antioxidante foi medida pelo método 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazoli-
Acido 6-sulfénico) (ABTS) descrito por Re et al. (1999), com modificacdes. Em uma
microplaca de 96 pocos, cada poc¢o recebeu 200uL da solugcdo ABTS+ e 40 uL de
solugéo alcoolica do extrato bruto de C. sativum, nas concentragcbes de 1000,0;
500,00; 250,00 e 125,00 ug.mL". A capacidade antioxidante total das amostras foi
calculada em relagao a atividade do padrao acido ascérbico e do controle da reacgao,
sem extrato. O teste foi realizado em ftriplicata e a atividade antioxidante foi calculada
de acordo com a férmula:

% Inibicao = [(Abs - Abs / Abs ] x 100

Controle Amostra Controle)

A absorbancia foi medida em leitor ELISA Epoch BioTek a 734 nm e os valores
expressos em porcentagem de inibicao do radical livre ABTS.

2.4 Citotoxicidade in vitro

2.4.1 Linfécitos humanos

A citotoxicidade e anti-citotoxicidade foi avaliada em linfécitos humanos obtidos
de sangue periférico de um doador sadio com idade entre 20 e 30 anos. Os linfécitos
foram isolados com o reagente Ficoll® Paque Plus, como recomendado pelo fabricante,
com pequenas modificagdes. 100 pL da solugéo de células foi adicionada a cada poco
da microplaca, concentracéo de 2x10°células / mL.

Para a avaliagdo da citotoxicidade, as células foram incubadas por 24 ou 48 h na
presenca do extrato de C. sativum, diluido em agua nas concentracées de 10,0; 50,0 e
100 ug.mL" assim como na auséncia do extrato (grupo controle). Para a avaliacédo da
anti-citotoxicidade foi usado o protocolo de pré-tratamento, em que, apds 24h de prévia
exposicao a doses dos extratos, utilizou-se a cisplatina (50,0 ug.mL") como agente
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citotdxico. Ao final do experimento, a viabilidade celular dos linfécitos foi avaliada pelo
método do brometo de 3- (4,5-dimetil-2- tiazolil) -2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT)

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Eticaem Pesquisa da Universidade
Federal do Espirito Santo (Certificado 2.333.879).

2.4.2 Sarcoma 180

A atividade anticancer foi avaliada em células de sarcoma 180 (Mus musculus),
obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro e mantidas sob condi¢cées de cultura
suplementada com antibibticos. Para o teste de citotoxicidade as células foram tratadas
com extrato nas concentracées de 10,0; 50,0 e 100,00 pg.mL" por 24h e 48h. Células
nao tratadas com o extrato constituiram o grupo controle. As células foram mantidas
em incubadora de células em meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 10% de
soro fetal bovino a 37°C, 5% de CO, e atmosfera imida. Apds o tempo de exposicao
ao extrato, as células de sarcoma 180 foram submetidas ao teste de viabilidade celular
pelo método do brometo de 3- (4,5-dimetil-2- tiazolil) -2,5-difenil-2H-tetrazoélio (MTT).

O protocolo utilizando células de roedores possui aprovacdo do Comité de Etica,
certificado 89/2015.

2.4.3 Ensaio do MTT

A técnica baseia-se no principio da redugcdo do MTT pela enzima mitocondrial
tetrazolium-succinato-desidrogenase em um produto com a coloracédo violeta (MTT-
formazan). Esta conversao é possivel apenas em células viaveis. Apds os testes de
citotoxicidade e anti-citotoxicidade, as microplacas (96 pocos) foram centrifugadas
a 860 rcf durante 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e 20 pL de MTT a 5
mg.mL" foram adicionados a cada poc¢o. Apos 3h de incubacgédo, as placas passaram
por centrifugacdo a 860 rcf por 5 minutos, o sobrenadante foi novamente descartado
e adicionou-se 100 uL de DMSO. A leitura da absorbancia foi determinada no
espectrofotometro ELISA Epoch BioTek® a 595 nm. A viabilidade celular foi calculada
em porcentagem, considerando-se o controle negativo como 100%, e todos os testes
foram realizados em triplicata.

2.5 Analises Estatisticas

Os resultados obtidos estdo representados como média + desvio padrdo. A
comparagdo entre os terrores totais de flavonoides foi realizada por meio do teste
t (p<0,05). Os dados de atividade antioxidante pelo ensaio ABTS foi submetido a
analise de variancia (ANOVA), seguido do teste t de comparacao multipla (p<0,05). A
citotoxicidade e anti-citotoxicidade das doses de extrato testadas foram comparadas
em relagdo ao grupo de células controle, ensaio de citotoxicidade, ou ao grupo de
células que receberam cisplatina, ensaio de anti-citotoxicidade, sendo submetidos a
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analise de variancia (ANOVA), seguido do teste post hoc de Dunnett (p<0,05).

3| RESULTADOS

3.1 Teor Total de Flavonoides

O teor total de flavonoides apresentado nos dois estadios de desenvolvimento
foi similar, sendo observado no estadio vegetativo 26,85+3,30 ug.mL™" e no estadio de
floracao 26,19+1,89 ug.mL" (p=0,8275).

3.2 Atividade Antioxidante

Quanto a atividade antioxidante, no ensaio ABTS, a inibicéo do radical observada
para o estadio vegetativo foi 12,99-78,85%, para o estadio de floracao 7,47-80,43% e
para o padrdo acido ascérbico 93,41-93,55% (Figura 1). Ambos extratos apresentaram
atividades antioxidantes inferiores ao padrao (acido ascérbico). Quando comparados
entre si, 0s extratos apresentaram atividade antioxidante semelhante.

mm Acido ascorbico [T C. sativum Vegetativo C. sativum Floracao
R?=0,9749 R’= 0,9848 R’= 0,9818

100-

80 L %
604 . .
40 - * .
20 .
o 1P 1N )

125,0 250,0 500,0 1 000,0 pg.mL™

% inibicao ABTS

Figura 1. Inibicao do radical ABTS por extratos de C. sativum coletado estadio vegetativo e
floracéo.

Valores expressos em média + desvio padrao (n=3). Folhas de C. sativum coletadas em estadio vegetativo e
floracdo. Teste t para multiplas comparagdes - * acido ascoérbico vs. extratos de C. sativum coletado em estadio
vegetativo ou floragdo (p<0,05). * infere diferenca estatistica entre os grupos comparados.

3.3 Viabilidade celular

A citotoxicidade dos extratos de C. sativum, coletado em estadio vegetativo e
floracdo, em linfécitos humanos e sarcoma-180 esta sumarizada na figura 1. Apds
24h de tratamento, nas doses testadas, ambos extratos reduziram a viabilidade
celular de linfocitos humanos e de sarcoma 180, sendo mais toxica para as células de
sarcoma 180 (Figura 2A). Em comparacao aos efeitos citotoxicos observados em 24h
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de exposicéo, as 48h de exposicao ao extrato houve a redugéo da citotoxicidade em
linfécitos humanos e o aumento da toxicidade em células de sarcoma 180 (Figura 2B).
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Figura 2. Percentual de viabilidade celular de linfécitos humanos e sarcoma-180 tratadas com
doses de extrato de C. sativum, coletado em estadio vegetativo e floracao, pelo método do
MTT.

Valores expressos em média + desvio padrao (n=3). Percentual de viabilidade celular apos 24h (A) e 48h (B) de
tratamento. Controle - células ndo tratadas; doses de extrato de C. sativum - células tratadas com 10,0, 50,0 ou
100,0 yg.mL"; Vegetativo - estadio vegetativo; Floracao - estadio de floragcéo. A viabilidade celular foi comparada
com seus respectivos controles pela ANOVA post hoc teste de Dunnett - ****p<0,0001 - células tratadas com
doses de C. sativum. vs. grupo controle de linfocitos humanos ou sarcoma-180. A comparagéo entre linfocitos
humanos e sarcoma-180 tratados foi realizado pelo teste t para multiplas comparagdes (p < 0,05).

No ensaio de anti-citotoxicidade, seguindo o protocolo de pré-tratamento, as
doses dos extratos de C. sativum de ambos estadios de coleta ndo foram capazes de
promover a prevencao do dano citotoxico induzido pela cisplatina (Figura 3).

Producgéo e Controle de Produtos Naturais Capitulo 7




Linfécitos humanos

f ]
Vegetativo Floracgio

i T 1 T 1

o
5 100 HEHS #u e
kc
=

7]

(2]
k-] 50 ## #i# 1 2

@
B
=}
3
>
c Im Itb L] lQ Q“ le, I@ T lQ IQ
N & ] S & & o : 3
&,‘o v 'b"\ R 63“ N (:éo Q\ &’\ 3 "Q NQQ
) .Q,Q L | o) D L !
© o C. sativum (uyg.mL™") + Cisplatina o C. sativum (ug.mL™") + Cisplatina

Figura 3. Percentual de viabilidade celular de linfécitos humanos no ensaio de anti-
citotoxicidade utilizando doses dos extratos de C. sativum coletado em estadio vegetativo e
floracdo, segundo o protocolo de pré-tratamento, pelo método do MTT

Controle células nao tratadas; Cisplatina - células tratadas com cisplatina (50,0ug.mL-1); Doses do extrato de C.
sativum - células tratadas com 10,0; 50,0 ou 100,0 ug.mL-1 de extrato de C. sativum e posteriormente cisplatina.
Os valores sédo as médias + desvio padréo. A viabilidade celular foi comparada com as células tratadas com
cisplatina pela ANOVA post hoc Dunnett - “p <0,05, #p <0,01 ou #### p <0,0001 vs. controle.

4 1 DISCUSSAO

O uso popular e medicinal de plantas condimentares tem crescido nos ultimos,
reforcando a ideia do alimento-medicinal, e as atividades bioldgicas exibidas por estas
plantas esta relacionada a sua composicao quimica, que pode variar em funcéo de
fatores ambientais ou inerentes aos estadios de desenvolvimento do proprio organismo.

Dentre as substancias encontradas em muitas ervas e especiarias destacam-
se os compostos fendlicos, caracterizados por um anel aromatico ligado a uma
ou mais hidroxilas em sua estrutura (MENDES; RODRIGUES-DAS-DORES;
CAMPIDELI, 2015). A classe quimica dos compostos fendlicos é formada por
diversas substéncias, e dentre elas destacam-se os acidos fendlicos, o tocoferol e os
flavonoides como os antioxidantes mais comuns de fonte natural (BRAGAGNOLO;
DANIELSEN; SKIBSTED, 2007; PERRONE et al., 2015)and anticancer properties of
curcumin”, “type” : “article-journal”, “volume” : “10” }, “uris” : [ “http://www.mendeley.
com/documents/?uuid=a8814f99-55c4-4bdf-a380-d5250b4fdf7e” ] } ], “mendeley” : {
“formattedCitation” : “(BRAGAGNOLO; DANIELSEN; SKIBSTED, 2007; PERRONE et
al., 2015. Andlises da composi¢cao quimica de extratos hidroalcodlicos de sementes
de C. sativumindicam a presenca de flavonoides em sua constituicdo (RAJESHWARI;
ANDALLU, 2011), compostos também detectados no presente estudo com parte
aérea de C. sativum, em ambos estadios de desenvolvimento. Os principios ativos de
plantas medicinais, oriundos do metabolismo secundario vegetal, variam de acordo
com fatores intrinsecos e extrinsecos (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Nas condicbes
testadas, o fator estadio de desenvolvimento ndo acarretou em grande variagao
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no teor de flavonoides do coentro, uma vez que o conteudo total de flavonoides foi
semelhante.

A presenca de flavonoides, muitas vezes, estd relacionada a uma acéo
antioxidante, que pode ser desenvolvida pela capacidade de neutralizagcdo e/ou
inativacao de radicais livres (GUANG-MING et al., 2013; YAN et al., 2014). As espécies
reativas de oxigénio sdo os principais radicais livres gerados nos organismos animais,
produzidos durante o processo de respira¢ao. Por serem substancias muito reativas,
esses radicais podem degradar moléculas com fungdes vitais as células levando ao
envelhecimento, céancer, doengas coronarianas, doenca de Alzheimer, desordens
neurodegenerativas, aterosclerose e inflamacdées (GASPARRI, 2005; ROLIM et al.,
2013). Desta forma, a ingestdo de plantas condimentares, como o coentro, que é
usado para usado para conferir aroma e sabor aos alimentos pode, ao mesmo tempo,
minimizar os danos causados pelos radicais livres, e assim auxiliar na acao preventiva
de diversas doencas.

Ambos extratos apresentaram inibicdo do radical ABTS proxima a 80% nas
maiores concentragdes avaliadas, em concordancia com estudos prévios de atividade
antioxidante (PANJWANI; MISHRA; BANJI, 2010; RAMADAN et al., 2013). A atividade
antioxidante de seu extrato é atribuida a presenca de constituintes fendlicos,
carotendides, taninos, flavonoides, cumarinas, saponinas e terpenos, mostrando
grande eficacia em experimentos com animais avaliando, por exemplo, os efeitos de
agentes toxicos (DE ALMEIDA MELO; MANCINI FILHO; GUERRA, 2005).

A medida indireta da viabilidade celular pela atividade enzimatica mitocondrial,
por meio do teste MTT, mostrou um efeito citotéxico do extrato hidroalcodlico de C.
sativum em linfocitos humanos e em células de sarcoma 180 apds 24h de exposicéao,
contudo, ap6s 48h de exposicao ao extrato o efeito citotdxico foi reduzido nos linfécitos
humanos e aumentado nas células de sarcoma 180. Efeitos citotdéxicos também foram
encontrados em estudos com 6leo essencial de outra planta condimentar, o orégano
(Origanum vulgare), em que foi observada reducédo da viabilidade celular de duas
linhagens de cancer humano (MCF-7 e LNCaP) e uma linhagem de fibroblasto (NIH
3T3) (HUSSAIN et al., 2011). Semelhantes testes de viabilidade celular, realizados
com células PC12 cultivadas sob condigdes hipoglicemiantes, também apontam agéo
citotdxica dos constituintes de C. sativum, reduzindo a viabilidade de células sobretudo
em condi¢des estressantes (GHORBANI et al., 2011).

No presente estudo, os maiores niveis de citotoxicidade foram observados em
células do sarcoma-180. Células cancerosas podem ser originadas pelo desequilibrio
na producéo e eliminagcédo de ERO’s (SOSA et al., 2013), como as células tumorais
s&o metabolicamente alteradas, frente a agentes estressores, como o extrato, se
a magquinaria antioxidante for danificada a célula pode ndo responder, apresentar
acumulo de danos citotdéxicos e morrer. Contudo, se a maquinaria antioxidante é de
alguma forma ativada ou se encontra funcional ela pode reduzir o estresse oxidativo
e restabelecer total ou parcialmente a homeostase, 0 que possivelmente aconteceu
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com as células de linfécitos humanos, favorecendo o aumento da viabilidade celular.

Santos (2016), em seus estudos em medula 6ssea de camundongos in vivo,
tratados com extratos hidroalcodlicos da parte aérea de C. sativum, aponta para uma
reducdo da atividade citotoxica exibida pelo mutageno ciclofosfamida. No presente
estudo, in vitro, tal agcdo nao foi observada, o que pode estar relacionado ao mecanismo
diferenciado da inducdo de toxicidade da cisplatina, utilizada como controle para
promocao de danos citotdxicos. A cisplatina liga-se ao DNA formando adutos, que
induzem distorcdes na dupla hélice de DNA. A sua acéao citotdxica é relacionada a sua
inibicdo da transcricao e replicacdo, o que acarreta na morte celular programada da
célula (WANG; LIPPARD, 2005; GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007). Nas condi¢cbes
experimentais testadas, os compostos presentes nos extratos hidroalcodlicos de C.
sativum, tanto no estadio vegetativo quanto floracdo, ndo foram capazes de atuar
sobre a via de toxicidade induzida pela cisplatina.

Os metabdlitos secundarios ocorrem nos vegetais com alta diversidade
estrutural e podem ser armazenados em concentracdes relativamente elevadas. As
caracteristicas bioquimicas e fisioldgicas do metabolismo secundario estao fortemente
correlacionadas com a funcdo. Alguns metabdlitos secundarios funcionam como
moléculas de sinalizacdo, que atraem artropodes polinizadores ou animais dispersores,
como também podem atuar no combate a herbivoria, bactérias, fungos e virus (WINK,
2018).

O florescimento, diferente do observado em nosso estudo, pode ser caracterizado
pelo aumento da producdo de metabdlitos secundarios, como observado em Phlomis
anisodonta durante a floragdo, em que ocorrer a intensa biossintese de 6leo essencial
(AMIRI; GHIASVAND, 2017). Esta intensa biossintese, segundo os autores, pode
ocorrer devido ao aumento do niumero de estruturas secretoras apds a expansao das
flores e/ou como resposta a presséo implicita nos herbivoros, polinizadores e fitéfagos.

51 CONCLUSAO

O estadio de desenvolvimento, vegetativo ou floracdo, de C. sativum cultivado sob
regime de adubacé&o orgénica ndo induziu alteragdes no conteudo total de flavonoides
para condicOes testadas. De modo similar, a atividade antioxidante, citotoxicidade
em linfécitos humanos e sarcoma-180 exercida pelos extratos de C. sativum foram
similares. Apds 48h de tratamento, ambos extratos foram mais citotdéxicos para
células tumorais, sarcoma-180, do que para células sadias, linfécitos humanos. No6s
sugerimos, com base nestas observacdes, que o estadio de desenvolvimento desta
planta, vegetativo e floracdo, nao interfere no conteudo total de flavonoides desta
planta e nas atividades bioldgicas avaliadas. Estes achados reforcam o uso dessa
planta na culinaria e prevencao de doencas, como também demonstram o possivel
uso desta planta para o desenvolvimento de produtos farmacéuticos para combater o
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cancer.
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RESUMO: A demanda por plantas medicinais
vem aumentando cada vez mais nos ultimos
anos. No Brasil, a maior parte das plantas
medicinais  comercializadas ainda  sao
provenientes do extrativismo, ou seja, da coleta
das plantas que nascem espontaneamente nas
matas e pastagens. No entanto, geralmente,
essas plantas desidratadas tém qualidades
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insatisfatérias como baixos teores de principios
ativos e apresentam sinais de deterioracdo. O
consumidor esta se tornando exigente, sendo
importante, para quem deseja ingressar nesse
mercado, seguir o caminho da qualidade da
producdo de modo a atender as exigéncias
desse consumidor. Tais produtores devem ter
em mente que produzir plantas medicinais em
larga escala requer um planejamento cuidadoso
desde o inicio da producé&o até a qualidade final
do produto.
PALAVRAS-CHAVE:
medicamento, tratamento.

Horto, manejo,

ABSTRACT: The demand for medicinal plants
is increasing more and more in recent years. In
Brazil, most of the medicinal plants sold are still
arising from the extraction, i.e., the collection of
plants that grow spontaneously in the Woods
and pastures. However, often, these plants
have unsatisfactory qualities as dehydrated
low levels of active principles and show signs
of deterioration. The consumer is becoming
demanding, being important, for those who want
to enter this market, follow the path of production
quality in order to meet the requirements of
that consumer. Such producers should keep in
mind that produce medicinal plants on a large
scale requires careful planning from the start of
production until the final quality of the product.

PALAVRAS-CHAVE: Garden, management,
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medicine, treatment.

11 INTRODUCAO

Atualmente o consumo de fitoterapicos cresce em todo o mundo. Dados da
Organizac¢ao Mundial de Saude (OMS) revela que aproximadamente 80% da populagcao
mundial faz uso de algum tipo de planta na busca de alivio de alguma sintomatologia
dolorosa ou desagradavel. Deste modo, a utilizagdo de plantas medicinais, tem
inclusive gerado incentivos da propria OMS (RODRIGUES, 2004).

Denomina-se planta medicinal aquela que acarreta em um ou em varios de seus
orgaos (folhas, caule, flores e raizes) substancias utilizadas com finalidade terapéutica,
as quais séo conhecidas como ‘principio ativo’. Estes incluem alcaloides, mucilagens,
flavonoides, taninos, cumarinas, 6leos essenciais, entre outros (CARVALHO, 2015).

Plantas medicinais, com suas eficiéncias terapéuticas avaliadas, estao
cientificamente permitidas a serem utilizadas pela populagcéo nas suas necessidades
basicasde saude, emfuncéodafacilidade de acesso, dobaixo custo e dacompatibilidade
cultural com as tradicées populares. As plantas medicinais sdo classificadas como
produtos naturais, deste modo a lei permite que sejam comercializadas livremente,
além de poderem ser cultivadas por aqueles que disponham de condicdes minimas
necessarias (RODRIGUES, 2004).

Entretanto, as plantas medicinais comercializadas no Brasil ainda é baixa,
devido problemas como: teor de principio ativo menor do que o recomendado ou
esperado; presenca de elementos estranhos; falsificacdes; e presenca de residuos de
agroquimicos. O cultivo dessas plantas com critérios e cuidado, surge como importante
alternativa para evitar tais problemas e contribuir com o aumento da qualidade do
material produzido, comercializado e utilizado no cuidado da saude (CARVALHO,
2015).

Assim, visto que o biomado Cerrado € considerado a segunda maior biodiversidade
do planeta e detentor de espécies muito difundidas na medicina popular, gracas as
suas propriedades medicinais, € essencial a preservacao destas espécies. Por este
motivo, é que trabalhos de difuséo e resgate do conhecimento de plantas medicinais
tem sido realizados cada vez mais, principalmente nas areas mais carentes (SILVA et
al., 2011).

Segundo SILVAet al. (2016) em trabalho de extensao, sobre a utilizacédo de plantas
medicinais pela comunidade periférica do municipio de Ipameri-Goias, observaram-
se que as pessoas, tém o habito de utilizarem plantas medicinais, e que a obtencéo
dessas plantas e seu conhecimento, séo bastantes variaveis. O trabalho ainda reforca,
apresentando as espécies mais utilizadas e relatam a oportunidade de producéo e
comercializacéo de plantas medicinais.

Deste modo, o presente trabalho teve como intuito a orientagdo e incentivo
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ao uso, cultivo e manejo correto de plantas medicinais, aperfeicoando aspectos de
seguranca, eficacia e qualidade destes produtos, além disso, a disponibilizacédo de
banco de dados com as informacgdes sistematizadas oriundas do projeto. Associado
a esses objetivos, realizacdo de atividades e eventos abertos a toda a comunidade
académica e comunidade regional orientando sobre a pratica da fitoterapia tradicional
associado a adocéao de procedimentos sustentaveis.

O Horto Medicinal mantido no Campus Ipameri tem permitido estudos que servirdo
como orientacdo para a populacéo do uso correto de plantas medicinais. Além disso,
o material biolégico vai atender a demanda das pesquisas do Grupo BioGen Cerrado,
visando aprimorar os conhecimentos sobre as plantas medicinais sua utilizagao pela
populacédo, bem como a descoberta de novos potenciais fitoterapicos.

2| CULTIVO DO HORTO MEDICINAL

2.1 Local

A é&rea escolhida para implantagdo do horto medicinal deve ser proxima a
locais com agua de qualidade e em abundancia, sendo distante de esgotos, fossas
e chiqueiros. E importante que o terreno tenha exposicdo ao sol, principalmente no
periodo da manha, além disso, é fundamental que o local seja proximo a moradia do
proprietario ou pessoa fisica responséavel do horto.

2.2 Solo

E importante conhecimentos preliminares das caracteristicas do solo que ira ser
utilizado para implantacao do Horto Medicinal. Deste modo, € interessante a realizacéo
da analise de solo em laboratério especializado, para que possa ter, posteriormente,
uma recomendacédo de correcdo do solo e adubacdo. Uma das alternativas para
correcéo do solo € o uso de calcario que vem se demonstrando eficiente sobretudo
em solos com caracteristicas dessa regido do Cerrado.

De modo geral, o solo preferencial deve ser leve e fértil, o qual permita um bom
enraizamento das espécies escolhidas. Ademais, sabe-se que as caracteristicas
fisicas, quimicas e biol6gicas também podem apresentar resultados mais satisfatorios
guando é aplicado um manejo adequado.

A adubacgao orgénica pode ser outra alternativa viavel, uma vez que se caracteriza
por trazer como beneficio ao solo, 0 aumento dos nutrientes disponiveis, e contribuicdo
eficiente na retencéo da umidade.

2.3 Preparo do solo

Inicialmente faz-se uma limpeza geral da area, removendo vegetacdes nativas,
pedras e obstaculos que possa comprometer a conducdo do Horto Medicinal. Apos
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revolve-se o solo utilizando como ferramentas enxadao, pa ou arado (mecanizado ou
tracdo animal).

Adeclividade do terreno é um fator de grande importancia que deve ser levado em
consideragao quanto ao planejamento e distribuicdo das espécies, uma vez que pode
haver influéncia na implantacado do Horto Medicinal. Canteiros devem ser levantados
de forma horizontal a declividade do terreno.

Recomenda-se que os canteiros apresentem as seguintes dimensbes: 1 a 1,2
m de largura e 0,2 m de altura e que haja um espagamento em torno de 0,60 cm
entre canteiros, para que possa facilitar a circulacdo de pessoas responsaveis pela
manutencao do Horto. Para plantio das espécies, as covas precisam ter dimensodes de
30x30x30 cm (comprimento, largura e profundidade).

