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RESUMO

Os aleloquimicos tém importante papel ecolégico e sua identificacdo € uma
etapa fundamental na obtencdo de novos herbicidas e possivel correlacdo com
atividades citotoxicas. Neste sentido, extratos brutos de sete espécies
empregadas como medicinais no Brasil — Morus nigra, Plectranthus neochilus,
Pouteria torta, P. ramiflora, P. caimito, Genipa americana e Sapindus saponaria
— foram avaliados por ensaio de germinagédo e crescimento, para verificar o
potencial alelopéatico sobre sementes de Lactuca sativa L. e Lycopersycum
esculentum Mill., nas concentracdes de 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mg/mL. Além disso,
também foi verificada a atividade antioxidante pelo modelo de reducdo do
complexo de fosfomolibdénio. Para a alelopatia foram avaliados os seguintes
parametros: germinabilidade (G, em %), tempo médio de germinacéao (t,) e
comprimento da radicula (CR). Foram propostos pela primeira vez os conceitos
de taxa de inibicAo da germinabilidade (TIG) e de taxa de inibicdo do
crescimento radicular (TICR). Destacam-se como bastante promissores pelo
potencial antioxidante os extratos etandlico e hexanico de folhas de
Plectranthus neochilus e Morus nigra. Os extratos hexanicos de folhas de
Pouteria ramiflora e Pouteria torta também apresentaram um potencial
antioxidante bastante representativo. Avaliando as respostas obtidas para a
atividade alelopatica, pode ser constatado que o0s extratos apresentaram
atividade alelopatica inibitéria em, ao menos, um dos parametros avaliados e os
extratos etanolicos de folhas de Pouteria caimito e Plecthranthus neochilus
apresentaram inibicdo da atividade alelopatica em todos os parametros
testados. Até onde vai nosso conhecimento, os conceitos de TIG e TICR
constituem contribuicdes inéditas do presente trabalho, mostrando-se Uteis em
estudos sobre alelopatia por possibilitarem uma analise direta do efeito inibitério
dos extratos sobre a germinabilidade e crescimento da radicula,

respectivamente, comparando os resultados do tratamento e do controle.

Palavras-chave: antioxidante, alelopatia, extrato bruto, conceito de taxa de

inibicdo da germinabilidade, Lactuca sativa, Lycopersicum esculentum.



ABSTRACT

Allelochemicals play important ecological role and their identification can be
considered one of the ways to get new herbicides and possible correlation with
cytotoxic activities. In this sense, crude extracts from seven species used in
tradicional medicine in Brazil — Morus nigra, Plectranthus neochilus, Pouteria
torta, Pouteria ramiflora, Pouteria caimito, Genipa americana, Sapindus
saponaria — were evaluated by germination and growth assays, to determine
their allelopathic potential on Lactuca sativa L. and Lycopersycum esculentum
Mill. seeds at the concentrations of 0.5, 1.0, 2.0 and 4.0 mg/mL. Moreover, the
antioxidant  activity was assessed by the reduction model of
phosphomolybdenum complex. For allelopathy, the germinability (G, given in %),
germination average time (tm) and radicle length (CR) were evaluated. As far we
know, the concepts of germination inhibition rate (GIR) and of root growth
inhibition rate (RGIR) were proposed in a first time. The ethanolic and hexane
extracts from Plectranthus neochilus and Morus nigra are stand out as very
promising by the antioxidant potential. Hexane extracts of Pouteria ramiflora and
Pouteria torta also revealed a potential antioxidant activity fairly representative.
Evaluating the responses obtained for the allelopathic activity, it could be found
that the extracts presented inhibitory allelopathic activity in at least one of the
parameters and the ethanol extracts of Pouteria caimito and Plecthranthus
neochilus showed inhibitory allelopathic activity on all tested parameters. The
GIR and RGIR concepts are novel contributions of this work, being useful in
studies of allelopathy, because they allow a direct analysis of the inhibitory effect
of extracts on germinability and radicle growth, respectively, and they compare
the treatment and the control results.

Keywords: antioxidant, allelopathy, crude extract, concept of germination

inhibition rate, Lactuca sativa, Lycopersicum esculentum.



1 INTRODUCAO

Considerada uma das praticas medicinais mais antigas no tratamento de
doencas, o uso de plantas medicinais pela populacdo € um costume
extremamente difundido em todo o mundo. Apesar disso, até hoje, menos de
10% da biodiversidade mundial foi testada e, até 2050 estima-se que em torno
de 25% da flora estara extinta, havendo o risco de nunca se ter conhecimento
sobre espécies vegetais que poderiam tornar-se fontes naturais de
medicamentos (1).