E importante pontuar ainda, que torna-se necessario no ambiente de cultivo,
existir um espaco apropriado para conducédo da sementeira. Nesta a terra deve ser
fofa, onde as sementes possam ser cobertas com areia ou terra fina bem peneirada.

0,20 m

Figura 1. Modelo de canteiros para utilizacdo em Horto Medicinal.

2.4 Adubacao

Dentre os fatores que podem interferir na composicdo quimica de uma planta,
a nutricdo € um dos pontos que merece mais destaque. Uma vez que nas plantas
medicinais o objetivo principal é atingir o seu potencial maximo de principio ativo, a
adubacao tem importancia indispensavel na implantacédo de um Horto Medicinal.

Os adubos tem acéo diferente na planta. Sabe-se que a adubacao nitrogenada
tem papel importante no aumento da produgcdao no momento da colheita em plantas
das quais se aproveitam as folhas e as inflorescéncias, e as adubacgdes fosfatadas
e potassicas sao particularmente importantes para as partes subterraneas (rizomas,
raizes, bulbos e etc).

As adubacbes devem ser direcionadas afim de disponibilizar o adubo no
momento ideal de absor¢ao para planta. A aplicagao de N, & fundamental no periodo
do crescimento vegetativo da espécie cultivada, sendo relevante o parcelamento da
adubacao, visto que contribui para redugcado na perda no nutriente por volatilizagcéo,
lixiviac&o e desnitrificagao.
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Aadubacao bem equilibrada é a chave para a obtencao de plantas mais resistentes
a pragas e doencas e também com maiores teores de farmacos, sem comprometer a
producédo de massa verde.

Tem como exemplo de adubac&o em canteiros e sementeiras de Horto Medicinal:
150 g de calcario/m?; 3 a 5 kg de esterco bovino curtido por m2; 2 a 3 litros de cama de
frango por m?; e 2 litros de humus.

2.5 Covas

Séo utilizadas para espécies arbustivas, trepadeiras e arbdreas. Normalmente
nas dimensdes de 30 cm x 30 cm x 30 cm, nos espacamentos de 3 m entre plantas
e 4 m entre linhas, sendo este espagcamento variavel dependendo do crescimento da
planta.

2.6 Cobertura morta

E recomendada a utilizacdo de cobertura morta visto que tal pratica melhora
a retencdo de agua; retarda ou impede o surgimento de plantas invasoras; evita a
exposicao direta do solo a radiacéo solar e ao impacto das gotas de chuvas. Além de
reduzir o contato direto das folhas com o solo. Assim se recomenta coberturas mortas
com casca de arroz, capim seco (sem sementes), casca de café, entre outras.

2.7 Plantio

Uma vez corrigido, adubado e feito o preparo do solo, passa-se ao preparo das
covas, canteiros e sulcos. E importante a observacéo da planta para melhor adequacéo
do local de plantio, ja que ha regras fixas para a grande parte das espécies.

2.8 Pragas e doencas

O uso de produtos sintéticos (agrotéxicos) € dispensavel para o cultivo de
espécies medicinais, visto que ndo possui produto registrado para estas espécies,
e por seus residuos toxicos poderem alterar os principios ativos, porém, as plantas
medicinais normalmente apresentam alta resisténcia ao ataque de doencas e pragas,
mas, por algum desequilibrio, este pode ocorrer em niveis prejudiciais. Deste modo, &€
fundamental a busca de alternativas para evitar o uso de produtos téxicos.

As principais pragas encontradas sao: acaros, besouros, cochonilhas, formigas,
lagartas, percevejos, pulgdes, lesma e nematoides. E tem como principais doencas,
fungos, bactérias e virus. Deste modo, para evitar o aparecimento destes, tem como
estratégia de controle as praticas de: selecao de area de cultivo; manejo do solo; rotagao
de culturas; consorcio de espécies; plantio na época correta; usar sementes, mudas e
estacas de plantas sadias; plantio no espagcamento adequado; adubacao equilibrada;
destruicao de restos culturais; aracao do solo; poda ou desbaste; irrigacéo; cultura
armadilha; destruicdo natural; uso de armadilhas; feroménios; liberacédo, protecéo e
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fomento dos inimigos naturais; entre outros.
Algumas plantas em consércio podem ser benéficas ou prejudiciais, deste modo
segue abaixo alguma destas associacoes.

« Alfavaca: seu cheiro repele mosca e mosquitos. Nao deve ser plantadas
perto de arruda.

+  Funcho: em geral ndo se da bem com nenhuma outra planta.
+ Alecrim: mantém afastados a borboleta-da-couve e a mosca-da-cenoura.
+ Arnica brasileira: inibe a germinacdo de sementes de plantas daninhas.

« Tomilho: seu aroma mantém afastada a borboleta-da-couve.

Outra estratégia € a utilizacao de extratos naturais, utilizando como macerado de
samambaia; macerado curtido de urtiga; mistura de alcool e fumo; mistura querosene,
sabao e macerado de fumo; entre outros.

2.9 Irrigacao

Folhas de plantas mais sensiveis quando murchas ou caidas indicam necessidade
de agua. Nao irrigar por aspersao espécies sensiveis ao ataque de doencas, pois a
umidade estimulara a proliferacao de fungos e bactérias. A pratica de cobertura morta
contribui para reducao da evaporacao da agua.

2.10 Colheita

Atingindo o ponto de colheita, que deve preferencialmente, coincidir com o maior
teor de principio ativo da espécie medicinal, recomenda-se esta pratica seja realizada
com o tempo seco, de preferéncia no periodo da manha. Nao se recomenda, executa-
la com agua sobre as partes, por exemplo, com o orvalho da manha.

Definir o momento ideal da colheita também o 6rgéao da planta a ser colhido,
0 estagio de desenvolvimento, a época do ano e a hora do dia, acaba por se tornar
um grande desafio. Algumas sugestdes de recomendacdo de colheita podem ser
encontradas na Tabela 1.

Parte colhida Ponto de colheita
Casca e entrecasca Quando um estiver florida
Flores No inicio da floragéo
Frutos e sementes Quando maduros
Raizes Quando a planta estiver adulta
Talos e folhas Antes do florescimento

Tabela 1. Recomendacbes de colheita
(Atualizado Rodrigues, 2004)

O consumo de plantas medicinais frescas garante uma acao mais eficaz dos
poderes curativos nelas presentes, embora isso nem sempre seja possivel, 0 que

torna a secagem um método de conservacgao eficaz quando bem conduzido.
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O aproveitamento adequado dos principios ativos de uma planta exige o preparo
correto, ou seja, para cada parte a ser usada, grupo de principio ativo a ser extraido
ou doenca a ser tratada, existe forma de preparo e uso mais adequado.

A secagem, em virtude da evaporagao de agua contida nas células e nos tecidos
das plantas, reduz o peso do material. Por essa razao, promove aumento percentual
de principios ativos em relagdo ao peso do material.

31 PLANTAS MEDICINAIS COM IMPORTANCIA FARMACOLOGICA CULTIVADAS
EM IPAMERI, GOIAS

3.1 Alecrim

Nome popular: Alecrim, alecrim verdadeiro, alecrim do sul, rosmarinho, flor-de-
olimpo, alecrim-de-cheiro, alecrim-de-jardim.

Nome cientifico: Rosmarinus officinalis L.

Familia: Lamiaceae.

Partes utilizadas: Folhas e flores.

Descricao: Planta de origem européia, na qual possui porte subarbustivo lenhoso,
ereto, pouco ramificado, de até 1 m de altura. Apresenta folhas finas e aromaticas,
medindo 1,5 a 4 cm de comprimento por 1 a 3 mm de espessura. Suas flores séao
azuladas, pequenas e cheirosas. Planta amplamente distribuida por todo o mundo.

Indicacoes e acao farmacoldégica: Sua atividade esta relacionada a seu 6leo
essencial e seus compostos fendlico antioxidante. Utilizado como estimulante digestivo,
para a falta de apetite; contra azia; problemas respiratérios e debilidade cardiaca. Por
suas virtudes tonicas e estimulantes, atua sobre o sistema nervoso (cansag¢o mental) e
cansaco fisico. E anti-séptico*, colagogo*, diurético*, anti-espasmédico* (uso interno:
vesicula e duodeno), cicatrizante (uso externo), colerético*, protetor hepatico*, anti-
tumoral®, anti-depressivo* natural, carminativo* e vasodilatador*. Externamente atua
como estimulante do couro cabeludo e tem ainda ac&o anticaspa e previne a queda
de cabelo.

Contra indicacao: Utilizado em altas dosagens pode ser toxico. Pode causar
aborto, sonoléncia, espasmo, gastrenterite, irritacdo nervosa e em grandes doses até
a morte.

Preparo e uso:

Uso interno: Infuso = 20 g de planta em 2 litros de agua, tomar 2 a 3 xicaras ao
dia. Uso externo: Infuso a 5%.

Producao e Controle de Produtos Naturais Capitulo 8




Figura 2. Planta Medicinal: Alecrim

3.2 Arruda

Nome popular: Arruda, arruda de jardins, arruda doméstica, arruda fedorenta.

Nome cientifico: Ruta graveolens L.

Familia: Rutaceae.

Partes utilizadas: Folhas e raizes.

Descricao: Planta aromatica, pequena, com altura de até 90 cm, e muito
ramificada. Suas folhas sdo compostas, pinadas, de foliolos lisos e de cor verde-
azulada. As flores sdo pequenas, amareladas, dispostas em corimbos terminais.
Produz 6leo essencial amarelo-esverdeado, de sabor amargo e odor desagradavel.

Indicac6eseacaofarmacoldgica:Empregadanamedicinapopularprincipalmente
em criangas contra o mal olhado, como também em desordens menstruais, inflamacodes
na pele, cdimbras, dor de ouvido e dente. Acdo febrifuga*, emenagoga*, abortiva,
antirreumatica®, antiparasitaria®, espasmolitica*, fotossensibilizante*, cicatrizante,
anti-inflamatéria®, antiulcerogénica*, anti-helmintica* e sudorifera®.

Além destes, a arruada pode ser utilizada no tratamento de piolhos e outros
parasitas.

Contra indicacoes: Nao ha causas de toxicidade dentro das dosagens
recomendadas.

Preparo e uso:

- O sumo ¢é obtido espremendo-se as folhas, no qual serve para aliviar a dor de
ouvido.

- Prepare o cha, por infusédo, a partir de uma colher de folhas picadas em uma
xicara de agua fervendo. Deixe mornar e use a dose de duas xicaras por dia, até obter
resultados positivos no tratamento. Serve para regular a mestruagao.

- As folhas trituradas servem para lavar feridas. Em maceracéo, deixe de 4 a6 g
de folhas frescas ou de 2 a 3 g de folhas secar numa xicara com agua fria, durante um
periodo de 6 a 12 horas. Beber duas vezes ao dia.
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Figura 3. Planta Medicinal: Arruda

3.3 Balsamo

Nome popular: Balsomo, pau-de-balsomo, balso, cabraiba, 6leo-vermelho,
cabureiba, pau-vermelho, balsamo-de-cotiledon.

Nome cientifico: Cotyledon orbiculata L.

Familia: Crassulaceae.

Partes utilizadas: Folhas.

Descricao: Em termos praticos, “balsamo” é uma palavra que designa de forma
genética as plantas que possuem composi¢ao carnuda.

Indicacdes e acdo farmacolégica: E indicada para bronquite crénica, diabete,
frieira, inflamacéo (gastrointestinal, pele), proteger contra ulcera, erisipela*, afeccéo,
aparelho respiratério e urinario, queimadura. Tendo propriedades medicinais
analgésica, antiinflamatoria, cicatrizante, digestivo, emoliente* e vermifuga.

Contra indicacoes: Quando consumida por mulheres gestantes e criancgas.

Preparo e uso:

- ao natural, sob a forma de saladas, sem tempero: inflamacbes gastricas,
protetora contra ulcera, erisipela, afec¢des do aparelho respiratorio e urinario.

- 6leo: diabete, bronquite crénica, queimaduras, frieiras.

- sumo: pele inflamada.

- suco: 10 folhas batidas no liquitificados com 1,5 copos de agua. Tomar meio
copo antes do café da manha.

- folhas maceradas: eliminar verrugas;

- infus&o das folhas: gota, dores de cabeca e de dente, vermes intestinais.

- cataplasma das folhas: dores de ouvido, inflamagbes e outros problemas de
pele como eczema e acne.
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Figura 4. Planta Medicinal: Balsamo

3.4 Boldo Nacional

Nome popular: Falso-boldo, boldo nacional, boldo da terra, hortela homem,
boldo africano, boldo sete-dores, boldo do Brasil, boldo silvestre, plectranthus, coleo,
aluma, boldo do Chile.

Nome cientifico: Plectranthus barbatus Andrews.

Familia: Lamiaceae.

Partes utilizadas: Folhas.

Descricao: Trata-se de um arbusto aromético perene, de ramos eretos e sub-
lenhosos, que atinge de 1,0 a 1,5 m de altura. As folhas sao ovado-oblongas, pilosas e
grossas com bordos denteados. As flores de coloragdo azulada crescem em racemos
(espigas) que surgem na estagao chuvosa.

Indicacdes e acdo farmacoldgica: E utilizada como planta medicinal, com
propriedades analgésica e antidispéptica*.

Contra indicacoes: Gestantes, lactantes, criancas, pessoas com hipertenséo,
hepatites, obstrugc&o das vias biliares e uso de medicamentos para o sistema nervoso
central.

Doses do cha deste vegetal acima das recomendadas e utilizadas por um periodo
maior que o recomendado podem causar irritacao gastrica.

Preparo e uso:

Boldo nacional é utilizado na medicina popular brasileira e também extrato fresco
e alcodlico.

Para uso interno do cha é preparado com 2 folhas frescas de boldo e agua
fervente. Este cha deve ser consumido duas vezes ao dia.

Para uso externo 20 g de planta fresca em 100 mL de etanol a ser disolvido. 20-
40 gotas de tintura 3 vezes ao dia, administrado externamente.

Figura 5. Planta Medicinal: Boldo nacional

3.5 Capim Cidreira

Nome popular: Capim-catinga, capim-cheiroso, capim-cidréo, capim-cidrilho,
capim-cidreira, capim-cidrd, capim-ciri, capim-de-cheiro, capim-marinho, capim-
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membeca, capim-santo, erva-cidreira, falsa-erva-cidreira, grama-cidreira, patchuli,
palha camelo, capim da lapa, citronela, belgata, belgate, capim-membeca, esquenanto
e cha de caxinde.

Nome cientifico: Cymbopogon citratus L.

Familia: Poaceae.

Partes utilizadas: Folhas, rizoma e raizes frescas ou secas.

Descricao: Como seu nome diz, € uma capim que cresce em touceiras vigorosas,
até cerca de um metro de altura, possuindo rizomas curtos e nés bem demarcados.
Folhas alongadas com limbo foliar linear e aspero nas duas faces e nervuras principais
paralelas, sendo a central mais grossa e recoberta por fina camada de cera. A touceira
é formada por numerosas brotacdes, que fazem que ela se alargue rapidamente.
N&o se observa floragéo e por isso também nao ha sementes. A reproducao é feita
facilmente dividindo-se as touceiras, formando cada brotacdo uma nova muda.

Indicacbes e acao farmacoldgica: ansiedade, aumentar o sono, catarro,
cefaleia, colicas menstruais e intestinais, conjuntivite, contusdes, diarreia, diminui
atividade motora, disturbio renal, dor de cabeca, dor estomacal, dor muscular,
eczemas®, entorse*, espasmo®, espasmo intestinal, estbmago, febre, feridas, gases,
indigestdo, nervosismo, celulite, resfriado, stress, tensdo, ulceras, poros dilatados,
acne, manchas e sardas.

Contra indicacdes: N&o possui efeitos colaterais referidos na literatura, desde
que respeitadas as doses recomendadas.

Preparo e uso:
Chas preparados como infusao a 2% (5 g/250 mL de agua). 250 mL a noite para
ins6nia. Chegando 1.000 mL ao dia para ansiedade, nervosismo ou outras indicacdes.

(/7% \ M AN & Y
gy

Figura 6. Planta Medicinal: Capim cidreira

3.6 Erva Cidreira

Nome popular: Erva cidreira, salvia-da-gripe, erva-cidreira-de-campo, alecrim-
do-campo, salsa-brava, salva, salva limao, lipia.

Nome cientifico: Lippia Alba (Mill.) NE Br.

Familia: Verbenaceae

Partes utilizadas: Folhas frescas ou secas e rizomas.

Descricao: Geralmente forma touceiras baixas e ramos finos e longos que
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dobram para o ch&o, no qual tem a propriedade de produzir raizes nos ramos, quando
estes tocam o solo. As folhas sdao bem verdes, simples e asperas, crescem aos pares,
opostas, onde na base delas aparecem os tufos de flores lilases.

Indicacoes e acao farmacoldgica: o cha ou xarope das folhas com mel € utilizado
contra gripes e tosse. O cha das folhas é til para acalmar criangas e dar sono. Dizem
gue o cha fortalece o cérebro e os nervos, a memoria e contra o histerismo*. Planta
antiespasmddica* e estomaquica*. Acdo em colicas menstruais.

Contra indicacoes: Pessoas com pressao baixa devem evitar o consumo desse
cha. Além disso, é importante resaltar que o consumo deve seguir as posologias
indicadas, caso contrario, pode causar irritacdo gastrica.

Preparo e uso: Coloque a 4gua em um recipiente e leve ao fogo para ferver.
Enquanto isso, coloque as folhas em uma xicara. Quando comecar a ferver, desligue
o fogo e jogue a agua por cima das folhas. Deixe a xicara tampada, deixando o cha
descansar por aproximadamente 10 minutos em infusdo. Depois desse periodo, basta
coar e consumir.

A dose indicada varia de acordo com a idade, sendo ideal 35 mL 3x ao dia para
criangas entre 3 e 7 anos, até os 12 anos, 75 mL também 3x ao dia, acima dos 12
anos, 150 mL, e para maiores de 70 ano, 75 mL.

Figura 7. Planta Medicinal: Erva cidreira

41 GLOSSARIO

Antidispéptica: Medicamento que combate a dispepsia.

Anti-depressivo: Que atenua ou evita a depressao ou estimula o animo de
alguém em depresséo.

Antiespasmaodico: Inibe a motilidade da musculatura visceral.

Anti-helmintico: Também conhecidos como parasiticida, vermicidas ou
vermifugos, constituem uma medicacdo utilizadas no tratamento de diferentes

parasitoses.
Anti-inflamatério: E uma substancia ou medicamento que combate a inflamac&o
de tecidos.
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Antiparasitaria: Medicamento utilizado contra parasitas.

Antirreumatica: Que previne ou trata o reumatismo.

Antiséptico: Se refere a tudo o que for utilizado no sentido de degradas ou inibir
a proliferacdo de micro-organismos presentes na superficie da pele e mucosas.

Antitumoral: Que impede o desenvolvimento de tumores.

Antiulcerogénica: Substéncia ou medicamento utilizado no tratamento de
ulceras gastricas e pépticas.

Carminativo: Substancias que agem impedindo gases intestinais.

Colagogo: Medicamento utilizado para contrair a vesicula biliar, estimulando a
evacuacao da bilis do canal colédoco para o intestino, facilitando assim a digestao de
alimentos gordurosos.

Colerético: Sao grupos de plantas que aumentam a quantidade de bilis segregada
pelo figado que fica armazenada na vesicula biliar, até que a passagem dos alimentos
provoque O seu esvaziamento para o intestino.

Diurético: Sao farmacos que atuam no rim, aumentando o volume e o grau do
fluxo urinario.

Eczema: Doenca inflamatéria da pele. E uma doenca que pode surgir tanto em
individuos normais como atépicos.

Emenagoga: Toda substancia que facilita ou aumenta o fluxo menstrual.

Entorse: Lesdao observada nos tendbes e/ou ligamentos presentes numa
articulagao, normalmente, ocasionada por uma distenséo.

Erisipela: Medicamentos que trata infeccées cutaneas que atinge a camada
superficial da pele.

Emoliente: Hidrata a pele e restaura a oleosidade perdida devido ao ressecamento
da pele.

Espasmo: Contracdo involuntéria, ndo ritmada, de um ou varios musculos,
podendo ocorrer isolada ou continuamente, sendo dolorosa ou néo.

Espasmolitica: Medicamento utilizado para tratar os espasmos.

Estomaquica: Promove a atividade funcional do estébmago.

Febrifuga: Medicamento que combate a febre.

Fotossensibilizante: Grupo de substéncias que tornam a pele e mucosas mais
sensiveis a luz ou as radiacdes ultravioletas.

Histerismo: Forte manifestacéo de descontrole emocional.

Protetor hepatico: Protetor do figado.

Sudorifera: Que pode provocar suor.

Vasodilatador: Aumenta o calibre dos vasos, alongando suas fibras musculares.
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CAPITULO 9
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RESUMO: O Brasil desempenha um importante
papel no agronegécio mundial, liderando a
produg¢do em varias culturas, como o maracuja-
amarelo. No entanto devido a dispersao
da espécie Xanthomonas axonopodis pv.
passiflorae, causadora da bacteriose do
maracuja, a producdo € reduzida. A doenca
costuma ser controlada pelo uso de produtos
quimicos cupricos e antibibticos, entretanto eles
tém causado desenvolvimento de bactérias
mais resistentes e um acumulo de substancias
no ambiente que sao nocivas a natureza e a
saude humana, fato que torna necessario o
desenvolvimento de alternativas sustentaveis.
Metabolitos secundarios sdo apontados como
possiveisalternativasjaquesaoprodutosnaturais
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de alta especificidade, com potencial atividade
microbicida e que possuem meia-vida curta no
ambiente. Neste contexto, este trabalho avaliou
a potencial atividade de extratos produzidos por
47 fungos isolados de sedimentos marinhos
da Antartica contra a bactéria X. axonopodis
pv. passiflorae. Os resultados mostraram que
22 fungos produziram extratos que inibiram,
em mais de 90%, o crescimento bacteriano.
Os fungos bioativos, em sua maioria, sao dos
géneros Pseudogymnoascus e Penicillium.
O estudo indica que fungos de sedimentos
marinhos antarticos apresentam potencial para
producéo de compostos bioativos no combate a
bacteriose do maracuja.

PALAVRAS-CHAVE: Maracuja,
metabdlitos secundarios, fungos.

bacteriose,

ABSTRACT: Brazil plays an important role
in world agribusiness, leading production in
various crops, such as yellow passion fruit.
However, due to the dispersion of the species
Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae, which
causes passion fruit bacteriosis, production is
reduced. The disease is usually controlled by
the use of cupric chemicals and antibiotics, but
they have caused the development of more
resistant bacteria and an accumulation of
substances in the environment that are harmful
to nature and human health, which makes it
necessary to develop sustainable alternatives.
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Secondary metabolites are indicated as possible alternatives since they are natural
products of high specificity, with potential microbicidal activity and have short half-life
in the environment. In this context, this work evaluated the potential activity of extracts
produced by 47 fungi isolated from marine Antarctic sediments against the bacterium
X. axonopodis pv. passiflorae. The results showed that 22 fungi produced extracts that
inhibited, by more than 90%, bacterial growth. Bioactive fungi, for the most part, are
of the genus Pseudogymnoascus and Penicillium. The study indicates that fungi of
Antarctic marine sediments present potential for the production of bioactive compounds
in the fight against passion fruit bacteriosis.

KEYWORDS: Passion fruit, bacteriosis, secondary metabolites, fungi.

11 INTRODUCAO

O maracuja pertence ao género Passiflora, o mais importante economicamente
€ que apresenta o maior numero de espécies da familia Passifloraceae (BERNACCI
et al., 2003; NUNES e QUEIROZ, 2006). No Brasil ja foram encontradas cerca de
130 espécies (CERVI et al., 2010), sendo 0 maracuja-amarelo ou azedo (P. edulis) a
espécie mais cultivada no pais (FREITAS, 2011; MELETTI, 2011).

Atualmente o Brasil € um dos maiores produtores de maracuja do mundo, segundo
o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2013) a producéo brasileira foi
superior a 800.000 toneladas em 2013, cultivada em uma area de aproximadamente
60.000 hectares, destacando-se as regides Nordeste, Norte e Sudeste como maiores
produtoras do maracuja-amarelo.

O maracuja-amarelo € o mais conhecido, cultivado e comercializado devido a
qualidade de seus frutos e ao seu maior rendimento industrial (FALEIRO et al., 2005).
A importancia econdmica se da majoritariamente pelo consumo da fruta fresca e da
producéo de sucos, mas ha grande interesse de industrias farmacéuticas na extracéo
de compostos que sédo utilizados como calmantes, vitaminas, entre outros (ISHIDA e
HALFED-VIEIRA, 2009).

Ospomares de maracujatém sido afetados pordoencas causadas por fungos, virus
e bactérias. Destacam-se: virose do endurecimento dos frutos (woodness), bacteriose
(X. axonopodis pv. passiflorae) e fusariose (Fusarium oxysporum) (MELETTI, 2011).

A bacteriose ou mancha oleosa, causada pela bactéria X. axonopodis pv.
passiflorae é uma das doencas mais severas (MUNHOZ et al., 2015) a bactéria é
transmitida pela semente e a doenca é caracterizada pelo aparecimento de pequenas
lesbes nas folhas e deixa os frutos improprios para o consumo (Figura 1) (TORDIN,
2016).
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Figura 1. Sintomas da bacteriose em folha e fruto de maracujazeiro-amarelo
(Fonte: ISHIDA e HALFELD-VIEIRA, 2009).

No Brasil a doenga foi confirmada inicialmente no final da década de 1960 na
cidade de Araraquara — SP e atualmente esta disseminada em todas as regides do
pais onde se produz a fruta. No estado de S&ao Paulo, devido ao clima quente e umido,
a disseminacéo da doenca se tornou um empecilho grave no cultivo ou até mesmo
na obtencao de individuos sadios (FALEIRO et al, 2011; ISHIDA e HALFELD-VIEIRA,
2009; NAKATANI et al, 2008).

Abacteriose, causada pela X. axonopodis pv. passiflorae, costuma ser controlada
pelo uso de produtos quimicos (cupricos) e de antibidticos, porém, com aplicagdes
recorrentes, o microrganismo causador adquire resisténcia rapidamente e a pratica
muitas vezes € ineficaz, prejudicial ao meio ambiente e de alto custo (TORDIN, 2016;
ECONOMOU e GOUSIA, 2015). Diante do exposto torna-se necessaria a busca por
novas alternativas de controle desta praga, principalmente aquelas menos nocivas ao
meio ambiente e ao ser humano.

O interesse pelo emprego na agricultura de metabdlitos bioativos produzidos por
micro-organismos e plantas, como alternativa aos produtos quimicos sintéticos e com
nenhum ou minimo impacto ambiental tem se tornado crescente nos ultimos anos
(DAYAN et al., 2009; FURBINO 2014; NEWMAN e CRAGG, 2016).

A obtencéo de substancias de fontes naturais é importante visto a variabilidade
de tais produtos. De maneira geral, moléculas naturais apresentam estruturas
mais complexas quando comparadas a compostos quimicos sintéticos, além de
apresentarem maior diversidade estrutural e como sdo frutos de um metabolismo
secundario € comum que possuam diversas funcdes bioativas (DAYAN et al., 2009;
FEHER e SCHMIDT, 2002).

Na literatura vem sendo relatados diversos estudos de atividade antibacteriana
de metabdlitos secundarios, produzidos por micro-organismos, contra bactérias
fitopatogénicas do género Xanthomonas (MURATE, et al., 2015; SPAGO et al., 2014;
DE OLIVEIRA et al., 2011).

Dentre os micro-organismos que tem demonstrado capacidade de combate
a Xanthomonas, estao os isolados de ambientes extremos, como a Antartica
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(DANILOVICH et al, 2018; ENCHEVA et al., 2014; SILBER et al., 2013). Estes micro-
organismos podem ser fontes ricas de novos produtos naturais baseados em estruturas
quimicas unicas (TIAN et al., 2017; FURBINO, 2014).

Assim, considerando a necessidade atual de novas alternativas no controle da
X. axonopodis pv. passiflorae, que visam substituir os produtos quimicos sintéticos e
ao mesmo tempo minimizar danos ao meio ambiente, o presente trabalho contribui
para a descoberta de novos compostos produzidos por fungos isolados de sedimentos
marinhos da Antartica que apresentem potencial acéo contra a bacteriose do maracuja.
Para isto foi avaliada a atividade antibacteriana de extratos produzidos por fungos
isolados de sedimentos marinhos da Antartica contra X. axonopodis pv. passiflorae,
causadora da bacteriose no maracuja.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1. Fungos

Os micro-organismos utilizados neste trabalho (47 fungos filamentosos) foram
disponibilizados pela Prof.2 Dr.2 Lara Durdes Sette (UNESP, Rio Claro) e foram
isolados de sedimentos marinhos coletados em diversos locais na Antartica durante a
fase IV da OPERANTAR XXXIIl (Janeiro de 2015) no ambito do projeto PROANTAR/
CNPq intitulado “A vida microbiana na criosfera antartica: mudangas climaticas e
bioprospeccdo - MICROSFERA” sob a coordenagao da Profa. Vivian Pellizari (10/
USP). Os micro-organismos fazem parte do acervo de fungos da colegcao de pesquisa
da Central de Recursos Microbianos da UNESP (CRM- UNESP).

2.2. Linhagem da X. axonopodis pv. passiflorae

A linhagen da bactéria X. axonopodis pv. passiflorae (isolado LM4a) foi isolada
de maracuja azedo em Limeira/SP, este isolado foi gentilmente cedido pela Prof.? Dr?
Maria Lucia Carneiro Vieira da Esalg/USP.

2.3. Obtencao dos extratos brutos

Os 47 fungos foram reativados em placas de Petri contendo meio malte agar
2% e incubados em B.O.D. a 15°C por um periodo de aproximadamente 10 dias para
crescimento. Discos de 5 mm de agar com micélio foram transferidos para erlenmeyers
contendo 150 mL do meio liquido malte 2% e foram mantidos pelo periodo de 20 dias
em agitacao constante (150 rpm) a 15°C. Em seguida o sobrenadante foi separado da
biomassa por filtracdo a vacuo e submetido a extracao liquido-liquido com acetato de
etila. A fragdo orgéanica foi concentrada em um evaporador rotativo.
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2.4. Avaliacao da atividade antibacteriana contra X. axonopodis pv. passiflorae

A andlise de atividade antibacteriana contra X. axonopodis pv. passiflorae foi
realizada pelo método REMA (resazurin microtiter assay), que consiste em um ensaio
de microtitulagdo com resazurina (C,,H.NO,) (SILVA et al., 2013).

Os extratos brutos foram dissolvidos em solucao 10% de dimetilsulfoxido (DMSO),
em seguida foram diluidos em meio NYG (0,3% extrato de levedura, 0,5% peptona
bacteriolégica, 2% glicerol). A concentragdo maxima testada foi de 3,00 mg/ml e a
partir dela foi realizada microdiluicdo seriada até a concentracéo de 0,02 mg/mL. Em
todas os testes a concentracdo de DMSO néao ultrapassasse 1% (concentracdo do
controle de veiculo).

Em seguida foi adicionado o in6culo bacteriano (10° UFC/mL). Observagao: as
células bacterianas foram cultivadas em meio NYG liquido a 29°C sob rotacao de 200
rpm por 12 horas, até atingir a densidade 6tica (DO) de 0,8 (lido no espectrofotdmetro
a 600 nm) que corresponde a 108 UFC/mL e fase log do crescimento da bactéria.

As placas foram incubadas a 29°C por aproximadamente 16 horas e em seguida
foi adicionada uma solucdo de resazurina (0.1 mg/mL) para uma nova incubacao
a 29°C por aproximadamente 1 hora. Apds este periodo foi realizada a medida da
fluorescéncia através do aparelho Biotek Synergy H1MFD leitor de microplacas
(comprimento de onda de excitacdo: 530 nm; comprimento de onda de emissdo: 590
nm). O ensaio foi realizado em triplicata.

2.5. Avaliacao da atividade bactericida

O bioensaio de atividade bactericida foi realizado por imersdo de um replicador
de colbénia nos pocos da microplaca de 96 pocos do teste REMA (ap6s a incubacgao a
29°C por 18h, e antes da adicdo de resazurina) seguido da aplicacao deste em placa
de Petri (150 x 15 mm) contendo meio NYG sélido. As placas foram incubadas por
48 horas a 29°C em estufa bacteriologica. O crescimento bacteriano foi analisado
visualmente, e para os extratos, em que ndo houve o crescimento bacteriano, foi
determinada a concentracao minima bactericida. O ensaio foi realizado em triplicata.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme descrito em materiais e métodos foram produzidos extratos
extracelulares de 47 fungos. Estes extratos foram submetidos ao bioensaio, a fim de
verificar qual dos extratos apresentava atividade antibacteriana contra a X. axonopodis
pv. passiflorae. Os resultados obtidos mostraram que dos 47 extratos testados 22
apresentaram uma porcentagem média de inibicdo do crescimento bacteriano maior
que 90% na concentracao maxima testada, sendo que o isolado 5A-1C315llll do
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género Pseudogymnoascus apresentou a maior inibicdo atingindo uma média de 99%

(Tabela 1).

Isolado Género Inlblci-oaa%ic:i:rn%s;gento
2B-1C115llll Pseudogymnoascus 98,23
5A-1C315llI Pseudogymnoascus 99,04
4A-1C115l111 Penicillium 96,24

5A-1C115ll Paraconiothyrium 98,35
5B-1C315llIIA Penicillium 97,50
5A-1C715lllI Pseudogymnoascus 96,53
3A-1C315lll Cadophora 98,62
2A-1C115ll Penicillium 97,40
2A-1C1llI Pseudogymnoascus 98,05
6DC415I Pseudogymnoascus 97,65
3A-1C215l11IC Cadophora 98,62
2DC615IA Pseudogymnoascus 95,66

5DC115I Paraconiothyrium 92,88

2D-3C115lllI Pseudogymnoascus 98,09
5D-3C115ll Toxicocladosporium 98,39
6DC215lll Pseudogymnoascus 97,58

6DCA4lII Pseudogymnoascus 91,26

5DC11I Pseudogymnoascus 96,87

2DC715lll Penicillium 94,55
5B-1C315l111IB Penicillium 93,33
3DC615I Penicillium 94,12
2D-3C115lll Pseudogymnoascus 95,87

TABELA 1 - Porcentagem média de inibicdo do crescimento bacteriano dos 22 extratos
bioativos na concentracdo de 3,00 mg/mL

De acordo com os dados apresentados na tabela 1 é possivel verificar que a
maioria dos fungos que apresentaram atividade antibacteriana contra X. axonopodis
pv. passiflorae séao dos géneros Pseudogymnoascus (11 isolados) e Penicillium (6), ou
outros sdo do género Cadophora (2), Paraconiothyrium (2) e Toxicocladosporium (1).

Estudos anteriores realizados com fungos antarticos mostraram que o género
Pseudogymnoascus € comum na regidao (SANTIAGO et al., 2015; GODINHO et al.,
2015; DING et al., 2016; GONCALVES et al., 2015). Outras pesquisas demonstraram
a capacidade destes fungos em apresentar atividade antimicrobiana contra Candida
albicans, Candida krusei, Cladosporium sphaerosperum, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Clavibacter michiganensis e Xanthomonas campestris
(FURBINO et al., 2014; HENRIQUEZ et al., 2014; GONCALVES et al., 2015).

Os 22 extratos bioativos foram submetidos ao bioensaio de atividade bactericida,
a partir dos dados obtidos neste experimento foi possivel verificar que todos os extratos
apresentaram atividade bactericida, sendo que a maioria (15 isolados) mostrando
atividade bactericida apenas na concentragcdo de 3,0 mg/mL, mas 7 mostraram
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atividade bactericida também na concentracéo de 1,5 mg/mL de extrato bruto.

Os resultados apresentados neste trabalho teve continuidade e estes extratos
foram testados em outras Xanthomonas de interesse econémico, todos os resultados
foram recentemente publicados (VIEIRA, et al., 2018; PURIC, et al., 2018).

4| CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos foi possivel concluir que os fungos filamentosos
de sedimentos marinhos da Antartica sdo micro-organismos com potencial para
produzir compostos capazes de inibir o crescimento de X. axonopodis pv. passiflorae,
causadora da bacteriose do maracuja. Dos 47 extratos produzidos pelos fungos
isolados de sedimentos marinhos antarticos 22 produziram compostos quimicos ativos
contra X. axonopodis pv. passiflorae.

Os extratos bioativos foram produzidos, em sua maioria, por fungos do género
Pseudogymnoascus, que é um género muito comum na regido da Antartica, mas
que ainda ha pouco conhecimento sobre seus produtos naturais e suas atividades
biolégicas.
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RESUMO: O estudo fitoquimico das fracbes
CHCI, e AcOEt do caule de Tocoyena hispidula,
resultou no isolamento e identificacdo das
cumarinas escopoletina (1) e isofraxidina (2), do
noriridoide morindolideo (3) e de trés misturas
estereoisoméricas de iridoides: a- e p-gardiol
(4a+4b), 10-hidroxi-1-oxo-7-irideno-11a-ato de
metila e 10-hidroxi-1-oxo-7-irideno-11f3-ato de
metila (5a+5b), a-genipina e genipina (6a+6b).
As estruturas dos compostos foram identificadas
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TOCOYENA HISPIDULA

pela analise dos espectros de RMN 'H e *C uni
e bidimensionais e comparag¢ao com a literatura.
Todos os compostos estdo sendo relatados pela
primeira vez na espécie.

PALAVRAS-CHAVE: Iridoides, cumarinas, T.
hispidula, Rubiaceae

ABSTRACT: The phytochemical study of
the CHCI, and EtOAc fractions from stem of
Tocoyena hispidula resulted in the isolation and
identification of the coumarins scopoletin (1)
and isofraxidin (2), noriridoid morindolide (3)
and three stereoisomerics mixtures of iridoids:
o- and p-gardiol (4a+4b), 10-hydroxy-1-oxo-
7-iriden-11a-oic methyl ester and 10-hydroxy-
1-oxo-7-iriden-11p-oic methyl ester (5a+5b),
a-genipin and genipin (6a+6b). The structures
of the compounds were assigned by the basis of
spectroscopic data, incluinding two-dimensional
NMR methods and comparasion with the
literature. All compounds are being reported for
the first time in the species.

KEYWORDS: Iridoids, coumarins, T. hispidula,
Rubiaceae

11 INTRODUCAO

A familia Rubiaceae é caracterizada como
uma das mais importantes da flora brasileira,
com cerca de 126 géneros e 1411 espécies
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(BARBOSA et al.,, 2015; BOLZANI et al., 2001). Mundialmente & considerada a
quarta maior familia em numero de espécies entre as Angiospermas, com cerca de
650 géneros e 13000 espécies (DELPRETE e JARDIM, 2012). E constituida pelas
subfamilias Rubioideae, Ixoroideae e Cinchonoideae, as quais possuem como
marcadores quimiotaxonémicos antraquinonas, iridoides e alcaloides inddlicos,
respectivamente (MARTINS e NUNEZ, 2015). Plantas da familia sdo também
conhecidas por metabolizar cumarinas, flavonoides, derivados fendlicos, esteroides,
triterpenos, diterpenos, lignanas, saponinas e taninos (MARTINS e NUNEZ, 2015;
BOLZANI et al, 2001).

O género Tocoyena (Rubiaceae) é tipico do Cerrado, ocorre nas regides pan
e neotropical, sendo constituido por 30 espécies de habito arbustivo ou arvores
de pequeno porte. No Brasil ha registro de 12 espécies, sendo cinco endémicas,
distribuidas nas regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul (OLIVEIRA,
2015). Este género pertence a subfamilia Ixoroideae e tribo Gardenieae-Gardenineae
(DELPRETE E JARDIM, 2012; POSER e SEIBT, 1998). Somente quatro espécies do
género Tocoyena possuem estudo quimico (T. formosa, T. bullata, T. brasiliensis e T.
sellowiana, sinonimia T. selloana), para as quais sao relatadas a presenca de iridoides,
flavonoides, esteroides, cumarinas, derivados fendlicos, triterpenos e saponinas
triterpénicas (SANTOS et al., 2011; ROCHA, 2009; HAMERSKI et al., 2005; POSER e
SEIBT, 1998; BOLZANI, et al., 1997; BOLZANI, et al., 1996).

Tocoyena hispidula Standl € conhecida popularmente por flor-do-cerrado/angelca
e jenipapinho. E encontrada no Brasil nas regiées Norte (Para) e Nordeste (Maranh&o
e Piaui) na forma de arbustos ou subarbustos. Popularmente suas raizes sao utilizadas
no combate a dor de barriga e inflamacao do utero (SILVA, 2010; OLIVEIRA et al.,
2007).

As cumarinas sao amplamente distribuidas em plantas, na forma livre ou
glicosilada, e comumente encontradas nas familias Umbellifereae e Rutaceae (LI, YAO
e LI, 2017; DEWICK, 2009). Estruturalmente, s&o benzo-a-pironas, biossintetizadas
pela rota do chiquimato, tendo como precursor &cidos cindmicos (Figura 1). Apresentam
uma ampla variedade de atividades biologicas, tais como, anti-inflamatéria, citotoxica,
antibacteriana, antioxidante, anticancer, anti-HIV e anti-Alzheimer (DETSI et al., 2017).
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Figura 1. Biossintese de cumarinas (Adaptado de Dewick, 2009)

Os iridoides sao metabdlitos secundarios encontrados em uma grande variedade
de plantas, especialmente na ordem das Gentianales, produzidos principalmente como
defesa contra herbivoros ou infec¢des por microorganismos (TUNDIS et al., 2008;
DINDA, DEBNATH e HARIGAYA, 2007). Exibem um amplo espectro de atividades,
tais como, neuroprotetora, anti-inflamatoéria, imunomoduladora, hepatoprotetora,
antitrombdtica, hipolipidémica, colerética, antiespasmolitica, purgativa, antitumoral e
antioxidante (CARRILLO-OCAMPO, 2013; DINDA, DEBNATH e BANIK, 2011).

Os iridoides sdo monoterpenoides com esqueleto iridano contendo o sistema
de anéis ciclopenta[C]pirano formados por uma ciclizacao alternativa do pirofosfato
de geranila (GPP) (DEWICK, 2009). Os iridoides podem ser encontrados também
como secoiridoides, caracterizados pela clivagem oxidativa da ligacédo C7-C8 do anel
ciclopentano e como noriridoides, originados da descarboxilagdo oxidativa de C-10
ou C-11 (AMARAL et al., 2013). Estes compostos apresentam uma grande variedade
estrutural, decorrentes dos processos de glicosilagao, epoxidacao, hidroxilacao
e esterificacdo com introducdo de grupos metila ou derivados do acido chiquimico
(AMARAL et al., 2013; SAMPAIO-SANTOS e KAPLAN, 2001). A Figura 2 mostra a rota
biossintética de iridoides.
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Figura 2. Biossintese de irodoides (Adaptado de Dewick, 2009)

O presente trabalho relata o isolamento e identificacéo estrutural dos iridoides
e cumarinas obtidos das fragbes CHCI, e AcOEt do extrato etandlico do caule de T.
hispidula.

2| METODOLOGIA

O caule de Tocoyena hispidula Standl foi coletado na fazenda Lourdes (S 04°
51’ 32,4” e W 42° 03’ 42,9”, altitude: 154 m), no municipio de Jatoba do Piaui-PI,
em 31 de maio de 2015. O material vegetal foi identificado pela botanica Dra. Ruth
Raquel Soares de Farias e uma exsicata encontra-se depositada no Herbario Graziela
Barroso da UFPI com o numero TEPB 30.572.

O caule seco e moido (1,36 kg) foi submetido a maceracéo exaustiva com etanol
(95%). O material obtido foi concentrado em evaporador rotativo e liofilizado, rendendo
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48 g (3,5%) de extrato EtOH do caule. Uma aliquota de 41 g do extrato foi solubilizada
em MeOH, e a parte soluvel (36,5 g) foi submetida a cromatografia em coluna filtrante
de gel de silica, utilizando hexano, CHCI,, AcOEt e MeOH como eluentes. A fragao
CHCI, (2,8 g) foi submetida a cromatografia em coluna de gel de silica, eluida com
hexano/AcOEt em ordem crescente de polaridade, rendendo 82 fracdes, que foram
analisadas por cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) e reunidas em
16 grupos. Os grupos CC65 (125,5 mg), CC82 (202,4 mg) e CC72 (100,7 mg) foram
submetidos a cromatografia em coluna de Sephadex LH-20, utilizando Hex/CH,CI,
(1:4) e CH,CI,/Acetona (3:2) como eluentes, levando ao isolamento dos compostos 1
(17,8 mg), 2 (2,0 mg) e 3 (46,0 mg) respectivamente.

A fracdo AcOEt (2,5 g) foi aplicada em cartucho Stracta (C18, 10 g), rendendo
as fragbes MeOH/H,O 1:1, MeOH e CHCI,. A fragdo MeOH/H,O 1:1 (1,35 g) foi
submetida a cromatografia em coluna de Sephadex LH-20, utilizando MeOH como
eluente, fornecendo 4 subfragcdes. A subfracdo A7 (683 mg) foi purificada em HPLC
semipreparativo, utilizando coluna Phenomenex Luna (C-18, 5 y, 250x10 mm ), no
modo isocratico (20% de MeOH/ACN 1:1 e 80% de H,0O, A=240 nm), fornecendo a
mistura dos compostos 4a+4b (9,2 mg), 5a+5b (19,7 mg) e 6a+6b (3,6 mg). Asubfracao
A10 (285 mg) foi submetida a cromatografia em coluna de Sephadex LH-20 e de gel
de silica, resultando também no isolamento de 4a+4b (47,6 mg) e 6b (21,0 mg).

As andlises por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono-13 (RMN
'H e 3C) dos compostos foram realizadas em espectrémetros Bruker-modelo Avance
lll, operando a 400 MHz ("H) e 100 MHz ('3C) e Bruker Ascend-modelo 600, operando
a 600 MHz ("H) e 150 MHz ("°C). Foram utilizados CDCI, ou CD,0OD como solventes e
TMS como referéncia interna.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A filtracdo em coluna de gel de silica do extrato EtOH do caule de T. hispidula,
forneceu as fragGes hexanica (50 mg; 0,15%), CHCI, (2,8 g; 7,7%), AcOEt (3,6 g;
9,9%) e MeOH (26,6 g; 72,9%). A fragdo CHCI, depois de submetida a procedimentos
cromatograficos classicos, resultou no isolamento e identificacdo das cumarinas
1 e 2 e do noriridoide 3. A fracdo AcOEt apds ser submetida a fracionamento em
cartucho C-18, coluna de Sephadex LH-20 e HPLC possibilitou isolar trés misturas
estereoisoméricas de iridoides: 4a+4b, 5a+5b e 6a+6b. A identificacdo estrutural dos
compostos isolados foi realizada pela analise dos espectros de RMN 'H e *C uni e
bidimensionais (gHSQC, gCOSY e gHMBC) e comparag¢ao com dados da literatura. A
Figura 3 mostra as estruturas dos compostos identificados.
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Figura 3. Compostos isolados do caule de T. hispidula.

Os espectros de RMN "H dos compostos 1 e 2 (Tabela 1) apresentaram 0 mesmo
padréo de sinais na regiao de hidrogénios em carbonos sp? sendo dois dupletos
entre 3 6,22-6,28 (J=9,4/9,5 Hz, H-3) e 7,87-7,59 (J=9,4/9,5 Hz, H-4). Adicionalmente,
mostraram simpletos entre 6 6,65-7,12 e 3,92-4,08, com integracé&o para um e trés
hidrogénios, respectivamente, indicativos de hidrogénios em anel aromatico e de
metoxilas nas posicdes C-6 e C-8 do esqueleto cumarinico. Os espectros de RMN
8C (Tabela 2) apresentaram todos os sinais na regidao de & 103-164, caracteristicos
do esqueleto cumarinico, e adicionalmente sinais de metoxilas entre 6 56-61. A
comparacdo dos dados obtidos com os relatados na literatura, permitiram identificar
as cumarinas escopoletina (1) e isofraxidina (2) (LIN, YANG e CHOU, 2002;
PANICHAYUPAKARANANT et al., 1995).

O espectro de RMN 'H dos iridoides (Tabelas 1 e 3) apresentaram sinais entre
0 2,63-3,90, geralmente multipletos, caracteristicos dos hidrogénios H-5/H-9p do
sistema de anéis ciclopentanopirano com fusao f-cis. Os compostos 3, 5a+5b e 6a+6b
apresentaram simpletos entre & 5,77-5,89 (H-7) e dupletos em § 4,26-4,41 (H-10), com
integracdo para um e dois hidrogénios respectivamente, caracteristicos de iridoides
com ligacdo dupla em C-7 e hidroxilagdo em C-10, enquanto 4a+4b apresentaram
duplos dupletos entre & 5,57-5,95 (J~5,5 e 2,0 Hz; H-6 e H-7) indicativo de ligacao
dupla em C-6, bem como dupletos entre 6 3,57-3,95 (J~9,5 Hz) com integracao para
dois hidrogénios, atribuidos a H-10 para os dois epimeros.

Foi possivel verificar uma variacdo nos deslocamentos quimicos dos sinais de
H-3 do anel pirano, tais como: multipletos entre 6 4,26-4,52 com integracédo para dois
hidrogénios, indicando a auséncia de substituicdo na posicdo C-3 nos compostos 3 e
5a+5b; simpletos entre § 7,48-7,52 caracteristicos de hidrogénios olefinicos em C-3 na
estrutura de 6a+6b e dupletos entre 6 5,22-5,41 indicativos de hidroxilacdo em C-3 nos
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compostos 4a+4b. As misturas 4a+4b e 6a+6b apresentaram sinais adicionais entre
0 4,80-5,58 (d; J=8,6/5,8 Hz) e 5,30 (sl) respectivamente, referentes aos hidrogénios
oximetinicos H-1 do nucleo iridoidico, enquanto 3 e 5a+5b ndo apresentaram sinais
caracteristicos de H-1, sugerindo que houve uma substituicdo nessa posi¢cado. Foram
observados ainda, simpletos com integracao para trés hidrogénios entre 6 3,71-3,78,
caracteristicos da presenca de grupos metoxila.

A analise dos espectros de RMN *C, DEPT 90° e 135° dos iridoides (Tabela 2),
mostraram sinais em comum na regiao de d 34,8-40,6 e 48,3-52,5 caracteristicos dos
carbonos metinicos C-5 e C-9 do esqueleto iridano. Na regido de carbonos olefinicos
observou-se os pares de sinais de olefinas trissubstituidas entre & 129,3-132,9 (CH)
e 140,0-142,1 (C) atribuidos a C-7 e C-8 respectivamente, dos compostos 3, 5a+5b
e 6a+6b. Os compostos 6a+6b apresentaram um par de sinais adicional na regiao
olefinica, entre § 152,6-153,4 (CH) e 110,9 (C), confirmando a ligacdo dupla em C-3
e C-4. Para a mistura 4a+4b, o par de sinais encontra-se entre d 136,6-138,0 (CH) e
135,2-135,6 (CH), atribuidos a ligacédo dupla em C-6 e C-7. Pela anélise do DEPT 135°,
foi possivel observar a presenca de sinais entre  60,2-76,8 de carbonos oximetilénicos,
atribuidos a C-10. Todos os compostos apresentaram pelo menos um sinal na regiao
de 6 168,1-173,3, referentes a carbonila de lactona ou de éster, nas posicées C-1 ou
C-11, ou ambos. Com excec¢ao do composto 3, todos 0s outros apresentaram sinais
entre 6 51,4-52,7, confirmando a presenca de metoxila em C-12.

O composto 3, diferentemente dos demais iridoides, apresentou somente 9
sinais no espectro de RMN "C, caracterizando-se como um noriridoide, pela perda de
C-11. Os derivados de 11-noriridoide-1,3-olideo sao raramente encontrados de fontes
naturais (BAN et al., 2013). Ap6s andlise dos espectros de RMN 'H e 3C e comparacao
com dados da literatura, o composto 3 foi identificado como o noriridoide morindolideo
(YOSHIKAWA, 1995).

Os espectros de RMN 'H e C dos compostos 4a-6b apresentaram réplicas
de menor intensidade de praticamente todos os sinais do espectro, caracterizando a
presenca de isdmeros configuracionais. A analise dos espectros de RMN H e 3C em
comparacéo aos dados da literatura permitiu identificar as misturas estereoisoméricas
dos iridoides: a- e p-gardiol (4a+4b), uma mistura epimérica de dificil separacéo,
sendo o B-gardiol o constituinte majoritario (DREWES et al., 1996 e 1999);
10-hidroxi-1-oxo-7-irideno-11a-ato de metila e 10-hidroxi-1-oxo-7-irideno-113-ato
de metila (5a+5b), tendo 5a como constituinte majoritario (DREWES et al., 1996);
a-genipina e genipina (6a+6b), com o isébmero 6a como constituinte minoritario na
mistura (RAGASA, PIMENTA, e RIDEOUT 2007). Velasquez et al. (2014) e Tommaso
et al. (2013) sugeriram que o composto 6a pode ser formado por uma reacao de
mutarrotag@o parcial, durante o processo de dissolu¢do em CDCI,, catalisada por
tracos de HCI neste solvente.

Producao e Controle de Produtos Naturais Capitulo 10




Deslocamento quimico d (ppm)

H 18 2t 3t
3 6,22 (d; 9,4) 6,28 (d; 9,5) 4,26 e 4,37 (m)
4 7,87 (d; 9,4) 7,59 (d; 9,5) 1,68 e 2,08 (M)
5 7,12 (s) 6,65 (s) 2,89 (m)
2,15 (dl; 17,0 6a-H)
° 2,75 (dd; 17,0 e 8,8 63-H)
7 - - 5,77 (sl)
8 6,78 (s) - -
9 - - 3,74 (m)
10 - - 4,26 (m)
11 3,92 (s) 4,08 (s) -
12 - 3,93 (s) -
Tabela 1. Dados de RMN 'H dos compostos 1-3 (J em Hz)
TCDCl, (600 e 150 MHz); SCD,0D (400 e 100 MHz)
c 15 ot st 4a® 4S5  s5af 50t gal  ebl
1 - - 173,3 102,5 101,3 172,4 171,0 95,3 96,5
2 164,1 160,8 - - - - - - -
3 112,5 113,7 67,8 91,0 90,5 67,6 65,0 153,4 152,6
4 146,1 1440 29,3 48,9 48,9 45,4 42,3 110,9 110,9
5 109,9 103,3 34,8 40,6 40,6 37,7 35,7 35,7 36,8
6 1471 1447 38,9 136,6 138,0 38,4 34,5 38,5 39,1
7 153,0 143,2 129,3 135,2 135,6 129,3 129,2 132,9 131,1
8 104,0 134,6 140,0 93,5 94,0 140,2 140,2 1421 1421
9 151,5 142,6 50,6 52,5 49,5 49,4 50,7 49,9 48,3
10 112,6 111,4 60,7 76,8 74,8 60,7 60,2 61,6 61,5
11 56,8 61,9 - 173,0 173,0 171,5 170,6 168,1 168,1
12 - 56,4 - 52,2 52,5 52,7 52,3 51,4 51,5

Tabela 2. Dados de RMN 3C dos compostos 1-6b (& em ppm)

TCDCl, (600 e 150 MHz); *CDCI, (400 e 100 MHz); SCD,0D (400 e 100 MHz)
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Deslocamento quimico d (ppm)

Producao e Controle de Produtos Naturais

H 4as 4bs 5at 5b* 6a’ 6bt
1 5,58 (d: 5,6) 5,53 (d; 5,8) - - 5,30 (sl) 4,80 (d: 8,65)
4,49 m (H3a) 4,52 (m; H3b)
3 5,22 (d; 8,7 5,41 (d; 2,5 7,48 7,52
(d:8.7) (@25 4 5om(H3b) 4,49 (m: H3a) ®) 52 (s)
2,73 2,73(dd;:6,8e 2,73 (dt:85¢e
4 3,16 (m) - -
(sobreposto) 2,5) 3,4)
3,34 (id; 8,2 3,20 (q; 8,6
5 3,54 (m) 3,57 (m) 3,16 (m) 3,30 (m) ( (@:86e
e 3,6) 17,3)
2,88 (ddd; 16,5;
g D581(ddi6de 595(dd55e 280 (m;Hea) 266(m;Hea) 273 (m) 8,6e1,3)
2,0) 2,1) 2,26 (m; HBb) 2,30 (m; HBb) 2,29 (M) 2,06 (dd; 16,7 e
9,5)
5,77 (dd; 5,5 e
7 5,83 (s) (1 o 5,79 (s) 5,79 (s) 5,80 (s) 5,87 (s)
g 263(ddi9ge 2,69 3,81 3,90 (m) 3,24 (m) 2,53 (t; 8,1)
8,0) (sobreposto) ’ ’ ’ ’ T
3,69 (d; 9,5 3,57 (d; 9,4 4,41 (d; 13 4,34 (d; 13
10 ( ) ( ) 4,30 4,26 (sl) ( ) ( )
3,93 (d; 9,5) 3,82 (d, 9,4) 4,20 (d; 12,7) 4,28 (d; 13)
12 3,78 () 3,76 () 3,76 sl 3,73 (sl) 3,71 (s) 3,72 (s)

Tabela 3. Dados de RMN 'H dos compostos 4-6 (J em Hz)

TCDCl, (600 e 150 MHz); *CDCI, (400 e 100 MHz); SCD,0D (400 e 100 MHz)

Todos os compostos isolados estdo sendo relatados pela primeira vez na
espécie T. hispidula. Com excec¢ao da escopoletina (1) e da mistura de a- e p-gardiol
(4a+4b), todos os outros compostos estdo sendo descritos pela primeira vez no género
Tocoyena.

Todos os compostos ja foram descritos em espécies da familia Rubiaceae,
como mostra o Quadro 1, que apresenta os resultados de um revisédo bibliografica
da ocorréncia destas substancias em espécies de Rubiaceae, bem como descreve
as atividades biologicas desses compostos, relatadas nos ultimos 10 anos, incluindo
artigos de revisao.

A escopoletina apresentou 0 maior numero de ocorréncias em espécies
de Rubiaceae e também o maior numero de atividades biologicas. Para a mistura
estereoisomérica 5a+5b, so foi encontrado um registro de isolamento e identificagdo
a partir da espécie Gardenia jasminoides. Entretando, Kinuthia et al. (2012) relata a
ocorréncia somente de 5b no extrato diclorometano das sementes secas de Gardenia
volkensii. Nao foram encontrados na literatura relatos de testes de atividades bioldgicas
para a mistura 5a+5b. Destaca-se também que o iridoide genipina, além de possuir
varias atividades bioldgicas, € conhecido por produzir uma série de pigmentos azuis
utilizados na industria alimenticia, bem como aplicacbes em biomateriais (NERI-NUMA
et al., 2017).
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Isofraxidina (1)

matéria', antitumoral®,
antialérgica’, anti-
cancerigena?, anties-
tresse?, colagbgica?,
antifadiga?®

Morinda citrifolia®
Simira grazielae*

Substancias Atividades Ocorréncia Referéncia
antibacteriana’, an-
tioxidante', anti-infla- INIU et al.. 2012

2XIAQ et al., 2009
SWANG et al., 2016
“SANCHES et al., 2017

Escopoletina (2)

Citotoxica', anti-
hipertensiva?
analgésica?,

antileishmania?,

antibacteriana,
antifingica?,
anticancerigena®,
anti-hiperglicémica,
anti-hiperlipidémica®;
espasmolitica,
anti-inflamatoria,
antioxidante,
antiproliferativa,
anticolinesterasica,
anti-hipouricémico,
antitumoral’,
antiangiogénica?®;
antiviral®; inseticida,
alelopatica,
hepatoprotetora'®

Rennellia elliptica
Anthospermum emirnense'?
Anthospermum hispidulum?'?

Psychotria vellosiana'®
Morinda citrifolia'*
Galianthe thalictroides's
Fadogia homblei'®
Sabicea brasiliensis"
Hymenodictyon floribundum,
Alibertia myrciifolia,
Sabicea brasiliensis,
Sabicea grisea var. grisea,
Fadogia homblei,
Augusta longifdlia,
Ophiorrhiza liukiuensis,
Psychotria vellosiana,
Plocama pendula,
Galianthe thalictroides,
Saprosma ternatum’®
Tocoyena selloana™

'HE et al, 2017
2TSUKAMOTO, HISADA E
NISHIBE, 1985
SIVERSON et al., 2010
“GNONLONFIN, SANNI E
BRIMER 2012 *TANG et al., 2012
VERMA et al., 2013
SIATKA E KASPAROVA, 2008
8SHl et al.,, 2017
*KHUNNAWUTMANOTHAM et al.,
2016
°LUO et al., 2018
"OSMAN et al., 2016
2RASOARIVELO et al., 2017
MORENO et al., 2014
“MAHATTANADUL et al., 2011
*FIGUEIREDO et al., 2014
""'MOHAMMED et al., 2013
"BATISTA et al., 2014
BMARTINS e NUNEZ, 2015
®"ROCHA, 2009

Morindolideo (3)

anti-inflamatéria,
antimicrobiana’,

Morinda officinalis®

'TAN et al., 2014
°BAPELA, 2016

+
B-gardiol (4b)

antifungica*

Burchellia bubalina*
Alibertia sessilis®
Burchellia bubalina®
Tocoyena selloana®

antimalarica, Villaria odorata* SZHANG et al., 2018
citotoxica? *“MARTINS e NUNEZ, 2015
Rothmannia wittif'
Gardenia jasminoides® 'CHAIPUKDEE et al., 2016
a-gardiol (4a) Xeromphis nilotica® 2SONG et al., 2014
citotéxica’, Tocoyena formosa* SFARID et al., 2002

‘DREWES et al., 1999
SMARTINS e NUNEZ, 2015
SROCHA, 2009

10-hidroxi-1-oxo-
7-irideno-11a-ato
de metila (5a)

RAGASA, PIMENTA e RIDEOUT

10-hidroxi-1-0xo- - Gardenia jasminoides 2007
7-irideno-11p-ato
de metila (5b)
anti-infla-
matbria, anticanceri- o 1KIM, JEONG e MOON, 2012
gena, antiproliferativa, Gardenia jasminoides' 2M A:RTINS e NUNEZ ’2015
hepatoprotetora’, an- Gardenia fructus® sSHANMUGAM et al ’ 2018
Genipina (6b) tioxidativa, antidiabé- Genipa americana? “SON et al.. 20 1"5
tica®, antiviral*, anti- Rothmannia urcelliformis?® SRAMOS et ;I 2016
pacteriana, _antitrom- Rothmannia wittif "CHAIPUKDEE et al., 2016
boética, neuroprotetiva, "
antidepressiva®
Quadro 1. Atividades biolégicas e ocorréncia dos compostos 1-6 na familia Rubiaceae
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41 CONCLUSAO

O estudo fitoquimico do extrato EtOH do caule de T hispidula conduziu ao
isolamento e identificacdo das cumarinas escopoletina (1) e isofraxidina (2), do
noriridoide morindolideo (3) e de trés misturas esterecisoméricas de iridoides: a- e
p-gardiol (4a+4b), 10-hidroxi-1-oxo-7-irideno-11a-ato de metila e 10-hidroxi-1-oxo-7-
irideno-11p-ato de metila (5a+5b), a-genipina e genipina (6a+6b). Com excecdo da
escopoletina e do a- e p-gardiol, os demais compostos estao sendo relatados pela
primeira vez no género. As substancias isoladas estdo em concordancia com os
dados quimiotaxondmicos, uma vez que os iridoides sdo marcadores da subfamilia
Ixoroideae. Dentre os compostos obtidos, a escopoletina apresentou 0 maior numero
de ocorréncias em espécies de Rubiaceae, bem como mostrou o maior nUmero de
atividades biologicas descritas.
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RESUMO: Uma estreita relacdao entre
o homem e as plantas existiu desde os
primérdios da humanidade, pela provavel
tendéncia de utilizar as espécies vegetais
para o tratamento de diversos males e na
alimentacao. A familia Myristicaceae se destaca
etnofarmacologicamente na literatura devido
ao uso de suas espécies como alucindgenos
descritos na literatura. No Brasil, esta familia
é representada por 5 géneros, dentre estes
0 género Virola € o mais bem representado
possuindo 35 espécies relatadas. Destas, 10
espécies possuem algum estudo quimico e 6
registros de estudos sobre atividade biologica
foram encontrados (para neolignanas isoladas
das espécies) na revisdo para o presente
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trabalho. Sendo as espécies V. carinata,
V. elongata e V. sebifera as mais estudas
quimicamentee, V. sebiferae V. surinamensesas
mais estudadas biologicamente. As classes de
substancias que ocorrem em maior quantidade
no género séo lignanas e neolignanas, que
juntas representam 66% das 188 substancias
isoladas das espécies de Virola de ocorréncia
no Brasil. O presente trabalho descreve as
neolignanas identificadas no género Virola
no Brasil e as atividades biol6gicas avaliadas
para as mesmas. 89 diferentes estruturas de
neolignanas foram descritas, destas 11 tiveram
algum estudo sobre atividade bioldgica (12%).
Esses dados ressaltam a importancia de se
continuar a explorar o potencial biolégico do
género a fim de contribuir com o conhecimento
etnofarmacologico de espécies brasileiras de
Virola, bem como estabelecer um perfil quimico
para as mesmas, que podera direcionar estudos
quimicos futuros.

PALAVRAS-CHAVE:
Neolignanas, Atividade biologica

Myristicaceae, Virola,

11 INTRODUCAO

Uma estreita relacdo entre o homem
e as plantas existiu desde os primérdios da
humanidade, pela provavel tendéncia de utilizar
as espécies vegetais para o tratamento de
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diversos males e na alimentacéo (Yunes e Calixto, 2001; Gottlieb e Kaplan, 1993).

A busca por alivio e cura de doencgas pode ter sido uma das primeiras formas de
utilizacédo dos produtos naturais, e 0 conhecimento adquirido foi repassado de geracéo
em geracéo (Viegas Jr e Bolzani, 2006). Além da busca por alivio e cura de doencas
outras formas de uso também sao registradas para os produtos naturais, como por
exemplo, para fins da propria defesa vegetal como veneno, para fins estéticos, como
pinturas, como repelentes, etc. (Viegas Jr e Bolzani, 2006; Dewick, 2002).

Um dos motivos que levou ao interesse em estudar a familia Myristicaceae
deve-se principalmente a descricdo de espécies desta familia na etnofarmacologia,
destacando espécies descritas pelo pesquisador Otto R. Gottlieb em 1979, como
alucinégenos e veneno de flecha por tribos indigenas da Colémbia, Brasil e Venezuela
(Valderrama, 2000; Gottlieb, 1979).

Myristicaceae constitui uma das maiores familias de angiospermas possuindo 20
géneros e cerca de 500 espécies de plantas descritas. Representada, principalmente,
por arvores e arbustos com casca interna com exsudado avermelhado ou que em
contato com o ar oxida para o vermelho, folhas simples, alternas e sem estipulas. E,
fruto baciforme com semente envolta por arilo carnoso, inteiro ou fendido (Quintanilha
e Lobao, 2017).

A familia Myristicaceae € constituida pelos géneros: Brochoneura,
Cephalosphaera, = Coelocaryon,  Compsoneura,  Doyleanthus, = Endocomia,
Gymnacranthera, Haematodendron, Horsfieldia, Iryanthera, Knema, Mauloutchia,
Myristica, Osteophloeum, Otoba, Paramyristica, Pycnanthus, Scyphocephalium,
Staudtia e Virola (The Plant List, 2013).

No Brasil, esta familia é representa por cinco géneros: Compsoneura, Iryanthera,
Osteophloeum, Otoba e Virola, com 64 espécies reconhecidas e distribuidas
geograficamente em quase todos os estados brasileiros, com exce¢ao dos estados de
Rio Grande do Norte, Paraiba e Alagoas (Flora do Brasil 2020; The Plant List, 2013).

Myristicaceae possui diversos metabodlitos descritos isolados ou identificados
para suas espécies, tais como: ésteres, esteroides, flavonoides, lignanas, neolignanas,
alcaloides e terpenos (Gotllieb, 1979; Kawanishi e Hashimoto, 1987; Lopes et al., 1998;
Denny et al., 2008)

O presente trabalho visa a descricao e quantificacdo de neolignanas de Virola
(Myristicaceae) no Brasil, género este que € o mais amplamente distribuido e com
maior nimero de espécies de ocorréncia. E abordado também o amplo espectro de
atividades bioldgicas relatadas para as neolignanas dentro do género Virola (Kawanishi
e Hashimoto, 1987).

2| GENERO VIROLA

O género Virola compreende 48 espécies distribuidas na Asia, Africa, Madagascar
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e na América. Na América & género mais disperso, indo desde a Guatemala ao Rio
Grande do Sul, incluindo a costa ocidental da Colémbia e Equador ao Atlantico
(Valderrama, 2000).

As principais classes de metabdlicos secundarios relatados para o género sao:
flavonoides, policetideos, lignanas, neolignanas, acidos graxos, taninos, terpenos e
alcaloides (Barata et al., 2000; Blumenthal et al., 1997; Lopes et al., 1983; Martinez
et al., 1999; Rezende; Kato, 2002; Denny et al., 2007). Dados compilados para este
trabalho sumarizam 188 substancias diferentes presentes em espécies de Virola do
Brasil que estao representadas na Figura 1.

Alcaloides 7% Acidos graxos 3%

e

Policetideos
9%

Flavonoides
14%

Neolignanas
F 47%

Lignanas 20%
N=188

Figura 1. Grafico do percentual de metabdlitos secundérios presentes no género Virola
(Myristicaceae).

Aanalise do gréafico acima evidencia que dentre as classes de metabdlitos isolados,
as lignanas e neolignanas, correspondem a maior porcentagem de constituintes
identificados no género somando 67%. Esses dados corroboram também com o relato
de Morais (2008) de que neolignanas e lignanas se destacam como constituintes
majoritarios na familia Myristicacea na qual este género esta inserido (Morais, 2008).

No Brasil sdo descritas 35 espécies deste género, sendo geralmente encontradas
nas florestas tropicais. Na bacia amazdnica, por exemplo, 26 espécies ja foram
relatadas (Quintanilha e Lobao, 2017; Rodrigues, 1980). As espécies existentes no
Brasil estao listadas na Tabela 1.

Espécie . Domlnl’o. Distribuicao Geografica | Endemismo
Fitogeografico

Virola albidiflora Ducke Amazbnia AM, AC, MT NE
Virola bicuhyba (Schott ex

Spreng.) Warb. sin. Virola Mata Atlantica 2'3 I\élg ES, SP,RJ, PR, E
oleifera (Schott) A.C.Sm ’

Virola caducifolia W.A.Rodrigues | Amazénia PA, AM NE
Virola calophylla Warb. Amazonia |\R/|$, AP, PA, AM, AC, RO, NE
Virola calophylloidea Markgr. Amazbnia PA, AM, AC NE
Virola carinata (Benth.) Warb. Amazénia AC, AM, AP, RO, RR, MT NE
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Virola coelhoi W.A.Rodrigues Amazdnia AM NE
Virola crebrinervia Ducke Amazonia AP, PA, AM, RO E
Virola decorticans Ducke Amazébnia AM, AC NE
Virola duckei A.C.Sm. Amazbnia AM, AC NE
Virola elongata (Benth.) Warb.
sin. Virola cuspidata (Benth.) Amazobnia RR, AP, PA, AM, AC, RO, NE
MT
Warb.
Virola flexuosa A.C.Sm. Amazbnia AM, AC, PA, RO NE
Virola gardneri (A.DC.) Warb. Mata Atlantica EE’ BA, AL, MG, ES, SP, E
Virola guggenheimii Amazénia AP, PA, AM E
W.A.Rodrigues T
Virola loretensis A.C.Sm. Amazonia AM, AC NE
Virola malmei A.C.Sm. Amazonia, PA, AC, MT E
Cerrado

Virola marleneae W.A.Rodrigues | Amazénia AM NE
Virola michelii Heckel sin. Virola o AP, PA, AM, RO, RR, MA,

. .. . Amazdnia NE
melinonii Benist MT
Virola minutiflora Ducke Amazobnia AC, AM, RO, MT E
Virola mollissima (A.DC.) Warb. | » oo PA, AM, AC, RO, RR, MT NE
sin. Virola divergens Ducke
Virola multicostata Ducke Amazonia PA, AM, RO, MT E
Virola multinervia Ducke Amazobnia PA, AM, AC, RO NE
Virola obovata Ducke Amazonia AM NE
Virola officinalis Warb. Mata Atlantica | BA, MG, ES E
Virola parvifolia Ducke Amazénia AM NE
Virola pavonis (A.DC.) A.C.Sm. | Amazbnia AC, AM, RO, MT NE
Virola peruviana (A.DC.) Warb. | Amazénia AM, AC NE
Virola polyneura W.A.Rodrigues | Amazénia AM NE
Virola rugulosa Warb. Amazénia AM NE
Virola sebifera Aubl. Sin. Amazoénia, RR, AP, PA, AM, TO, AC,
Heterotipico Virola theiodora Cerrado, Mata | RO, MA, BA, MT, GO, DF, NE
(Spruce ex Benth.) Warb. Atlantica MG, SP, RJ
Virola sessilis (A.DC.) Warb. Amazonia, RO, MT E

Cerrado

Virola subsessilis (Benth.) Warb. | Cerrado TO, MA, PE, BA, PI, GO E
Virola surinamensis (Rol. Ex Amazobnia, RR, AP, PA, AM, TO, AC, NE
Rottb.) Warb. Caatinga RO, MA, PI, CE, MT
Virola urbaniana Warb. Cerrado TO, MA, BA, MT, GO, DF E
Virola venosa (Benth.) Warb. Amazonia AP, PA, AM, RO, MT NE

Tabela 1. Lista das espécies do género Virola presentes no Brasil e distribuicdo geogréfica.

*NE= Nao Endémica no Brasil; E= Endémica no Brasil.

Das espécies descritas para o Brasil, apenas 10 apresentam algum tipo de estudo
quimico e/ou biolégico. O que retrata a necessidade de estudos mais aprofundado
para o género.

Das espécies mencionadas na Tabela 1 as mais estudadas do ponto de vista
quimico sao V. carinata, V. elongata e V. sebifera. E em termos de atividade biologica,
se destacam como as mais analisadas V. sebifera e V. surinamenses.
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De acordo com Barbosa Filho (1999), o termo genérico ligndides € utilizado
para descrever as micromoléculas que possuem seu esqueleto basico formado pelo
grupo fenilpropanoico (C.-C,) (Figura 2), sendo n reservado a poucas unidades. Os
ligndides se dividem em seis grupos (lignanas, neolignanas, alolignanas, norlignanas,
oligolignodides e heteroligndides) de acordo ao tipo de acoplamento observado entre
as unidades C-C, criando uma variabilidade estrutural responsavel pelas subclasses
apresentadas (Barbosa Filho, 1999; Gottlieb, 1979).

Neste trabalho abordamos os diferentes tipos estruturais de ligndides do tipo
neolignanas presentes no género Virola (Myristicaceae) pesquisado no periodo de
1975 — 2017 (ScienceDirect, Scifinder, PubMed, Scielo).

Neolignanas, do grego néos = novo, sao uma classificacéo dos ligndides proposta
em 1978 por Otto Richard Gottblieb onde dimeros oxidativos de alil fendis e de propenil
fendis ligados no carbono B e que nao apresentam o carbono gama (C-X) oxigenado
(Figura 2-A). A numeracao dos atomos de carbono segue a numeragao proposta por
Gottlieb onde os a4tomos de carbono sdo enumerados de 1-9 e os atomos de carbono
da segunda unidade de C-C, sdo enumerados de 1’-9’ como mostrado na Figura 2-B
(Gottlieb, 1978).

Figura 2. A) Unidade basica de neoligananas (C,-C,). B) Numerag&o dos atomos de carbono
da estrutura basica de neolignanas.

As diferentes formas de jungéo destas unidades C-C, possibilitam 15 diferentes
subtipos de esqueletos basicos de neolignanas. O esqueleto basico de neolignanas
podem ser representados de acordo com as posicdes das ligacbes entre as
unidades C,-C,. Os tipos estruturais encontrados dentro do género Virola séo de 9
subtipos: diarilbutano, ariltetralina, tetraidrofurano, benzofurano, di-hidrodieugenol,
ariloxiarilpropano, benzodioxano, arilbenzilmetiltetraidrofurano e B-ariloxiarilpropano.
Que sao mostrados na Tabela 2 (Barbosa Filho, 1999).

Producao e Controle de Produtos Naturais Capitulo 11




(j\i\“jgw

7.0.48.3

Diarilbutano Ariltetralina Tetraidrofurano
s X s
| 8|' \8_8'/
\ / \7./ \ l J'
O
8.8’ 8.8’,6.7 7.0.7°,8.8’
Benzofurano Di-hidrodieugenol

‘ X 3—3'| X
Z G
3.3

Ariloxiarilpropano

\8/0\4©\/\
| s

8.0.4

Benzodioxano

A

7.0.3,8.0.4

ArilbenzilmetiItetraigLofurano

e sl' X
AN \O/g, F
F

8.8,7.0.9’

B-ariloxiarilpropano
37

F

“

8

8.3’

Tabela 2. Esqueletos carbénicos e designacao numérica de neolignanas relatadas na literatura.

Neolignanas sdo oriundas biossinteticamente da rota do chiquimato. O &cido
chiquimico, obtido como produto intermediario da glicolise ou da fotossintese via ciclo
de fosfato pentose é o precursor dos aminoacidos aromaticos L-tirosina, L-fenilalanina

e L-triptofano.

Os aminoacidos aroméaticos sao as unidades basicas formadoras de fenillpropano

(C,-C,) presente nas mais diversas classes de metabolitos primarios. L-tirosina e

L-fenilalainaformam as unidades basicas encontradas em acidos cinamicos, cumarinas,

lignanas e flavonoides. E o aminoéacido L-triptofano forma a unidade observada em
varias estruturas de alcaloides (Dewick, 2002) — Figura 3.

v

Glicolise I
[ Fotossintese ]—) [

Ciclo Fosfato
Pentose

g

Acido
chiquimico

L-fenilalanina

L-tirosina

i

L-triptofano

Acidos cindmicos
Cumarinas
Lignanas
Flavonoides

—> Alcaloides

Figura 3. Esquema simplificado da rota biossintética de metabdlitos secundarios via chuiquimato.
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41 NEOLIGNANAS DO GENERO VIROLA

O género Virola no Brasil apresenta 89 neolignanas descritas e isoladas das

folhas, cascas, galhos, frutos e madeira das espécies listadas na Tabela 3. Destas
20 sao do tipo diarilbutano, 31 ariltetralina, 6 tetraidrofurano, 6 benzofurano, 2 di-

hidrodieugenol, 10 ariloxiarilpropano, 6 benzodioxano, 2 arilbenzilmetiltetraidrofurano,

4 B-ariloxiarilpropano e 2 outras neolignanas com esqueletos semelhantes a di-

hidrodieugenol (Figura 4 e 5).

As neolignanas do subtipo ariltetralinas s&o os constituintes secundarios

encontrados em maior quantidade nas espécies de Virola (Rezende et al., 2005).

R1 R2 R3 R4 RS R6 R7 R8
1 H,CO  H;CO H OH H,CO  H,CO CH, CH,
26 -OCH,0- OH H H,CO  H,CO CH, CH,
27 H,CO  H,CO OH H -OCH,0- CH, CHs
28 -OCH,O- OH H -OCH,0- CH, CH,
29 H,CO  H,CO l¢) H -OCH,0- CH, CH,
40 H,CO OH H CH, -OCH,0- CH, CHs
41 H,CO OH H H OH H,CO CH, CH,
42 H,CO OH H H -OCH,0- CH, CH,
52 -OCH,0- l¢) o -OCH,0- CH, CH,
60 H,CO  H,CO l¢] H -OCH,0- CH, CH,
68 H,CO  H;CO OH H H,CO  H,CO CH, CH,
69 -OCH,0- OH H OH H,CO CH, CH,
Diarilbutano 70 H,CO  H,CO OH H OH H,CO CH, CHs
71 -OCH,0- H OH H,CO  H,CO CH, CH,
72 -OCH,0- H H H,CO  H,CO CH, CH,
73 H,CO  H,CO H H -OCH,0- CH,OH CH,
74 H,CO  H,CO l¢] o -OCH,0- CH, CH,
75 -OCH,0- H o} H,CO  H,CO CH, CH,
76 H,CO  H,CO H o) H,CO  H,CO CH, CH,
87 -OCH,0- H H -OCH,0- CH,OH CH,OH
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R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 RN
2 H,CO  H,CO  H H CH, CH, H H,CO  H,CO H
5 H -OCH,O o CH, CH;  OH -OCH,0- H
6 H,CO  H,CO  H o CH, CH;  OH -OCH,0- H
7 H,CO  H,CO  H o CH, CH, H -OCH,0- H
8 H,CO  H,CO  H o CH;  OH CH;  OH -OCH,0- H
Ry 9 -OCH,0- H o CH;  OH CH;  OH  H,CO H,CO H
Ry Rs 22 H,CO OH H H CH; CH, H H,CO OH H
Re 23 -OCH,0- H H CH, CH, H H,CO  OH H
Ry R, 24 -OCH,0- H H CH, CH, H H,CO  H,CO H
R, Ro R, 25 H -OCH,O- OH CH, CH, H -OCH,0- H
44 H;CcO -OCH,O H CH, CH;  OH -OCH,0- H
Re 45 H -OCH,O- H CH, CH;  OH -OCH,0- H
R, 67  H,CO  OH H H CH, CH, H H,CO  H,CO H
Ariltetralina 77 H,CO H,CO  H H CH, CH, H -OCH,0- H
78 H,CO H,CO  H o CH, CH, H -OCH,0- OH
79 H,CO H,CO  H o CH;  OH CH, H -OCH,0- OH
80 H -OCH,O- o CH, CH, H -OCH,0- H
81 H -OCH,O- H CH, CH, H -OCH,0- H
82 H -OCH,O- o CH, CH, H -OCH,0- OH
83 H -OCH,O- o CH, CH, H -OCH,0- OAc
88  H,CO OH H H CH, CH, H -OCH,0- H
Ry
Ry Rs R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10
Rs 10  H,CO H,CO H o] CHs OH CHs -OCH,0- H
R; Ry 37 H,CO  H,CO H H CHs CH; -OCH,0- H
Rs Rio 46 H,CO -OCH,0- H CHs CHs -OCH,0- H
84 -OCH,0- H H CHs CH; H,CO H,CO H
Ry 85 -OCH,0- H H CHs CHs -OCH,0- H
Rg
Ra
R Re R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 RS R9 R10
1 H,CO  H,CO H o] CH;  CH, OH -OCH,0- H
Ry Rg
R7
Rs Rio
Rg
Rg
R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9
3 HiCO  H,CO H H CH;  COH -OCH,0- H
4 HiCO  H,CO H H CH; COOH -OCH,0- H
38 HiCO  H,CO H H CH;, CH; -OCH,0- H
39 H,CO  OH H H CH;, CH; -OCH,0- H

Rg
Ariltetralina

Producéo e Controle de Produtos Naturais Capitulo 11




R1 R3 R4 R5 R6
30 -OCH,0- H H -OCH,0-
Ry o Ry 31 H,CO H H,CO H,CO H
32 HsCO HsCO H H,CO HsCO H
Ry Rs 35 H,CO H,CO H4CO H,CO H,CO H4CO
R; Rg 36 -OCH,0- H H,CO OH H
Tetraidrofurano 43 H,CO H H,CO OH H
Ra Rs R1 R2 R4 R5 R6
R, 13 H OH H,CO CH;  CH,CH=CH, H,CO
° 17 H H,CO  H,CO  CH,OH CH,CH=CH, H,CO
R, Rs 32 -OCH,0- CH, CH=CHCH,  H,CO
Ry 66 H,CO  HyCO CHy  CH,CH=CH, H,CO
R1 R2 R4 R5 R6
12 H OH H,CO CHy,  CH,CH=CH, H,CO
20 H,CO  H,CO CH;  CH,CH=CH, H,CO
Benzofurano
R5
R, R1 R2 R3 R4 R5 R6
R, 49  CH,CH=CH, H,CO OH OH HyCO  CH,CH=CH,
Re 50 CH,CH,CH;  H,CO OH H,CO  H,CO  CH,CH=CH,
R3
R,
Di-hidrodieugenol
R, R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8
Re o 33  H,CO H,CO H,CO OH CH, H,CO H CH=CHCH,
34  H, CO H,CO H OH CH;  H,;CO H CH=CHCH,
Ri Ry R, 48 HCO HCO HCO H CH, H,CO H,CO  CH=CHCH,
) 53 H H,CO H,CO OH CH,OH H,CO H CH,CH=CH,
R 55 -OCH,0- H,CO H CH, H,CO HsCO  CH,CH=CH,
Rs 56 H,CO OH H,;CO H CH;  H;CO H;CO  CH=CHCH,
Avriloxiarilpropano
57 H,CO OH H,CO OH CH;  HCO H;CO  GH=CHCH,
58  H,CO H,CO H,CO OH CH, H,CO H CH=CHCH,
59 H,CO OH HCO O CH;  HCO H;CO  GH=CHCH,
86 H,CO H,CO H OH CH, H,CO H CH,CH=CH,
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R4
o
R4
o Re
Ry

R;
Benzodioxano

OH

Ry

R,

Arilbenzilmetiltetraidrofurano

B-ariloxiarilpropano

R1 R2 R3 R4 R5
47 H,CO  HCO  H,CO  H,CO  CH,CH=CH,
&1 H,CO ~ OH  HCO  H;CO  CH=CHCH;
62 HCO  HCO  HCO  H,CO  CH,CH=CH,
63 HiCO  HsCO H H,CO  CH,CH=CH,
64  HCO  OH  HCO  HCO  CH,CH=CH,
65  HCO  HCO  HCO  H,CO  CH,CH=CH,
R1 R2 R3 R4
) 15 H,CO  H,CO  HsCO  H,CO
R, 16 -OCH,0- H,CO  H,CO
R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7
18 H H,CO H,CO (0] CH,OH OH OH
19 H H,;CO H,CO OH CH,4 OH H,CO
21 HCO  HCO  H o CH, OH  HCO
51 H H;CO H,CO (0] CH,4 OH H,CO

Figura 4. Estruturas de neolignanas presentes no género Virola.

) e

—_—

OH o’/
[ \\ / Hm
14 s ﬂ.\‘\

Figura 5. Estruturas de neolignanas com esqueleto semelhante a di-hidrodieugenol
encontradas no género Virola.

As neolignanas estao distribuidas nas espécies segundo a Tabela 3.

Espécie

Composto

Referéncia

Virola albidiflora Ducke

Virola bicuhyba (Schott ex
Spreng.) Warb.

[13], [24], [39]

Virola caducifolia W.A.Rodrigues

Virola calophylla Warb.

37-40

[33],

Virola calophylloidea Markgr.

44, 46

[32]

Virola carinata (Benth.) Warb.

12-13, 17-20, 22-24, 49-51, 53-
59, 66

[8], [15], [21], [22], [23]

Virola coelhoi W.A.Rodrigues
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Virola crebrinervia Ducke

Virola decorticans Ducke

Virola duckei A.C.Sm.

1-2, 5-8, 15-16, 24, 37, 47-48, 60,
71-80, 84-85

Virola flexuosa A.C.Sm. 87 [1]
Virola gardneri (A.DC.) Warb.

Virola guggenheimii
W.A.Rodrigues

Virola loretensis A.C.Sm.

Virola malmei A.C.Sm.

Virola michelii Heckel

Virola minutiflora Ducke

Virola mollissima (A.DC.) Warb.
Virola multicostata Ducke

Virola elongata (Benth.) Warb.

Virola multinervia Ducke

Virola obovata Ducke
Virola officinalis Warb.
Virola parvifolia Ducke

12-13, 19-20, 31-32, 43, 48-49,
51, 56, 61, 66, 86

Virola pavonis (A.DC.) A.C.Sm.

Virola peruviana (A.DC.) Warb.
Virola polyneura W.A.Rodrigues
Virola rugulosa Warb.

Virola sebifera Aubl.

Virola sessilis (A.DC.) Warb.
Virola subsessilis (Benth.) Warb.

[2], [3], [5], [6], [41],
[44]

Virola surinamensis (Rol. Ex

Rottb.) Warb. 2, 30, 32-36,

Tabela 3. Neolignanas presentes nas espécies do género Virola no Brasil.

5| ATIVIDADE BIOLOGICA DAS NEOLIGNANAS DO GENERO VIROLA

Neolignanas (naturais e sintéticas) ja foram estudadas quanto aos efeitos
antifangicos, anti-inflamatério, neuroldgico, anti-hepatico, anticancer, entre outros
(Barata et al., 2000). Aqui serdao abordadas apenas aquelas isoladas das espécies do
género supracitado.

Narevisao realizada pode-se constatar que apenas 23 estudos evolvendo alguma
atividade biologica foram analisados a partir de extratos, fragbes e/ou substéncias
isoladas do género Virola (Figura 6) (Hiruma-Lima et al., 2009; Barata et al., 2000;
Veiga et al., 2017; Zacchino et al., 1998; Kuroshima et al., 2001; Rezende et al., 2005;
Sartorelli, Young e Kato, 1998; Lopes et al., 1998; Denny et al., 2008; Costa et al.,
2008; Miles et al., 1987; Pereira et al., 2017; Baquero et al., 2015; Carvalho et al.,
2010; Morais et al., 2009).
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Antioxidante 9%  Inseticida
4%

Antiparasitaria 4%

Anti-ulcerogénica 4% Atividade Pdr5p ATPase
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Antifingica
9%

Antimicrobiana
A — 13%

Antinoceptiva
13%

Anti—in{lg(gmtéri_a/ Anti-leishimaniose
0 18% N=23

Figura 6. Grafico do percentual de cada atividade biologica avaliada para as substancias e/ou
extratos das espécies do género Virola.

Dos 23 estudos de atividade bioldgica avaliados e relatados na literatura entre
1978-2017 para extratos, fracbes e/ou substancias isoladas de espécies de Virola,
6 relatam algum estudo realizado para neolignana presente no género. Observa-se
que em termos farmacol6gicos pouco se sabe sobre 0 potencial das neolignanas aqui
citadas (Figura 4 e 5).

Dentre essa quantidade reduzida de atividade relatada, destacam-se as atividades
anti-leishmaniose, antifagica, anti-ulcerogénica, antinoceptiva, anti-inflamatoria,
antioxidante; que foram realizadas para neolignanas isoladas de alguma das espécies
de Virola.

Em 2017, Veiga e colaboradores avaliaram extratos (Hexano, Acetato de etila
e Metanol), fracdes e as neolignanas 33, 34, e 35 isoladas de V. surinamensis frente
as cepas L. amazonenses e L. chagasi. A atividade foi realizada apenas para os
extratos, fracdes e a neolignana 33, pois as neolignanas 34 e 35 nao foram isoladas
em quantidade suficiente. Dos compostos testados apenas o extrato em Hexano foi
ativo, com um IC,  de 86,40 ugmL" e 79,7 ugmL" para L. amazonenses e L. chagasi,
respectivamente, comparado com o controle (anfotericina: IC,, = 0,062 e 0,169 pgmL-
). A neolignanas 33 néo apresentou atividade anti-leishmaniose nas concentracdes
testadas (entre 25 e 500 ygmL") (Veiga et al., 2017).

A atividade antifungica foi realizada mediante a inibicdo da enzima sintase
(1,3)-B-glucan pelas neolignanas 33 e 34 (isoladas das folhas de V. surinamenses).
A atividade biolégica avaliada demostrou que 33 nao possui nenhuma acgao frete a
enzima. No entanto, a neolignana 34 resultou em 43% de inibi¢éo (IC,,= 175 ygmL"')
da enzima comparado com o controle positivo (Zacchino et al., 1998).

Atividade antioxidante das neolignanas 5, 6, 7, 80 e 82 foi realizada mediante a
inibicdo do processo de peroxidacéo lipidica espontanea utilizando lipidio cerebral de
ratos Wistar através da medida de TBARS (reacdao com acido tiobarbitarico). Como
controle positivo foi utilizado a-tocoferol (CTL+). Das neolignanas avaliadas, apenas a
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82 foi ativa com concentragéo letal inferior a obtida para o controle (CL,, = 0,10 ygmL"
e CL,,, =4,64 ugmL") (Rezende et al., 2005).

Grandisin (35) isolada de Virola surinamensis foi avaliada quanto a atividade
antinoceptiva e anti-inflamatéria. A atividade antinoceptiva foi realizada mediante a
contracdo abdominal provocada por acido acético em camundongos albinos suicos
e, o0 tempo de reacao de dor nas patas ocasionadas por ingestdo de formalina. Ja a
atividade anti-inflamatéria foi avaliada mediante a medicdo de edemas provocados
por inflamacgao cutanea e, pelo teste de Carrageenan, que quantifica os leucécitos que
migraram para a cavidade peritoneal sob acédo de agentes quimiotaticos. Grandisin
reduz a contracdo abdominal numa dose dependente da concentragdo assim como
reduz em 65,7% o tempo de reacéo de dor no teste de ingestado de formalina. A acao
anti-inflamatoria também foi verificada na reducdo de 64% de edemas comparado
com o grupo controle. Quanto a contagem dos leucécitos, grandisin ndo apresentou
alteracao na migracao (Carvalho et al., 2010).

O potencial alelopatico (inibicdo de germinacdao de semente, radiculas e
hipocotilo) das neolignanas 33 e 34 isoladas de V. surinamensis frente as espécies
de ervas daninhas Mimosa pudica, Senna obtusifolia e Senna occidentalis resultou
na inibicao do crescimento de sementes em maior intensidade apenas de M. pudica
(31%), seguida pela espécie S. occidentalis (26%) na maior concentracao utilizada (8,0
mgL").Ja a neolignana 34 ndo produziu efeitos inibitdrios em nenhuma das espécies
de planta daninha (Borges et al., 2007).

O extrato metandlico das folhas, as fragcbes em hexano e acetato de etila e a
neolignanas 28 de V. oleifera foram avaliados quanto a atividade antinoceptiva. O teste
consistiu na reducéo da constricdo do musculo abdominal junto com um alongamento
dos membros posteriores induzido por ingestao de acido acético em camundongos
suicos masculinos. Os animais pré-tratados com 10 mgmL™ de solucao do extrato,
fracOes e substancia apresentou redu¢ao no numero de constricdo muscular de ordem
de 39,8%, 51,3% e 50,5% para o extrato metandlico, fracdo em hexano e fracdo em
acetato de etila, respectivamente. A neolignanas 28, apresentou a melhor reducao
(75,9%) quando comparado ao controle (Kuroshima et al., 2001).

6 | CONSIDERACOES FINAIS

No periodo pesquisado 29 trabalhos foram encontrados e analisados envolvendo
estudos quimicos e atividades biologicas de espécies vegetais do género Virola de
ocorréncia no Brasil sendo referentes a 10 das 35 espécies distribuidas em territério
nacional.

Do ponto de vista de variabilidade estrutural, este género mostrou-se muito rico
em diversidade onde, das 188 substancias relatadas isoladas a partir de 10 espécies
estudadas, 89 sao neolignanas representando 46% dos compostos presentes nessas
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plantas.

Quanto a atividade biolégica de espécies de Virola, a maior parte dos estudos
(20) foram realizados com extrato de partes da planta. Apenas 9 estudos foram
realizados em termo de substancias presente na espécie, e destes, 5 espécies (V.
michelli, V oleifera, V. pavonis, V. sebifera, V. surinamensis) foram as mais avaliadas.
As 4 espécies: V oleifera, V. pavonis, V. sebifera e V. surinamensis destacam-se como
as que obtiveram alguma atividade avaliada a partir de neolignanas isoladas das
mesmas.

Esse baixo numero de estudo bioldgico evidencia a importéncia de se continuar
a pesquisar o potencial biolégico do género, bem como contribuir com o estudo
fitoquimico das espécies listadas na Tabela 3 que ndo apresentaram nenhum estudo
referente a identificacdo de neolignanas.

Dados compilados no presente trabalho evidenciam que as neolignanas e
lignanas sdo os compostos majoritarios de Virola no Brasil e, as neolignanas com
maior grupo metoxila como substituintes sdo as que apresentaram uma atividade
bioloégica mais expressiva embora estudos de correlacdo entre atividade biolégica e
estruturas quimicas sao escassos ou inexistentes.
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RESUMO: O mosquito Aedes aegypti é um dos
principais vetores de arboviroses e os inseticidas
utilizados no seu controle s&o téxicos e ndo sao
totalmente efetivos. O género Piper apresenta
diversas substancias ativas contra artrépodes,
incluindo as neolignanas. O presente trabalho
avaliou o potencial larvicida do extrato bruto
n-hexanico de folhas de Piper solmsianum
(PS) e do eupomatenoide-6 contra Ae. aegypti.
O extrato PS apresentou boa atividade contra
larvas de terceiro estadio e eupomatenoide-6
exibiu DL, de 19,33 uM, sendo a substancia
mais ativa contra Ae. aegyptija isolada de uma
espécie de Piper. Eupomatenoide-6 foi também
analisado quanto a sua toxidez e apresentou
boa seletividade. Foi desenvolvido e validado
um método por Cromatografia em Fase Liquida
de Alta Eficiéncia acoplado a detector de
ultravioleta-visivel em rede de diodos (CLAE-
DAD) para a determinacao de eupomatenoide-6
em PS, sendo o extrato padronizado em 23,45
+ 0,58 mg da substéancia/g. Dessa forma, a DL,
de PS corresponde a uma dose cerca de quatro
vezes menor que a DL, de eupomatenoide-6,
indicando a presenca de outras substancias
ativas. Foi demonstrado que PS apresenta
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grande potencial para uso como inseticida contra Ae. aegypti, uma vez que sua
substancia majoritaria apresenta 6tima atividade e seletividade. O método analitico
desenvolvido apresenta diversas vantagens sobre o descrito anteriormente na
literatura.

PALAVRAS-CHAVE: Larvicida, Neolignanas, Padronizacao, Piperaceae, Toxidez.

ABSTRACT: The Aedes aegypti mosquito is one of the major vectors of arboviruses
and the insecticides used are toxic and have not been effective. The genus Piper has
many active compounds against arthropods, including neolignans. The present study
evaluated the larvicidal potential of the n-hexanic crude extract of leaves of Piper
solmsianum (PS) and of eupomatenoid-6 against Ae. aegypti. PS showed good activity
against 3“ instar larvae and eupomatenoid-6 exhibited LD, of 19.33 uM, being the most
active compound against Ae. aegypti isolated from Piper sp. Eupomatenioid-6 was
also assayed to its toxicity and exhibited great selectivity. A High-Performance Liquid
Chromatogaphy (HPLC-DAD) method for the determination of eupomatenoide-6 in PS
was validated and the extract was standardized in 23.45 + 0.58 mg of eupomatenoid-6
per gram of extract. Therefore, the LD,  of PS corresponds to a dose of eupomatenoid-6
about 4 times smaller than the isolated compound, indicating the presence of other
active substances. In conclusion, we found that PS has a great potential for use as
insecticide against Ae. aegypti once its major compound is very active and selective.
The analytical method developed has many advantages over the previously reported
in scientific literature.

KEYWORDS: Larvicidal, Neolignans, Piperaceae, Standardization, Toxicity.

11 INTRODUCAO

O artrépode Aedes aegypti(Culicidae) é um inseto adaptado ao ambiente urbano,
local onde encontra-se a principal fonte de alimentacao das fémeas, o sangue humano.
Esse mosquito € considerado o principal vetor de diversas arboviroses nas regides
tropicais e subtropicais. Dentre as arboviroses transmitidas estédo a dengue (DENV) e
as febres chikungunya (CHIV) e zika (ZIKV) (MUSSO; GUBLER, 2016).

Nos ultimos 40 anos vém ocorrendo o ressurgimento de varias dessas arboviroses,
afetando em grande escala os seres humanos. Além dos transtornos causados por
esses virus, diversas complicagdes podem ocorrer: a dengue pode evoluir para quadro
hemorragico, podendo levar o paciente a choque hipovolémico e morte, as infec¢des
por CHIV podem levar a quadros de artralgia incapacitante crénica e, quanto ao ZIKV,
existem fortes indicios de que esteja ligado ao surgimento da Sindrome de Guillain-
Barré (SGB) e microcefalia em neonatos (MUSSO; GUBLER, 2016).

N&o existe tratamento especifico para essas arboviroses, sendo este feito sobre
os sintomas. Recentemente foi lancada uma vacina contra DENV (Dengvaxia®), mas
ainda néo existem vacinas para ZIKV e CHIV. De maneira geral, a melhor forma de
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prevengao contra essas arboviroses € o combate ao Ae. aegypti. A recente expansao
de DENV, CHIV e ZIKV destaca a ineficiéncia dos métodos atuais de controle deste
vetor (HIGGS; VANLANDINGHAM, 2015).

Um dos motivos complicadores no controle do vetor Ae. aegypti € a sua
domesticacao. O fato de ele estar associado a presenca de seres humanos restringe o
leque de inseticidas que podem ser utilizados, uma vez que muitos deles apresentam
grande toxidez contra mamiferos (NESHEIM; FISHEL; MOSSLER, 2014). Outro
problema é o surgimento de cepas resistentes, como relatado por Chediak et al.
(2016). Esses autores reportaram o aumento da resisténcia com o passar dos anos,
onde, desde 2010, o temefés vem apresentando mortalidade de menos de 80% dos
mosquitos na maioria das regides brasileiras, caracterizando sua ineficiéncia. Assim,
evidencia-se a necessidade do desenvolvimento de novos métodos efetivos de controle
do vetor Ae. aegypti.

Para suprir essa necessidade, pesquisas por novas alternativas naturais de
controle que tenham menor impacto na satde humana e de outros animais tém sido
realizadas (BENELLLI, 2015). Nesse contexto, as plantas do género Piper produzem um
arsenal de substéancias ativas contra artropodes. As neolignanas se destacam nesse
cenario, especialmente contra mosquitos (MACEDO; DOS SANTOS; et al., 2017).

As neolignanas isoladas de espécies de Piper apresentam diversas atividades
biolégicas, sendo as benzofurédnicas as mais exploradas (MACEDO; DOS
SANTOS; et al., 2017). No que concerne a atividade larvicida, eupomatenoide-5 (1),
eupomatenoide-6 (2), conocarpano (3) e decurrenal (4) foram testados contra larvas
de Aedes atropalpus e apenas 4 nao apresentou toxidez significativa (CHAURET et al.,
1996). Burchelina (5) foi toxica para larvas de Ae. aegypti, causando desorganizacao
e destruicdo celular, ruptura do tecido muscular e vacuolizagdo de células epiteliais do
intestino (Figura 1) (NARCISO et al., 2014).

R, % \b
R RID@ DDJ
B 3 <D
R, HO
LR =-0HF,=-0Me R, =-H 3:R=R,=-H, R, = (E}propenil ]
LR =-0HF.=E,=-H 4:B, =-0Me B,=-H R, =-CHO

6 R, +R, = -OCH20-, R, =-H

Figura 1 — Algumas neolignanas com nucleo benzofuranico isoladas de espécies de Piper.

Piper solmsianum C.DC. é um arbusto nativo e endémico do Brasil, conhecido
popularmente como caapeba ou jaguarandi (Figura 2). A partir de extratos dessa
espécie ja foram obtidas as neolignanas benzofuréanicas 1, 2, 3, eupomatenoides-3
(6), além de outras substancias como neolignanas tetraidrofuréncias, flavonoides e
o arilpropenoide apiol (MARTINS et al., 2000; MOREIRA; KAPLAN; GUIMARAES,
1995; SILVA et al., 2010).

Producao e Controle de Produtos Naturais Capitulo 12




O objetivo deste trabalho consistiu no isolamento bioguiado para avaliacdo do
potencial citotoxico e larvicida do extrato em n-hexano de folhas de P. solmsianum e
do eupomatenoide-6, bem como no desenvolvimento e validagdo de um método para
quantificacdo desta neolignana.

Figura 2 — Piper solmsianum C.DC.: (A) arbusto, (B) detalhe das inflorescéncias.

Fonte: Davyson de Lima Moreira

2 | MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao do extrato

Folhas de Piper solmsianum C.DC. foram coletadas em propriedade privada,
proxima ao Parque Nacional da Serra dos Orgdos, Guapimirim/RJ (GPS 22.480502
°S 42.996839 °0), em agosto de 2009. A espécie foi identificada pela especialista em
Piperaceae Dra. Elsie Franklin Guimaraes do Instituto de Pesquisas Jardim Botéanico
do Rio de Janeiro (JBRJ) e uma exsicata foi depositada no Herbario do JBRJ sob o
numero RB306112.

As folhas foram secas a 40 °C em estufa ventilada até atingirem peso constante
(600 g). O material vegetal seco foi triturado, extraido por maceracao estatica com
n-hexano e o solvente foi removido em evaporador rotatorio sob pressao reduzida,
rendendo 20,1 g de extrato seco (PS).

2.2 Isolamento de substéancias do extrato de Piper solmsianum

Uma aliquota de 20 g do extrato de PS foi submetida a cromatografia liquida a
vacuo (CLV - particula 5-25 pm) em funil sinterizado, onde foram obtidas 18 fracdes.
As fracdes PS-2 a 5 foram reunidas (5,07 g) e submetidas a cromatografia em coluna
de gel de silica, com auxilio de uma bomba Waters 510 (particula 5-25 um), eluida com
gradiente de polaridade, rendendo 27 fragdes. Dessas fragdes, reuniu-se de 8-11 (711
mg) que foram novamente cromatografadas em cromatografia Flash (particula 40-63
pum), sendo obtidas 10 fragcbes. Dessas fragdes juntou-se de 5-7 (131 mg) que foram
posteriormente separadas em CLAE-DAD (equipamento Waters® constituido de duas
bombas modelo 510; detector de arranjo de fotodiodos (DAD) modelo 996 e injetor
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manual) preparativo utilizando coluna Supelcosil C-8 (250 x 21,2 mm, 12 um) com fase
médvel composta por 80% de metanol e 20% de agua ultra pura acidificada com 0,05%
de acido trifluoroacético (TFA), vazao de 3 mL/min. Foram recolhidas duas fracbes A
(13 mg) e B (51 mg).

2.3 Elucidacao estrutural

As andlises por cromatografia com fase gasosa (CG) foram realizadas em
equipamento Hewlett-Packard 6890 acoplado ao espectrdmetro de massas (EM)
Hewlett-Packard 5972, utilizando-se colunaDP-5MS (5% difenil, 95% dimetilpolisiloxano)
capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm i.d., 0,25 um de espessura da camada),
tendo Hélio como gas de arraste, com vazao de 0,5 mL/min, por 60 min. Atemperatura
inicial foi de 70 °C com taxa de aquecimento de 5 °C/min até atingir 315 °C, mantendo
essa temperatura até o final da analise. A temperatura do injetor foi 270 °C e a do forno
300 °C. Os parametros de operacao do EM foram: 70 eV, fonte de ions a 250 °C, com
o quadrupolo configurado para selecionar ions com m/z de 40 a 700.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram obtidos em um
espectrdmetro Varian VNMRS 500 MHz, operando a 500 MHz para frequéncia de 'H e
125 MHz para *C, tendo como padrao interno o tetrametilsilano (TMS), para 'H e *C

(0 ppm).

2.4 Teste larvicida

Os ovos de Ae. aegypti, cepa Rockefeller, foram fornecidos pelo Dr. José Bento
Pereira Lima, do Instituto de Biologia do Exército Brasileiro e Fundag¢ao Oswaldo Cruz.
A eclosao foi feita em agua de criagao por aproximadamente 60 min. Em seguida, as
larvas foram colocadas em recipientes plasticos (25 x 15 x 7 cm) contendo 1 mL de
agua desclorada e 1 mg de racéo em po para peixe por larva. As larvas foram mantidas
em estufas BOD a 26 + 1 °C por 72 a 78 h.

As unidades experimentais foram formadas por grupos de 10 larvas de terceiro
estadio acondicionadas em copos plasticos de 50 mL contendo 10 mL de &agua
desclorada cada. Os copos foram entédo organizados em grupos de maneira aleatoéria,
com auxilio do programa PASS 11.0.10 para Windows, pela implementacdo do
algoritmo “random sorting” (HINTZE, 2011).

Para avaliar o extrato de P. solmsianum, dois grupos formados por seis replicatas
foram submetidos a doses de 50 e 100 pg/mL. Subsequentemente foi realizado
um experimento de dose x resposta utilizando B para o calculo da dose letal de 50
(DL,,), 90 (DL,,) e 99 (DL,,), variando-se a concentragéao entre 11,35 e 30,27 uM (3
e 8 pyg/mL). Grupos com diferentes concentra¢cdes de B foram formados com quatro
replicatas cada. Este estudo foi realizado em duplicata para o calculo dos valores de
DL (MACEDO; DUPRAT; et al., 2017).
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2.5 Analise dos dados

Os resultados sdo mostrados como média aritmética da porcentagem de cada
replicata de acordo com os grupos experimentais ao longo dos dias. As barras de erro
representam o erro padrao da média.

A comparacao das curvas de desenvolvimento das larvas a adultos foi feita pelo
teste estatistico de Gehan-Breslow-Wilcoxon (p < 0,05) no software GraphPad Prism
6,05 para Windows. Os valores de p gerados foram validados no software PAST,
versao 3,14 (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001). Os valores de DL foram calculados
por analise de probit (RAYMOND, 1985).

2.6 Ensaio de citotoxidez

A atividade metabdlica (viabilidade) das células MRS5 foi analisada utilizando
o método de MTT (MOSMANN, 1983). As células foram semeadas em placas de 96
pogcos em concentragcdo de 5 x 10* células/poco e deixadas em estufa por 24 h. O
meio de cultura foi entdo aspirado e substituido por um fresco. As células retornaram
para a estufa incubadora na presenca dos diferentes extratos e particbes e foram
incubadas por 48 h. Apds esse periodo, o reagente de MTT foi adicionado e as placas
foram incubadas por mais 3,5 h. O sobrenadante foi novamente retirado, os cristais
de formazan foram dissolvidos em solucédo a base de isopropanol (4 mM de HCI e
0,1% de Nondet P-40) e a absorbancia medida a 560 nm em espectrofotometro de
microplaca EPOCH. A substéancia B foi testada entre 7,8 e 500 ug/mL e em ftriplicata.

2.7 Validacao do método de CLAE-DAD e padronizacao do extrato em n-hexano

A padronizacao foi feita por CLAE-DAD utilizando sistema Flexar SQ 300
equipado com coluna Zorbax Eclipse Plus C18 (50 mm x 4,6 mmi.d., 3,5 um, tamanho
de particula), fase mével composta por 65% de acetonitrila e 35% de agua acidificada
com 0,05% de TFA, com vazao de 0,8 mL/min e temperatura de forno de 30 °C. O
volume de injecdo foi de 10 pL e a andlise foi acompanhada em 254 nm por 4,5 min.

A substéncia B foi utilizada para a construcédo da curva analitica de oito pontos
(10 a 140 ng/mL). O método foi validado de acordo com o0 manual do Instituto Nacional
de Metrologia, Qualidade e Tecnologia, sendo avaliados o intervalo de trabalho e
linearidade, limites de deteccao (LD) e quantificacao (LQ), efeito de matriz, preciséao e
robustez (INMETRO, 2016).

3| RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir do extrato obtido com n-hexano de P. solmsianum (PS), foi feita uma série
de cromatografias para o isolamento das substancias A e B.

Em andlise por CG-EM da fragédo A, foi encontrado um sinal tnico com tempo de
retencao (tR) de 37,28 min e ion molecular de m/z 266, sugerindo férmula molecular

Producao e Controle de Produtos Naturais Capitulo 12




de C H, O,. Ja na andlise da fragdo B foi encontrado um sinal unico com tR de 40,05
H.,.O

18" 16— 2°
Os dados de RMN 'H e ®C permitiram identificar as substancias A e B como

min e ion molecular de m/z 264, sugerindo formula molecular de C

as neolignanas conocarpano (3) e eupomatenoide-6 (2) (Tabela 1) respectivamente,
quando comparados com dados da literatura (PESSINI et al., 2005). Os espectros
de correlagdo homonuclear 'H-'H COSY e heteronucleares 'H-'*C HSQC e HMBC
confirmaram as estruturas propostas.

4CH 'H(m,Jem Hz, nH) 'H (nH, m, J em Hz) 8C (m)* 3C (m)
(B) (A) (B) (A)

1 - - 124,2 (C) 133,16 (C)
2/6 7,68 (d, J= 8,7, 2H) 7,29 (d, J= 8,5, 2H) 128,3 (CH) 128,06 (CH)
3/5 6,94 (d, J=8,6,2H) 6,83 (d, J=8,6, 2H) 115,4 (CH) 115,65 (CH)

- - 155,4 (C) 155,79 (C)
- 5,08 (d, J=8,7, 1H) 151,1 (C) 92,80 (CH)
- 3,39 (m, 1H) 109,9 (C) 45,44 (CH)

9 2,42 (s, 3H) 1,39 (d, J= 6,6, 3H) 9,3 (CH,) 18,06 (CH,)

1’ - - 132,6 (C) 131,48 (C)
2 7,43 (d, J=1,4,1H) 7,13 (s, 1H) 116,1 (CH) 120,93 (CH)

3 - - 131,7 (C) 132,55 (C)

& - - 153,0 (C) 158,49 (C)

5’ 7,36 (d, J=8,7, 1H) 6,76 (d, J=8,1, 1H) 110,6 (CH) 109,48 (CH)

6’ 7,28 :d: ;/;)8’7 © 7,12 (d, J=8,2, 1H) 122,1 (CH) 126,51 (CH)

6,52 (dd, J=15,6e 6,36 (dd, J=15,6, 1,5,

7 (1,5, 1H) ( 1H) 131,2 (CH) 130,96 (CH)

& 6,23 (gfqé’.,:E;S,G e 6,09 (dq, ;/;)15,6, 6,5, 124.2 (CH) 123,24 (CH)

g 1,91 (1d: ;’/;)6,6 e 1,86 (dd,sJH; 6,6, 1,5, 18,4 (CH,) 18,60 (CH,)
OH 4,99 (sl, 1H) 4,90 (sl, 1H) - -

Tabela 1 — Dados de deslocamentos quimicos (em ppm) das substancias A e B.
'H 500 MHz, CDCl,; **C 125 MHz CDCI,. * valores obtidos a partir dos espectros de HMBC e HSQC.

Uma vez que as neolignanas tém demonstrado boa atividade contra insetos,
decidiu-se testar o extrato de P. solmsianum contra larvas de Ae. aegypti (MACEDO;
DOS SANTOS; et al., 2017).

A Figura 3 apresenta o efeito do tratamento das larvas de Ae. aegypti com o
extrato em n-hexano de PS nas concentracbes de 100 yg/mL e 50 pyg/mL. A dose
mais alta causou a morte de 80% das larvas no primeiro dia e 98,3% no terceiro,
restando apenas uma larva viva. Essa larva passou para o estagio de pupa com 5
dias de atraso, morrendo apés essa evolucéo. A concentragcéo de 50 pyg/mL, por outro
lado, ndo causou nenhuma morte apds o primeiro dia e 50% dos insetos morreram ao
final do experimento, sendo a maioria na forma de pupa. Nao houve uma quantidade
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significativa de mortes em nenhum dos grupos controle (Figura 3A). Dessa forma, nao
foi feita curva de dose x resposta e assumiu-se 50 pg/mL como DL, para o extrato de
PS. Foi possivel observar também o atraso de 1 dia no desenvolvimento das larvas
sobreviventes a pupa e 1 dia de pupa para adultos (Figura 3B-D).

Sobrevivéncia (%)
Larvas (%)

Dias Dias
PS100x CS p = 1,901 PS 50 x CS p = 2,091
SC xPCp=0,2422 PS100x CS p =1,088%

SCxPCp=0,7215

1004 100+

80+ 80

60+ 60+

40+

Pupas (%)
Adultos (%)

40+

20+ 20+

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Dias
8 PS50 - pPs100 & CS %+ C PS50xCS p=3,83213

PS100x CS p =9,7442
SCxPCp=0,8092

Dias

Figura 3 — Efeito do extrato bruto em n-hexano de folhas de P. solmsianum na sobrevivéncia
(A) e desenvolvimento de larvas (B), pupa (C) e adultos (D) de Ae. aegypti a partir de larvas de
terceiro estadio em diferentes dias ap6s tratamento experimental com 100 yg/mL (PS 100) ou

50 pg/mL (PS 50) comparados com o controle de solvente (CS) e controle fisico (CF). Adaptado
de Macedo et al. (2017)

O extrato foi entédo fracionado, as fracdes testadas e, da mais ativa, foi obtido 2,
substancia que Chauret et al. (1996) demostraram apresentar boa atividade contra
larvas de segundo estadio de Ae. atropalpus. Essa substancia foi testada em diferentes
concentragbes contra as larvas de Ae. aegypti para a obtencao dos valores de DL,
(19,33 uM = 5,11 pg/mL), DL, (28,68 uM = 7,58 pg/mL) e DL, (36,28 uM = 9,59 g/
mL) como mostrado na Figura 4 e na Tabela 2. A atividade contra Ae. aegypti exibida
por 2 € maior do que as ja descritas para outras substancias isoladas de espécies de
Piper (CABRAL et al., 2009; LEITE et al., 2012; NASCIMENTO et al., 2013).
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Figura 4 — Efeito do eupomatenoide-6 (2) obtido do extrato bruto em n-hexano de folhas de
P. solmsianum na sobrevivéncia (A) e desenvolvimento de larvas (B), pupa (C) e adultos
(D) de Ae. aegypti a partir de larvas de terceiro estadio em diferentes dias apoés tratamento
experimental com 3,0 a 8,0 yg/mL (EUP 3 a 8) comparados com o controle de solvente (CS) e

Sobrevivéncia (%)

Pupas (%)

100

=]
o
1

=]
o
1

B
o
1

20+

Larvas (%)

Dias
5 Eup3 o Eup4 o Eup5 g Eupé

Adultos (%)

(%]
o
L

o

-o- Eup7 - Eup8 —aA- CS - CF

controle fisico (CF). Adaptado de Macedo et al. (2017)

DL

[uM] (IC 95%)

[ug/mL] (IC 95%)

2

4,39 (0,61-7,04)

1,16 (0,16-1,86)

50

19,33 (18,24-20,35)

5,11 (4,82-5,38)

90
99

28,68 (27,09-30,76)
36,28 (33,67-39,91)

7,58 (7,16-8,13)
9,59 (8,90-10,55)

Tabela 2 — Valores de Dose Letal (DL) do eupomatenoide-6 (2), obtido do extrato bruto em
n-hexano de folhas de P. solmsianum, contra larvas de terceiro estadio de Ae. aegypti da cepa

Rockefeller.

Outras substancias ativas isoladas de espécies de Piper e testadas contra Ae.

aegypti sao os alcaloides piplartina, isolado de Piper tuberculatum e piperlonguminina,

purificado de P. scutifolium. A piplartina foi efetiva em concentragdes acima de 378,33

pM (100 pg/mL), enquanto piperlonguminina apresentou DL, de 37,81 yM (12 pg/
mL), matando 100% das larvas a 94,54 yM (30 pyg/mL) (MALECK et al., 2014). A
neolignana (-)-grandisina, isolada das inflorescéncias de P. solmsianum apresentou

DL,, igual a 5,48 yM (2,37 pg/mL), porém esse estudo foi realizado com larvas de

primeiro estadio, sendo mais susceptiveis a tratamentos quimicos (CABRAL et al.,

2009). Quando testada em larvas de terceiro estadio, como no presente trabalho, o

valor de DL, da (-)-grandisina foi 346,81 yM (150 pg/mL). A avaliagéo histologica

das larvas mostrou alteragdes no intestino médio, com intensa destruicéo tecidual e

desorganizacao celular (LEITE et al., 2012). Outra neolignana ativa € a burchelina
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(5), que apresentou DL, de 45,54 uM (15,5 pyg/mL) e DL, de 79,33 uM (27 pg/mL)
(NARCISO et al., 2014).

Aboa atividade encontrada para 2 sugeriu que esta pode ser a principal substancia
ativa do extrato obtido em n-hexano de PS, dessa forma foi desenvolvido um método
para a quantificacéo de 2 neste extrato (secédo 3.1). Assim, o extrato foi padronizado
em 23,45 + 0,58 mg de eupomatenoide-6 (2) por grama de PS. Em vista disso, a DL,
de PS sobre as larvas (50 pg/mL) corresponde a uma dose de 4,44 + 0,11 pM (1,17
+ 0,03 ug/mL), uma quantidade cerca de 4 vezes menor que a substancia isolada,
0 que sugere a presenca de outras substancias ativas. Como também foi isolado 3
no presente trabalho e esta neolignana ja apresentou atividade contra larvas de Ae.
atropalpus é esperado que essa substancia contribua em possivel efeito de interacgéo,
como sinergistico ou aditivo (CHAURET et al., 1996). Embora nédo seja ideal, utilizando
a abordagem de Felipe et al. (2006) para doseamento de neoliganas totais, estima-se
uma concentracao de 1,15 + 0,52 mg de 3 para cada grama de PS, tendo assim a dose
correspondente de 2,14 + 0,11 uM (0,57 £ 0,03 pg/mL) na DL, de PS.

Existem trés tipos de interacéo entre substancias em alvos biolégicos: efeitos
aditivo, sinergistico e antagbnico. O efeito aditivo ocorre quando a acdo de duas
substancias utilizadas em conjunto é igual a soma das atividades isoladas, enquanto
o efeito sinergistico é o fenbmeno onde duas ou mais substancias agem em conjunto
para produzir um efeito maior do que o0 esperado para essas substancias isoladamente.
Ja o antagonismo é definido pelo efeito de interagéo ser menor que o esperado para a
soma dos efeitos individuais (LEE, 2010).

O sinergismo geralmente assume papel importante nas atividades descritas para
produtos naturais. Devido a presenca de sinergismo e de outros fatores como menor
custo de producéo e, geralmente, menor toxidez associada a extratos brutos, grande
parte do mercado de produtos naturais visa o desenvolvimento de produtos a partir
desses extratos ao invés de substancias isoladas (CALIXTO, 2000; DUTRA et al.,
2016; WAGNER, 2011). Alguns exemplos de inseticidas comercializados no Brasil na
forma de extratos sédo Derris sp. e Lonchocarpus sp. (devido a presenca de rotenona),
neem (Azadirachta indica A.Juss.) e alho (Allium sativum L.) (ISMAN, 2006).

Outro fator importante na busca de extratos ou substéncias ativas é a verificacdo
de sua toxidez. Dessa forma, além do teste larvicida de 2, foi realizado um ensaio
de citotoxidez em uma linhagem de fibroblastos humanos saudaveis (MRC5), onde
foi encontrada uma concentragéo inibitoria de 50% (Cl,;) de 39,30 uM (10,39 pg/
mL). Essa concentragao foi 2,03 vezes maior que o valor de DL, encontrado para a
atividade larvicida. Embora a realizagcao de ensaios de citotoxidez ndo sejam comuns
nos trabalhos que buscam novas substéncias com atividade larvicida, essa é uma
etapa crucial para que possa ser predita a toxidez aguda em mamiferos, uma vez que
a maioria dos inseticidas utilizados hoje apresentam alta toxidez (COS et al., 2006).
Nesse sentido, utilizando o método proposto por Vieira et al. (2011), foi calculado o
valor predito de DL, para toxidez aguda em roedores de 2, obtendo uma dose de 42,26
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mmol/kg (11.147,01 mg/kg), sendo um valor considerado seguro (ORGANIZACAO
DAS NACOES UNIDAS, 2009). Segundo o manual da ONU, substancias que possuem
DL,, predita entre 2.000 e 5.000 mg/kg (maior DL,, abordada neste documento)
apresentam toxidez aguda relativamente baixa e o teste em animais é desnecessario.
A partir desse valor pode-se calcular ainda o indice de seletividade (IS = DL, predita
para camundongo/DL,, do alvo) que mostra que 2 é aproximadamente 283.893 vezes
mais seletivo para mosquitos do que para camundongo.

3.1 Desenvolvimento e validagcao do método analitico

Na validacdo deste método foram construidas trés curvas pelo método dos
minimos quadrados utilizando as areas dos sinais cromatograficos obtidos a partir
de solugbes de 2 em acetonitrila. As medi¢cbes de cada curva foram realizadas
em triplicatas para cada nivel de concentracdo. Comportamento linear na faixa de
concentracao de 10,0 a 140,0 ng/Lde 2 foi observado em todas as curvas analiticas.
A equacao representativa da curva esta descrita na Figura 5A.
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Concentra¢io de eupomatenoide-6 (ng/mL)

Figura 5 — (A) Curva analitica representativa para determinacdo de eupomatenoide-6 (2) em
extrato em n-hexano de P. solmsianum por CLAE-DAD; (B) grafico de residuos.

O teste de Grubbs apontou a auséncia de valores discrepantes (outliers) e o
teste de Shapiro-Wilk confirmou a distribuicdo normal dos residuos [W_,_ . = 0,875

>W,_, . (n=28) =0,818] (Figura 5B). A adequagao do modelo linear foi avaliada
pelo teste F de Snedecor—Fisher [F .., = 372.647,7 > F .. (1;23) = 5,8] e pelo
teste de falta de ajuste e erro puro [F_, . =010<F_ . (6; 16) = 3,34]. Todos os

testes consideraram p = 0,05. A partir dos resultados destes testes estatisticos, pode-
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se concluir que o modelo linear € adequado para a determina¢ao de eupomatenoide-6
(2) no extrato em n-hexano de folhas de P. solmsianum.

Para a medicdo do efeito de matriz foram feitas trés curvas de adicédo padrao
independentes (Figura 6). A adicdo padrao se deu nas mesmas concentracdes e
condi¢des da curva analitica proposta. O valor de t calculado (0,009) foi menor que o
valor tabelado (2,692) utilizando p = 0,01, mostrando que as inclina¢cdes das curvas
séo estatisticamente iguais e, dessa forma, a matriz nao interfere na analise.

180000
/'
160000 y =936,8123x + 36.845,3178 e
2=

140000 R?=0,9992 o e

5 120000 —
fov
< 20000 " . y =935,0538x - 1.789,2146
20000 e R?=0,9999
0 -«
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Concentragio de eupomatenoide-6 (ng/mL)

Figura 6 — Curva analitica (azul) e curva de adicdo padrao (laranja) para avaliagdo do efeito
da matriz sobre a determinacéo de eupomatenoide-6 (2) em extrato em n-hexano de P,
solmsianum por CLAE-DAD.

O limite de quantificacdo (LQ) e o limite de deteccéo (LD) foram calculados
utilizando sete inje¢cdes do primeiro nivel de concentracdo da curva analitica (10,0
ng/L), sendo LD = 0,97 ng/L e LQ = 3,35 ng/L.

Para o método desenvolvido, a repetibilidade foi estimada utilizando o coeficiente
devariacao (CV) combase emtrés medidas consecutivas de trés niveis de concentracéo
(10,0, 80,0 e 140,0 ng/L), no mesmo dia (precisao intra-dia). Valores de CV foram
inferiores a 15% para cada nivel estudado, 3,07, 0,26 e 1,51 respectivamente,
evidenciaram a boa repetibilidade do método (INMETRO, 2016).

Neste trabalho a preciséo intermediaria foi avaliada variando o dia das medidas e
foi calculada por meio do coeficiente de variacao, em triplicatas auténticas, de solucdes
de eupomatenoide-6 (2) em acetonitrila, para os niveis mais baixos, intermediario e
mais alto (10,0, 80,0 e 140,0 ng/L, respectivamente), em trés dias diferentes (preciséo
inter-dia). Valores de CV menores que 15%, 1,77, 2,66 e 1,36 respectivamente,
demonstram a boa precisao intermediaria do método (INMETRO, 2016).

A robustez do método foi avaliada considerando a influéncia da temperatura e
variagao da fase mével. A avaliagao consistiu nos dados de CV (Tabela 3), cujo valor
médio foi inferior a 1 %. Além disso, foi realizada a analise de variancia (ANOVA) de
um fator por vez, sendo que os valores de F calculados, tanto para temperatura (0,681)
quanto para fase movel (0,400), foram inferiores ao valor critico tabelado (5,143), para
p = 0,05. Tais fatos evidenciaram que o método é robusto nas condi¢des investigadas.
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Area média do

Condicao sinal (mAU) Desvio Padrao CV (%)
MeCN:H,0O (65:35), 30 °C 64.319,61 1.758,96 2,73
MeCN:H,0O (63:37), 30 °C 65.132,90 768,72 1,18
MeCN:H,O (67:33), 30 °C 64.811,49 293,55 0,45
MeCN:H,O (65:35), 25 °C 64.777,44 172,23 0,27
MeCN:H,O (65:35), 35 °C 65.366,32 726,80 1,11

Geral 64.881,55 396,77 0,61

Tabela 3 — Robustez do método desenvolvido para determinacéo de 2 em extrato em n-hexano
de P. solmsianum por CLAE-DAD. Este procedimento foi realizado com uma solu¢éo de extrato
bruto em n-hexano de folhas de P. solmsianum.

MeCN = acetonitrila; H,0O = agua ultrapura + 0,05% de &cido trifluoroacético; CV: Coeficiente de variagéo

O presente trabalho é o primeiro a propor a quantificagcdo de eupomatenoide-6
(2) em extrato de P. solmsianum. O unico trabalho descrito na literatura que também
visava a quantificacao de 2 foi o de Felipe et al. (2006), porém em extratos de P. regnellii
var. pallescens e apresentava algumas peculiaridades. Os autores propuseram um
método para a quantificacéo de neolignanas [eupomatenoide-5 (1), 2 e conocarpano
(3)] por CLAE-DAD utilizando apenas 3 como padréo. As condi¢cbes utilizadas para
quantificacéo de 2 e por Felipe et al. (2006) sdo apresentadas na Tabela 4.

Os autores utilizaram 3 como padrao para quantificar trés substancias diferentes
e comprimento de onda maximo no ultravioleta (A) igual a 280 nm, por considerarem
como ponto comum de maximo das trés neolignanas (FELIPE et al., 2006). No presente
trabalho foi encontrado como maximo de absorcéo de 2 em A 254 nm. O ajuste de
A possibilitou trabalhar em concentragdes na ordem de ng/mL ao invés de pg/mL,
levando a um LD e LQ mais de mil vezes menor. A utilizacdo de uma coluna de 50 mm
com tamanho de particula menor (3,5 x 5,0 mm), permitiu analisar 2 com um tempo
total relativamente curto (4,5 min), reduzindo muito o gasto de solvente.

Parametro Proposto Felipe et al. (2006)

Coluna Zorbax Eclipse Plus C18 Metadesil ODS
(50 mm x 4,6 mm, 3,5 um) (150 mm x 4,6 mm, 5,0 um)

) 65% de MeCN e 35% de H,O + 60% de MeCN e 40% de H,O

Fase movel L -
0,05% de TFA + 2% de acido acético

Vazéo 0,8 mL/min 1,0 mL/min
Temperatura de forno 30 °C 30 °C
Comprimento de onda 254 nm 280 nm
Tempo de analise 4,5 min 25 min
Padrao Eupomatenoide-6 (2) Conocarpano (3)
Intervalo da curva 10 a 140 ng/mL 32,25 a 125 pg/mL
Limite de detecgéo 0,97 ng/mL 1,68 pg/mL
Limite de quantificagdo 3,35 ng/L 5,6 pg/mL

Tabela 4 — Comparacéo do método proposto com método da literatura para doseamento de 2.
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41 CONCLUSAO

O extrato bruto em n-hexano de folhas de P. solmsianum apresentou boa
atividade contra larvas de terceiro estadio de Ae. aegypti. Foi isolada a neolignana
eupomatenoide-6, substancia com maior atividade larvicida isolada de Piper spp. até o
momento. Foi possivel também o isolamento e identificacdo de conocarpano que néo
foi testado por ndo haver quantidade suficiente. O eupomatenoide-6 apresentou alta
seletividade de agao, tendo a toxidez estimada em roedores em mais de 200 mil vezes
menor que para as larvas.

Um método analitico foi validado para a quantificacdo do eupomatenoide-6 no
extrato. Esse método apresentou vantagens quando comparado ao da literatura, como
menores LD e LQ, correcdo do comprimento de onda utilizado, menor tempo total
de analise e menor gasto de solvente. O extrato foi, entdo, padronizado quanto a
quantidade de eupomatenoide-6 e a proporcao dessa neolignana nesse extrato em
relacéo a atividade larvicida sugere a presencga de outras substéancias ativas.
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RESUMO: Este artigo veio mostrar o
desenvolvimento de um projeto executado
por um grupo de camponeses assentados no
Projeto de Assentamento Nazareth, situado
em Sidrolandia-MS. Estas pessoas estudaram
meétodos agroecoldgicos para desenvolver
suas parcelas de terra, recebidas pelo INCRA
(instituto nacional de Reforma Agraria), na
tentativa de recuperar o ecossistema local
e de produzir alimentos saudaveis. O plano
de trabalho teve inicio nos quintais de cada
familia, onde construiram um quintal-medicinal-
produtivo. Com os resultados conquistados
nestes quintais, o projeto foi expandido para
uma area maior em cada propriedade. Nestas
novas areas estado sendo implantados Sistemas
Agroflorestais, composto com plantas nativas do
cerrado e outros frutos de interesse comercial.
Durante a execucéo das atividades, este grupo
de pessoas tomou conhecimento sobre o uso
medicinal de algumas plantas que compunham
0 cenario das plantas que foram surgindo com o
manejo agroecolodgico do solo. Partindo destas
informacdes, realizaram uma parceria com
Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul
(UEMS), e hoje ja existe uma tese de doutorado
sendo desenvolvida embasada no uso medicinal
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destas plantas nativas, aprofundando o conhecimento quimico e biol6gico presente
nos o6leos esséncias destas espécies. O projeto possui ja etapas concluidas e ainda
se encontra em expansao, servindo de modelo e reflexao para outros agricultores que
se encontram na mesma situacao.

PALAVRAS-CHAVE: Alimentos saudaveis- Sistemas Agroflorestais-Plantas nativas-
Oleos essenciais-Produtivo.

ABSTRACT: This article showed the development of a project executed by a group of
peasants settled in the Nazareth Settlement Project, located in Sidrolandia-MS. These
people studied agroecological methods to develop their parcels of land, received
by INCRA (National Institute of Agrarian Reform), in an attempt to recover the local
ecosystem and produce healthy food. The work plan began in the backyards of each
family, where they built a backyard-medicinal-productive. With the results achieved in
these backyards, the project was expanded to a larger area on each property. In these
new areas Agroforestry Systems are being implemented, composed of native cerrado
plants and other fruits of commercial interest. During the execution of the activities, this
group of people became aware of the medicinal use of some plants that composed
the scenario of the plants that came up with the agroecological management of the
soil. Based on this information, they have established a partnership with the State
University of Mato Grosso do Sul (UEMS), and today there is a doctoral thesis being
developed based on the medicinal use of these native plants, deepening the chemical
and biological knowledge present in the essential oils of these species. The project has
already completed stages and is still expanding, serving as a model and reflection for
other farmers who find themselves in the same situation.

KEYWORDS: Healthy food- Agroforestry systems-Native plants-Essential oils-
Productive.

11 INTRODUCAO

1.1 O cerrado e as acoes antropicas

O cerrado é um bioma detentor de grande biodiversidade, mas vem sendo
utilizado abusivamente, resultando na perda de inUmeras espécies vegetais de grande
importancia para a sociedade, e ainda segundo Klink e Moreira (2002) o fogo nessas
areas, em decorréncia da matéria seca e poucas chuvas s agrava a situacdo. Grande
parte dessas areas de terra que ficam improprias para uso, em parte, sdao destinadas
ao Programa Nacional de Reforma Agraria (PNRA), que fica a cargo do INCRA, o
Instituto Nacional de Colonizacédo e Reforma Agraria.

No Cerrado de Mato Grosso do Sul, vérias areas de Reforma Agraria enfrentam
problemas de solos exauridos e contaminados, exigindo dos camponeses estudo e
manejo (VEIGA, 2017). O Programa de Reforma agréaria vem sendo, ao longo de sua
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trajetoria, utilizado por muitas familias como uma forma de voltar as suas raizes e
praticarem a agricultura.

O INCRAfoi criado em 1970, pelo Decreto-lein® 1.110, € uma autarquia que surgiu
em substituicdo a outras duas instituicdes, o IBRA (Instituto Brasileiro de Reforma
Agraria) e o INDA (Instituto Nacional de Desenvolvimento Agrario), sua unificacao pelo
governo militar veio para promover a reforma agraria e desenvolver o setor rural, que
tinha por objetivo inicial, avancar no projeto de colonizacdo da regido amazoénica, e
mais adiante tomaria ainda outros aportes praticos. De 2011 a 2013 nenhuma familia
foi assentada no Estado de Mato Grosso do Sul, (DATALUTA, 2014). Mas em 2014, as
atividades foram retomadas, e dentre os Projetos de Assentamentos (P.A.) lancados,
estava o Nazareth, situado em Sidrolandia-MS, contemplando 171 familias.

No P.A. Nazareth, os assentados tém buscado uma forma para recobrar as areas
que foram degradadas e vém utilizando um grupo de métodos e alternativas pautados
na agroecologia para tal fim. A partir de algumas estratégias, buscaram resgatar
as espécies que ainda se desenvolvem na regido, proporcionando aos poucos, a
introducéo de outros cultivares com fins comerciais e que contribuam no processo de
restabelecimento do ecossistema.

Uma das metodologias adotadas foram os cultivos em Sistemas Agroflorestais
(SAFs), que de acordo com Ribaski et al. (2001) se mostram como uma étima alternativa
para recuperacao dos solos contaminados, producao e subsisténcia.

A utilizacdo de SAFs tem sido, nas ultimas décadas, bastante difundida, pois
comtempla em sua esséncia rica biodiversidade e a melhora dos aspectos fisico-
quimicos de solos degradados (REINERT, 1998 e MENDONCA et al. 2001 citado por
ARATO et al. 2003). Outro método que contribui para o reequilibrio do ecossistema é
0 uso de adubacgdes verdes (AGUIAR et al. 2000; RIBASKI et al. 2001), que podem
ser introduzidas concomitantemente nos espacos de SAFs, por apresentarem grandes
vantagens como rapido desenvolvimento, cobertura de solo, além de depositarem
fontes de nitrogénio para outros cultivares.

1.2 Avaliacao e alternativas possiveis.

Da natureza pode-se obter alimento e abrigo, mas ja é sabido, desde culturas
passadas, que também & grande fonte de remédios. Descobrir os varios fins
medicinais das plantas que se encontram em nosso entorno, também deve fazer parte
do processo de troca e equilibrio. Pois, muitas das vezes, encontram-se plantas que
podem ser utilizadas também na agricultura, fomentando a producéo agricola sem uso
de defensivos quimicos industrializados, por exemplo.

Para se obter o conhecimento do uso das plantas e outros recursos naturais,
podem-se langar m&o de muitos meios, mas vale destacar a “observacao das relagoes
que ocorrem na natureza” e o resgate da cultura, que exige “a conversa”, o “ouvir
histérias” de quem ja viveu muito mais tempo nestes lugares, podendo direcionar
acoes e pesquisas na area. Rodas de conversa para debate e estudo das situacdes
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gue se mostrarem emergentes em cada periodo, também fazem parte do trabalho.
Atividades como esta, colaboram para a construgao do conhecimento, que aliado ao
meio cientifico tem trazido inUmeros avangos para sociedade.

Este artigo tem foco no relato da experiéncia de construgcdo de quintais
medicinas produtivos e da implantacao de SAFs como alternativa para restabelecer o
ambiente degradado e para sustento da familia no campo. Apresenta alguns recortes
ampliados de uma tese de doutoramento em Recursos Naturais, que se encontra em
desenvolvimento. O manuscrito esta estruturado em dois blocos principais, o primeiro
apresenta um relato sobre o etnoconhecimento e a construgao dos quintais medicinais,
que podera servir de base para nortear o estudo quimico e biolégico destas plantas
nativas do cerrado em MS, o segundo tece consideragdes sobre alternativas para
producao sustentavel e recuperacdo de areas degradadas, pautadas na construcéo
de SAFs no modelo agroecoldgico.

21 QUINTAIS MEDICINAIS, IDENTIFICACAO DAS PLANTAS E O
ETNOCONHECIMENTO

O trabalho descrito pelo artigo foi desenvolvido em trés propriedades rurais do
P.A. Nazareth, lotes 98, 99 e 111, localizados a uma distancia de 70 km da Capital,
Campo Grande. As analises apresentadas neste texto sao respectivas as atividades
desenvolvidas logo ap6s a data daimplantagao do assentamento, ocorrida em setembro
de 2014. Mostra o método de pesquisa que os agricultores utilizaram para avaliar a
capacidade de recuperacdo do ecossistema e sua resposta as praticas realizadas,
um processo construido em grupo. Parte deste artigo contém trechos de entrevistas
de alguns agricultores, bem como, algumas reflexdes que partiram de suas rodas de
conversa.

Durante muitos dias, sentados nas rodas de conversa, cerca de dez pessoas,
discutiram um método para iniciar o trabalho produtivo em suas parcelas de terra, os
chamados lotes. Para isso, era necessario um projeto, um plano a ser realizado, uma
vez que era visivel o nivel de degradacéo do meio ambiente e a ideia era buscar a
producéo, trabalhando em prol da recuperagcao daqueles espacos. Por meio desse
grupo de conversa, decidiu-se que seria construido um quintal, um espaco de jardins
com diversas espécies de flores. Nesse lugar, os agricultores realizariam suas
experiéncias, partindo da ideia e do desejo de ter um lugar lindo em torno de suas
casas.

O primeiro passo foi retirar o capim que estava presente em toda a extensao dos
lotes, a braquiaria (Urochloa sp.). Para este fim, optaram por utilizar a rogcadeira com
0 objetivo de cortar o capim e usa-lo como adubacéo, servindo também de cobertura
para garantir um periodo mais longo de umidade nos solos. Para tornar mais eficiente
a eliminacao do capim, foi utilizada lona, cobrindo o espaco que havia sido rogado por
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um periodo de dez dias. ApOs este prazo, a lona era trocada de lugar. Seguidamente
foi realizado uma capina, cortando as raizes que estavam presentes. Todas as outras
espécies foram preservadas, ndo sendo capinadas. Apés esta etapa, esperava-se que
primeiro germinassem algumas plantas parceiras de ciclos anuais e depois outros
espécimes que caracterizam o ecossistema do cerrado.

Aos poucos, nesse espaco, foram sendo introduzidas flores e plantas medicinais
exoticas. Plantou-se também cultivares de mandioca, milho e feijao, para descompactar,
melhorar o solo e dar sombras para as plantas menores que estavam em ascensao.
Durante todo o processo, o0 solo era mantido coberto com palhas de outras areas que
eram rogadas.

Para a surpresa dos camponeses, em menos de trés meses novas plantas foram
emergindo, naturalmente. Em cada estacdo do ano, um grupo diferente de plantas
anuais e nao anuais foram surgindo. Seis meses depois dessa etapa, inseriu-se
também mudas de diversas frutas ndo nativas do cerrado.

Sobre a palhada dos quintais foram pulverizadas solu¢ao de micro-organismos
eficientes (EM) coletadas na reserva que ficara prdéxima dos sitios, seguindo a
metodologia de Andrade (2011). Algumas homeopatias empregaram-se para melhorar
a condicgao fisico quimica do solo, de acordo com Vithoulkas (1980), cada homeopatia
possui um papel individual e pode ser utilizada de diferentes formas perante diferentes
contextos. De acordo com Casali et al., (2006) escreve que as homeopatias podem
contribuir na harmonia das inter-relacées dos sistemas vivos e por isso, sdo amplamente
utilizadas em sistemas agroecologicos.

Durante as pulverizagbes das homeopatias nos solos que apresentavam
altos niveis de aluminio tdxico, foi possivel observar alteracdes na coloracao deste,
por exemplo, de vermelho, para acinzentado, de acordo com o relato de alguns
camponeses. O tratamento foi realizado numa bateria de quinze dias. Nos primeiros
sete dias, foram pulverizados pela manha a Solo CH6, e a tarde, Calcario CH6. Na
semana seguinte, pela manha foi utilizado Alumina CH6 e na parte da tarde, Calcarea
carbonica CHB, indicadas no processo de recuperacao de solo, metodologia adaptada
da cartilha REZENDE (2009).

A condicao que foi sendo criada nesse espaco, permitiu que as sementes que
estavam guardadas no solo, abaixo das raizes de braquiaria, germinassem. A Figura
1 mostra algumas imagens das flores presentes nos quintais-medicinais-produtivos,
apos seis meses da data inicial da implantagao do projeto:
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Figura 1. Flores nativas que surgiram no “jardim medicinal-produtivo”.

a) Cip6 branco (Fridericia florida (DC.) L.G.Lohmann) b) Jalapa-do-campo Mandevilla illustris (Vell.) R. E.
Woodson c) Flor de anjo/Caliandra (Calliandra dysantha) d) Amarelinha (Calea phyllolepis Baker) e) Producao de
arroz bico preto e batatas f) Nao identificada g) Saudades do Campo (Vernonia grandiflora Less ) h) Asteraceae
sp. i) Ainda néo identificado j) Tiririca-de-flor-amarela (Hypoxis decumbens) k) Dorme-dorme (Mimosa sp.) |) Para-

tudo (Gonphema macrocephala A. St. Hill).

Apds observar estes resultados uma das camponesas deu seu depoimento: “Ndo
podemos arrancar nenhuma plantinha, por que logo depois que elas nascem, dali mais
uns dias ja vem soltando cachos de flores, flores tao lindas que nunca vi igual e ainda
tem que esperar a flor cair, por que tem muitas que ddo frutinhas muito gostosas...”.

Nesta fala, percebe-se o orgulho da camponesa de estar envolvida neste projeto,
de ver que o meio ambiente estava dando respostas além do que era esperado. As
frutas nativas que passaram a se desenvolver nesses espacos serviram de alimento
para a familia e os animais ali presentes. De acordo com Brasil (2002) intervir, cuidar
e restaurar ambientes degradados é compromisso de honra, que representa nossa
identidade e ressalta que, as futuras geracdes precisaram deste ambiente.

As familias continuaram se reunindo para discutir os proximos passos a serem
tomados, como por exemplo, escolher os cultivares que seriam introduzidos nos
sistemas. Nos relatos dos camponeses, eles contam que passaram a se reunir dentro
desse quintal, e que ali era possivel perceber alguns resultados importantes do
processo, como a presencga de passaros de diversas espécies cantando e buscando
reflgio nesse lugar, o aroma das flores, podia-se ouvir 0 zumbido de inUmeras
abelhas, polinizando, colhendo néctar e fazendo com que as lavouras de gergelim,
feijao e vinagreira trouxessem, mais tarde, recorde na produgéo. Sobre o processo de
participacdo humana no cuidar e transformar a natureza, Brasil coloca que:

E preciso que as pessoas saibam como atuar, como adequar préticas e
valores, uma vez que o ambiente é também uma construcdo humana, sujeito
a determinacdes de ordem nao apenas naturais, mas também sociais.
(BRASIL, 1997. p.201)
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O proximo passo do processo, foi tornar esse espaco um lugar também para
produzir alguns frutos exoticos, em parceria com as plantas nativas que ja estavam
se desenvolvendo. Dentre as escolhidas temos as mudas de péssego, figo, limao,
laranja, abacate, abacaxi, manga, morango e caju. Com pouco mais de 24 meses,
neste espaco de jardim, puderam ser colhidos os primeiros frutos, como o caju e
0 morango, que ganham destaque na Figura 2, juntamente com outros frutos que
puderam ser observados no espaco do jardim.

Figura 2. Frutos: nativos (a-f) e exdticos (g-j) presentes no “jardim medicinal-produtivo”.

a) Ainda néo identificado b) Fruta do tatu (Pradosia brevipes) c) Maracuja-de-cabra (Passiflora foetida) d)
Myrtaceae sp. e) Eucalipto do cerrado (Eugenia langsdorffii O. Berg.) f) Araticum-de-raposa (Anona cornifolia) g)
Morango (Fragaria sp.) h) péssego (Prunus sp.) i) Caju (Anacardium sp.) j) Rosela/vinagreira (Hibiscus sp.)

Fonte: Viviane Mallmann

O trabalho destes homens e mulheres serve parainspirar outras a¢des concretas.
Ele p6de mostrar o quao grande é a biodiversidade desse lugar e aresiliéncia que essas
plantas possuem para conseguirem, apds a agressao de seu habitat, se restabelecerem
em tao pouco tempo, uma vez tendo encontrado condicOes para ressurgirem.

Dados apontam o Brasil como portador de imensa biodiversidade, como traz
Bizerril:

“O Brasil detém a maior diversidade biolégica no mundo e o cerrado é
um dos seus principais biomas, tanto em area quanto em biodiversidade.
Recentemente, o cerrado foi incluido na lista dos 25 hotspots — as areas
criticas para a conservacdo no mundo, definidas com base na existéncia
de espécies endémicas (de distribuicdo geografica restrita) e no grau
de ameaca ambiental. Esse bioma, de fato, vem sendo transformado em
ritmo bastante acelerado, e a ac&o governamental precaria para impedir o
processo de degradacao parece refletir o reduzido interesse de boa parte
dos brasileiros quanto a sua conservacéo”. (BIZERRIL, 2003 p.56)

Contam os agricultores que, durante uma das reunides das familias, houve a
visita de um raizeiro que morava pela redondeza ja ha muitos anos. Ele se animou
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em vir conversar com 0 grupo devido as diferentes cores que observou no quintal
ao passar em frente a uma das propriedades. E relatou que nunca havia visto tantas
flores nativas juntas e tdo bonitas. Logo perguntou ao grupo se estavam produzindo
para comercializacéo, devido a suas potencialidades de cura, e também direcionou a
fala para mulher assentada nesse lote: “Minha senhora, que milagre vocé fez aqui, de
onde vieram todas essas flores, vocé sabia que tem gente que chega bater o mato dia
e noite atras destas flores aqui, pra fazer garrafadas e pomadas...”.

Nessa tarde, o curandeiro, passou a fazer parte da roda de discusséo e o grupo
foi tomando nota sobre as propriedades medicinais das plantas que estavam ali no
quintal. O grupo ndao mais chamou esse lugar de jardim, e passaram a chama-lo de
“quintal-medicinal-produtivo”.

Agora sabendo da grande potencialidade biol6gica das plantas, os camponeses
tiveram a ideia de fazer uma parceria com algum instituto de pesquisa para avaliar as
plantas citadas como remédio. Logo esta parceria foi feita com a UEMS (Universidade
Estadual de Mato Grosso do Sul). A parceria se concretizou com o projeto de
doutorado de uma aluna do programa de poOs-graduagao em recursos naturais, da
UEMS de Dourados-MS. Hoje, oito plantas com indicacées de uso popular estao
sendo estudadas frente linhagens de cancer, atividade antibacteriana, antifungica e
capacidade anti-inflamatéria. Segue a relacdo das plantas que estao sendo objeto
de estudo na tese de doutorado: Ortopappus angustifolius (SW) gleason (Lingua de
vaca), Vernonia grandiflora Less. (Saudades do campo), Gonphema macrocephala
A. St. Hill (Para-tudo), Gymneia interrupta (Pohlex Benth.) Harley e J. P. B. (Rabo
de gato), Calea phyllolepis Baker (Amarelinha), Lippia lupulina Chan. (Cidreira do
cerrado), Eugenia langsdorffii O. Berg. (Eucalipto do cerrado), Eriosema crinitium
(Kunth) G. Ron (Peludinha).

Com a parceria realizada com a universidade os agricultores esperam publicar
e divulgar o conhecimento sobre uso de algumas das plantas medicinais do cerrado
e sua comprovada eficacia por meio dos ensaios quimicos e bioldgicos, apontando
a seguranca de seu uso. Este contato abre espaco para uma nova discusséo, ainda
pouco em pauta no Brasil, a parceria com a agricultura familiar para producédo de
plantas medicinais dotadas de principios ativo de interesse e para indicar sua forma
de uso.

Dos quintais ja foi possivel comercializar alguns produtos, com venda direta ao
consumidor, através de feiras. Dentre estes, pode-se destacar a geleia e o vinagre
de duas espécies de Hibiscus sp., e produtos defumados valendo-se de temperos
cultivados no mesmo espaco, como pode ser visto na Figura 3.
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Figura 3. Pimentas e outros temperos produzidos no “jardim medicinal-produtivo”, utilizados no
tempero de defumados.

A partir do jardim-medicinal-produtivo, o grupo de agricultores percebeu a
possibilidade de introduzir o ensaio de seus jardins em todo seu terreno, que é de
aproximadamente dez hectares cada. Novamente eles buscaram estudar uma forma
para executar a ideia. Logo em suas primeiras pesquisas na internet, encontraram os
Sistemas Agroflorestais (SAFs) e iniciaram uma busca destas experiencias no Brasil.
A partir delas, encontraram ac¢des em alguns estados que serviram de modelo para tal
fim.

Correlacionando os dados das experiéncias em seus quintais aos novos
conhecimentos, eles formularam um cronograma de recuperacao de areas degradadas
para as trés propriedades, envolvidas no projeto. Esta nova area seria para cultivar
frutos do cerrado e frutas exéticas em linhas, e em seu intermédio, graos, outros
cultivares de interesse comercial e para subsisténcia, além de plantas medicinais.

No item 3 deste artigo, pode-se acompanhar um pouco sobre a implantagao dos
SAFs nos sitios supracitados e o modo pelo qual a agroecologia trouxe fundamentos
tedricos para agdes concretas, sendo esta redescoberta em cada nova area, uma vez
que cada ambiente pode responder diferentemente perante os mesmos estimulos,
dada as caracteristicas impares de cada lugar.

31 ALTERNATIVAS PARA PRODUCAO SUSTENTAVEL E RECUPERACAO DE
AREAS DEGRADADAS,

Recuperar areas degradadas no bioma do cerrado a partir da técnica de introdugéao
de Sistemas Agroflorestais tem sido um grande desafio, mas se destaca como op¢ao,
pois fortalece a producéo organica, agroecoldgica e a subsisténcia das pessoas que
vivem no campo.

Para dar inicio as atividades nas condigbes ja descritas logo acima, o primeiro
passo foi realizar analise dos solos, a partir do qual se percebeu uma alta acidez,
pH 4,5, indicando a necessidade de correcdo. De acordo com CFS RS/SC (1994), a
elevacao do pH, pode ser alcancada, tradicionalmente, com a introducéo de calcario,
sendo uma pratica recomendada uma vez que restabelece as condi¢cdes adequadas ao
desenvolvimento das plantas sensiveis a acidez, embora outras técnicas alternativas
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também podem ser utilizadas. Muitas plantas séo sensiveis a altos niveis de acidez de
solo e ndo se desenvolvem, sendo necessario entao trabalhar em funcéo de atingir um
indice de pH mais préximo ao 7,0.

Sobre a anélise de solo, na granulometria observou-se que na categoria do tipo
de solo ele foi classificado como tipo 1, que de acordo com a Instru¢do Normativa N°
2, de 9 de outubro de 2008, se caracteriza por apresentar textura arenosa, com teor
minimo de 10% de argila e menor do que 15% ou com teor de argila igual ou maior do
que 15%, nos quais a diferenca entre o percentual de areia e o percentual de argila
seja maior ou igual a 50. Assim, adotando-se o percentual de argila = a, e a diferenca
entre 0s percentuais de areia e argila = A, tem-se para os solos tipo 1: 10% < a <
15% ou a = 15% com A = 50. Com teor de areia de 81.25%, silte 7,50% e de argila de
apenas 11,25%.

Devida a baixa quantidade de argila nos solos em estudo, entendeu-se que o
método amparado nos agroecossitemas seria o mais viavel, pois viabilizaria “o equilibrio
entre plantas, solos, nutrientes, luz solar, umidade e outros organismo coexistentes”,
em relagcdo ao sistema convencional que tem os insumos facilmente lixiviadas e
absorvidas pelas culturas introduzidas no sistema de producéo, obrigando reposicoes
consecutivas (ALTIERI, 1989). Essa maneira de devolver vida ao solo, lentamente, a
partir de reagdes quimicas e biotransformacdes, vém a dar suporte para introducéao
de culturas de interesse bem como multiplicacédo da capacidade do solo, tendendo
a movimentos e produgdes sintrdpicas, consequentemente ao equilibrio. Sintropia:
na agricultura agroecoldgica, aplica-se a entender que ao contrario da entropia,
€ um processo que vai do simples para o complexo, gerando interdependéncias e
organizacao. Desenvolvido por Ernst Gotsch funciona e ensina a viver de floresta
produzindo alimentos na floresta, nas palavras dele. A agroecologia de Ernst segue
essa logica, todas as interacbes ali ocorrem para promover um balanco energético
positivo no sistema.

Para iniciar o trabalho com solos, buscou-se uma forma de eliminar o capim pré-
existente sem o uso de agrotoxicos, que pudesse ser aplicado em grande escala em
curto espaco de tempo. Aqui, a lona ndo seria viavel, pois a area era muito grande.
Como alternativa os agricultores optaram por lavrar a terra e fazer plantio de adubacéo
verde para impedir que o banco de sementes de braquiéria germinasse, dentre elas
estavam crotalaria da espécie Crotalaria ochroleuca, feijao de porco (Canavalia
ensiformis), mucuna preta (Stizolobium aterrimum), mucuna ana (Mucuna deeringiana)
e a mucuna cinza (Mucuna pruriens).

Estas, em seu auge de desenvolvimento, a floragdo, foram ro¢adas, permitindo
assim fixar agua no meio bem como material vegetal para decomposicéo,
estabelecendo uma barreira contra a evaporagao da agua do solo. As leguminosas
também possibilitaram a fixacdo de nitrogénio, essencial para o desenvolvimento
de outras plantas, reacdo que se deu pela associacdo simbibdtica com bactérias do
solo conhecidas como rizobios, que aproveitam o nitrogénio fixando-o a partir do ar
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(SARTORI et al., 2011). Na Figura 4 podem ser vistas algumas areas dos SAFs do
projeto desenvolvido pelos agricultores:

Figura 4. Sistemas Agroflorestais em desenvolvimento.

Fonte: Viviane Mallmann

Sobre o0 novo cenério do solo, foram pulverizadas diferentes homeopatias, preparadas
a partir das proprias fontes naturais como terra e calcario. As homeopatias foram
preparadas de acordo com a metodologia proposta por Hahnemann (1984): Solo CH6:
uma aliquota de dez gramas de terra coletada em cada uma das propriedades, foi
adicionada a um litro de solucé&o de alcool de cerais e agua destilada (70%-30%).
Apoés 15 dias de repouso, retirou-se 5 gotas desta solugdo mée e foram adicionadas
a uma solucéo de éalcool de cerais e agua (30%-70%) e dinamizadas até o CH6, da
mesma forma procedeu-se para realizacéo de Calcéario CH6 e Adubo CH6. Modolon et
al. (2016), traz o indicativo da Nux vémica como homeopatia importante no processo
de recuperacéo e desintoxicacao de solos contaminados e degradados. Embora ainda
pouco difundida, a homeopatia possui grandes vantagens, ela se insere em qualquer
modelo agricola, alternativo ou convencional viabilizando o equilibrio natural (CASALI
et al., 2006).

ApOs essa etapa foi pulverizado solugado de micro-organismos eficientes (EM),
Pll e colaboradores (2015), frisam que, dentre os resultados oriundos da diversa
complexidade de microrganismos no ambiente, o retorno do carbono da atmosfera na
forma mineral disponivel as plantas superiores, mais a liberacdo no solo, em formas
passiveis de serem também utilizadas pelas plantas, garante um continuo ciclo
ininterrupto de liberagdo dos diversos elementos na natureza.

No proximo passo misturou-se sementes de 46 espécies vegetais para serem
introduzidas na area que foi gradeada. Estas seriam semeadas em sulcos de 25 cm
de profundidade em linha reta, tendo estas linhas uma distancia de 6 metros uma das
outras. Havia sementes de arvores de diferentes extratos, que iriam nascer conforme
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as condigdes e evolugao do solo. Nos mesmos sulcos, ainda foram colocadas ramas de
mandioca (Manihot esculenta) (a cada 2 metros), entre elas sementes de cara-moela
(Dioscorea bulbifera) (a cada 6 metros), inhame (Dioscorea sp.) (a cada 3 metros) e
curcuma (Curcuma longa) (a cada 1 metro) e sementes de flores nativas, de ciclos
anuais assim como adubacéo verde novamente.

Ao lado de cada linha, foram introduzidas mudas de embauba (Cecropia sp.), por
sua capacidade plastica de adaptacao e por seu rapido desenvolvimento em areas
degradadas (FRAGOSO et al.,, 2017). Popularmente conhecida como “embauba”
ou “imbauba”, é comumente registrada em vegetacdo secundaria, sendo uma das
primeiras espécies vegetais a se estabelecer em areas degradadas ou clareiras
naturais, servindo também de alimento para inUmeras espécies animais (CHONG et
al., 2017). Foram inseridas mudas no espagcamento de 3 em 3 metros em linha reta,
com a distancia de 60 cm da linha base onde haviam sido inseridas as sementes. As
linhas foram irrigadas por micro aspersores, colocados a cada 4 metros de distancia.

A ordem de sucessao das plantas precisa ser mantida no SAF para que as
plantas se desenvolvam plenamente. De acordo com Gotsch (1996), o fator critico
para o desenvolvimento de uma planta em um dado sistema nao se prende tanto a
luminosidade e sim a ordem e do momento que estas sao inseridas no sistema.

Entre as linhas do SAF, foi iniciada seguidamente o cultivo da cultivar hibrida
de melancia (Conquista 165), para fins comercias. Foram plantadas entre cada linha,
trinta e cinco covas, com 35 cm de profundidade, onde foram adicionados 1 kg de
composto (compostagem realizada com palha de braquiaria), 12 gramas de cascas
de ovos em poé e garrafas pet-recicladas com preparados homeopaticos para o solo,
calcario e adubo NPK ambas no CH6. As garrafas foram fixadas em uma estaca de
madeira a 30 cm do solo. As homeopatias foram administradas em uma dose Unica de
2 litros de solucéo por cova (gotejamento).

Desta area de producao obteve-se um peso médio de quinze quilos por fruto.
Cada melancia foi vendida no préprio assentamento, num preco aproximado de quinze
reais por unidade, gerando um ganho aproximado de R$ 3.150,00 em cada espaco
entre as linhas. Configurando uma fonte de renda dentro desses agroecossistemas.
Na Figura 5 pode ser visto o processo de captura dos microorganismos e a producao
de melancias entre linhas do SAFs.
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Figura 5. Sistemas Agroflorestais em desenvolvimento.

Fonte: Viviane Mallmann

No decorrer dos meses, o esperado € que as outras sementes das
linhas se desenvolvam e que possibilitem passo a passo a introducéao
de outras espécies, a medida que as condicbes do solo estejam melhor
, COMo bananeiras e cacau.

Cabe ressaltar sobre este projeto sua reprodutibilidade, podendo ser aplicado
em outras areas de cultivo no Brasil e no mundo, sejam estas areas da agricultura
familiar ou produc&o em grande escala. E um sistema passivel de estudo, de reflexao
e de adequacédo dada as condi¢des de cada ambiente. As técnicas propostas pelos
camponeses e camponesas, como mostra neste artigo, evidencia a agroecologia como
alternativa para produzir e aponta a dispensa de insumos quimicos industrializados e
agrotoxicos.

Apo6s 12 meses de implantacdo do sistema, um resultado chamou a atencéo.
Houve uma grande mudanca no pH dos solos, diminuindo a acidez. Esse resultado
mostra a tendéncia de melhora do meio ambiente quanto mais biodiversidade nele
houver.

Acredita-se que a melhora da qualidade do solo pode ser atribuida ao conjunto
de fatores inseridos que interagiram no espaco de recuperac¢do, dando destaque aos
microrganismos, que possuem papeis importantes no processo de reciclagem dos
elementos organicos, degradando-os e disponibilizando para o ambiente micro- e
macronutrientes, que serviram de nutricdo para o rapido crescimento vegetativo das
espécies vegetais; as homeopatias também tiveram grande influéncia nos resultados,
Casali et al. (2006) ressaltam a importancia dos preparados homeopaticos serem
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inseridos junto aos sistemas de recuperacao de solo, uma vez que vem estimular a
defesa e a adaptacédo dos microrganismos de forma natural, quase como se fosse
intrinseca.

Estudar, trabalhar e implantar sistemas pautados na gestdao ambiental, no
desenvolvimento, na sustentabilidade e nas plantas medicinais em areas de
assentamento foram decisdes assertivas. A discussao e implantacao deste projeto tem
viabilizado a subsisténcia destas familias, garantindo a produtividade com excedentes
para comercializagao e a recuperagao do meio ambiente, vindo de encontro a Lei que
visa regulamentar o uso dessas terras na Reforma Agraria, a Lei N° 8.629, de 25 de
fevereiro de 1993, que dispde sobre a regulamentacao dos dispositivos constitucionais
relativos a reforma agraria, previstos no Capitulo Ill, Titulo VII, da Constituicdo Federal.
Esta lei traz, em seu a Art. 2° a seguinte proposicao:

“a propriedade rural que ndo cumprir a funcao social prevista no art. 9°
€ passivel de desapropriacdo, nos termos desta Lei”, e no Art. 9° tem-
se que, “a funcado social é cumprida quando a propriedade rural atende,
simultaneamente, segundo graus e critérios estabelecidos nesta lei, 0s
seqguintes requisitos: l-aproveitamento racional e adequado; ll-utilizacéo
adequada dos recursos naturais disponiveis e preservacao do meio ambiente;
[ll-observancia das disposicées que regulam as relacbes de trabalho; IV -
exploracédo que favoreca o bem-estar dos proprietarios e dos trabalhadores
(Camara dos deputados,1993).

Entende-se que este grupo de trabalhadores e trabalhadoras compreenderam
bem a funcdo social de que trata a lei, servindo de exemplo para inUmeras pessoas
que se encontram em condi¢des parecidas. Como resultados, vale destacar a troca
de conhecimentos entre todas as pessoas envolvidas, a existéncia de frutas sadias,
saborosas e com folhas bem pigmentadas, bem como uma diversidade de animais
e insetos, servindo de indicativo para avaliar o0 aumento da qualidade do solo e a
recuperacao do espaco degradado.

41 ALGUMAS CONSIDERACOES

Dentre os resultados destaca-se a interacdo de troca de saberes, e frisa-se que
novas relacdes entre universidades e agricultura familiar precisam ocorrer, trazendo o
conhecimento cientifico para viabilizar a dura realidade que vive o povo do campo, e
gue também sirva para nortear a pesquisa para novos produtos oriundos dos recursos
naturais partindo do pressuposto da producéo sustentavel, uma realidade possivel.

Este artigo apresentou algumas respostas de uma proposta de recuperacéo de
areas degradadas em solos de cerrado no Mato Grosso do Sul, evidenciando resultados
como a evolugcéo na qualidade de solo como o equilibrio de pH e a produtividade
sustentavel nas areas de estudo. Também foi possivel visualizar com o manuscrito
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as possibilidades de estudos e parcerias que podem ser realizadas no que tange ao
estudo dos recursos naturais pelo viés da sustentabilidade, sendo seus resultados
importantes ndo sb para os agricultores, mas toda a sociedade acaba ganhando,
inclusive 0 meio ambiente.

A perspectiva destes trabalhadores, ainda para o ano de 2018, é tornar estas trés
unidades de produgé&o em bancos de sementes crioulas comunitarias, com parceria com
o Ministério do Desenvolvimento Agrario, bem como ampliar o SAFs para 2 hectares
por lote. Para este fim foram solicitadas juntamente ao Banco do Brasil do municipio
de Sidrolandia-MS, o acesso ao PRONAF (Programa Nacional de Fortalecimento da
Agricultura Familiar), que viabilizara recursos financeiros para esta nova etapa.

REFERENCIAS

AGUIAR, A. V,; SILVA, A. M.; MORAES, M. L. T,; FREITAS, M. L. M.; BORTOLOZO, F. R.
Implantacao de espécies nativas para recuperacao de areas degradadas em regiao de
Cerrado. In: SIMPOSIO NACIONAL DE RECUPERACAO DE AREAS DEGRADADAS, 4., 2000,
Blumenau. Anais. Blumenau, Sociedade Brasileira de Recuperacédo de Areas Degradadas, Fundacéo
Universidade Regional de Blumenau, 2000. CD-ROM.

ALTIERI, M.A. Agroecologia: as bases cientificas da agricultura alternativa. Rio de Janeiro: PTA/
FASE, 1989.

ANDRADE, F.M.C.; CASALI, V.W.D. Homeopatia, agroecologia e sustentabilidade. Revista Brasileira
de Agroecologia. V.6, n.1, p.49-56, 2011.

ARATO, H. D.; MARTINS, S. V.,; FERRARI, S. H. Producao e decomposicao de serapilheira em um
sistema agroflorestal implantado para recuperacao de area degradada em Vicosa-MG. Revista
Arvore, v. 27, n. 5, p. 715-721, 2003.

BIZERRIL, M.X.A. O cerrado nos livros didaticos de geografia e ciéncias. Jornal da Ciéncia, v.32, p.
56. 2003.

BRASIL. Secretaria de Educacgao. Parametros curriculares nacionais vl 08 — temas transversais e
Etica Mec. SEF. e introducéo aos parametros curriculares nacionais VII. Meio ambiente e salude.
vol.09, 1997.

CAMARA dos Deputados. Diario Oficial da Unido - Secéo 1 - 26/2/1993, Pagina 2349 (Publicagéo
Original). Colecao de Leis do Brasil - 1993, Pagina 352 Vol.

CASALI, V. W. D.; CASTRO, D. M.; ANDRADE, F. M. C.; LISBOA, S. P. Homeopatia: bases e
principios. Vicosa: Editora UFV, 2006. 140 p.

CHONG, K. Y.; RAPHAEL, M. B.; CARRASCO, L. R.; YEE, A. T. K,; GIAM, X.; YAP, V. B.; TAN, T.
W. Reconstructing the invasion history of a spreading, non-native, tropical tree through a
snapshot of current distribution, sizes, and growth rates. Plant Ecology, v. 218, n. 6, p. 673-685,
2017.

FRAGOSO, R. O.; CARPANEZZI, A. A.; ZUFFELLATO-RIBAS, K. C. Barreiras ao estabelecimento
da regeneracao natural em areas de pastagens abandonadas. Ciéncia Florestal, v. 27, n. 4, p.
1451-1464, 2017.

GOTSCH E. O Renascer da Agricultura. Tradugao: Patricia Vaz. Rio de janeiro: AS-PTA, 22edicdo

Producéo e Controle de Produtos Naturais Capitulo 13 167



1996.

HAHNEMANN, S. Exposicéao da Doutrina Homeopatica ou Organon da Arte de Curar. Traduzido
da 62 d. alema. Sao Paulo: Grupo de Estudos Homeopéticos “Benoit Mure”, 1984.

KLINK, C.A.; A.G. MOREIRA Past and current human occupation and land-use. In: P.S. Oliveira &
R.J. Marquis (eds.). The Cerrado of Brazil. Ecology and natural history of a neotropical savanna.
Columbia University Press, New York. p. 69-882002

MODOLON, T. A.; PIETROWSKI, V.; ALVES, L. F. A.; GUIMARAES, A. T. B. Desenvolvimento

inicial do milho tratado com o preparado homeopatico Nux vomica e submetido ao percevejo
barriga-verde Dichelops melacanthus Dallas (Heteroptera: Pentatomidae). Revista Brasileira de
Agroecologia, v. 11, n. 2, P. 85-96, 2016.

MONTIBELLER F. G. O mito do desenvolvimento sustentavel: Meio ambiente e custos sociais
no moderno sistema produtor de mercadorias. Florianépolis: Ed. Da UFSC, 2001.

NARDOQUE S.; ALMEIDA R. A. DATALUTA Bancos de Dados da Luta pelo Terra. Laboratério de
Estudos territoriais, Trés Lagoas, 2014.

PIl, Y.; PENN, A.; TERZANO, R.; CRECCHIO, C.; MIMMO, T.; CESCO, S. Plant-microorganism-soil
interactions influence the Fe availability in the rhizosphere of cucumber plants. Plant Physiology
and Biochemistry, v. 87, p. 45-52, 2015.

REZENDE J. M. CADERNO DE HOMEOPATIA. Instrucoes praticas geradas por agricultores
sobre o uso da homeopatia no meio rural. 32 Edicao, 2009.

RIBASKI, J.; MONTOYA, L. J.; RODIGHERI, H. R. Sistemas Agroflorestais: aspectos ambientais e
socioecondmicos. Informe Agropecuario, v. 22, n. 212, p. 61-67, 2001.

SARTORI, V.C.; DA SILVA-RIBEIRO R.T.; SCUR L.; PANSERM. R.; RUPP L.C.D.; VENTURIN
L. Cartilha para agricultores: adubacéao verde e compostagem: Estratégia de manejo para a
conservacgao das aguas, Caxias do Sul, RS: Educs, 2011.

VEIGA, D. P. B. O impacto do uso do solo na contaminacao por agrotéxicos das aguas
superficiais de abastecimento publico. Dissertagdo de Mestrado, Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo, Brasil, 2017.

VITHOULKAS G. Homeopatia: Ciéncia e Cura. Editora Cultrix, Sdo Paulo-SP, 1980.

Producao e Controle de Produtos Naturais Capitulo 13



SOBRE AS ORGANIZADORAS

NATIELI PIOVESAN Docente no Instituto Federal do Rio Grande do Norte (IFRN),
graduada em Quimica Industrial e Tecnologia em Alimentos, pela Universidade Federal
de Santa Maria (UFSM). Possui graduacédo no Programa Especial de Formacgao de
Professores para a Educacao Profissional. Mestre e Doutora em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos pela Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). Atua principalmente com
o desenvolvimento de pesquisas na area de antioxidantes naturais, desenvolvimento
de novos produtos e analise sensorial.

VANESSA BORDIN VIERA docente adjunta na Universidade Federal de Campina
Grande (UFCG), bacharel e licenciada em Nutricdo pelo Centro Universitario
Franciscano (UNIFRA). Mestre e Doutora em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
pela Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). Docente no Instituto Federal do
Amapa (IFAP). Editora da subarea de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos do Journal of
bioenergy and food science. Possui experiéncia com o desenvolvimento de pesquisas
na area de antioxidantes, desenvolvimento de novos produtos, analise sensorial e
utilizagdo de tecnologia limpas.

Producao e Controle de Produtos Naturais Sobre as Organizadoras m



Agéncia Brasileira do ISBN
ISBN 978-85-85107-59-8

7885857107598