O Brasil € um dos paises com a maior biodiversidade do planeta e em
seu extenso territorio existem, aproximadamente, 20% das 250.000 espécies
gue compdem a flora mundial (1). Associada a biodiversidade cultural (indigena,
africana, europeia), que tradicionalmente utiliza produtos naturais, as
caracteristicas econdémicas e sociais presentes em nosso pais indicam que o
Brasil acompanha a estimativa da OMS na qual 80% da populacdo dependem
das plantas medicinais para a atencao primaria a saude (2).

Paralelamente ao uso popular de chas, garrafadas, cataplasmas e outras
formas, as plantas medicinais vém sendo utilizadas também em formas
farmacéuticas, elaboradas industrialmente, denominados medicamentos
fitoterapicos (3). No Brasil, para que o fitoterapico, obtido exclusivamente de
vegetais, vendido em forma de extrato, tintura, capsula, 6leo, etc. — possa ser
comercializado, é necessario que se obtenha o registro junto ao 6rgao
competente, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), e que os
fabricantes comprovem que conseguem manter a qualidade e a concentracao
do principio ativo presente na planta (4).

Diante da biodiversidade do Brasil (5) em conjunto com a necessidade da
populacdo por medicamentos € evidente que maiores investimentos, tanto em
pesquisas, quanto no controle do uso destes medicamentos devem ser
realizados, pois menos de 1% de algumas dessas espécies foi pesquisado com
profundidade quanto a fitoquimica e atividade biolégica (6). Por outro lado, uma
analise do numero de substancias antineoplasicas e anti-infecciosas publicadas
no periodo de 1984 a 1995 indicou que mais de 60% dos farmacos aprovados
era de origem natural, derivados semi-sintéticos desses ou produtos sintéticos

baseados no modelo natural (7). Esse numero foi atualizado posteriormente,
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mostrando que farmacos de origem natural, ou derivados desses, continuavam
sendo a maioria entre agueles aprovados pelas agéncias reguladoras (8).

A oxidacdo é um processo metabdlico que leva a producdo de energia
necessaria para as atividades essenciais das células (9). Para o oxigénio
consumido pelo organismo, em torno de 95% é reduzido a agua pelas
mitocondrias e 0s 5% restantes podem ser convertidos em substancias
chamadas espécies reativas do oxigénio (ERO), dentre os quais os radicais
livres. Estes compostos séo produzidos normalmente pelo nosso metabolismo e
tém um papel importante na participacdo da cadeia respiratéria e na defesa
contra microorganismos, mas quando nao controlados podem causar muitos
danos, pois podem romper ligacdes covalentes e atacar biomoléculas como o
DNA, causando agressfOes celulares (9-11). Este stress oxidativo tem sido
associado ao desenvolvimento de muitas doencas cronicas e degenerativas,
incluindo o cancer, doencas cardiacas, doencas degenerativas como Alzheimer,
bem como, envolvimento no processo de envelhecimento (9, 11-15).

Os compostos antioxidantes, por sua vez, contribuem para reduzir,
significativamente, a incidéncia de doencas crbnicas e degenerativas, o que
torna fundamental a pesquisa por fontes com atividade antioxidante. Compostos
tipicos que possuem atividade antioxidante incluem a classe de fendis, acidos
fendlicos e seus derivados, flavonoides, tocoferéis, fosfolipidios, aminoacidos,
acido fitico, acido ascorbico, pigmentos e esterois (9-11, 16).

Estas substancias antitumorais e com propriedades antioxidantes séo
facilmente encontradas na alimentacdo (17) e tém sido largamente estudadas e
testadas para a aplicacdo nas patologias citadas, relacionadas a sua atividade
antioxidante e antitumoral. Diversos antioxidantes, naturais e sintéticos, formam
complexos com metais de transicdo, impedindo a formacéao destes radicais (18).
Desta forma, compostos naturais tornam-se alternativas interessantes a serem
estudadas para a aplicagdo nas referidas patologias, uma vez isoladas e
testadas suas propriedades, utilizando modelos in vitro, ex vivo ou in vivo, por
meio dos quais o potencial antioxidante possa ser avaliado.

A citotoxicidade de um determinado composto ou substancia pode ser
avaliada por meio da observacao de alteragGes na divisao celular do organismo
teste (19). A alelopatia € definida como a interferéncia positiva ou negativa de
substancias produzidas por uma planta e pode representar uma alternativa

interessante na busca de fitotoxinas naturais com atividade inibitéria ou



3

estimulante sobre outras espécies (20). Portanto, a atividade alelopatica
representa um modelo interessante para a avaliagdo da acédo de determinado
composto sobre a proliferagao celular.

A atividade de inibicdo da proliferacdo celular pode ser avaliada
utilizando como modelo a inibicdo da germinacdo de determinadas espécies e
pela interferéncia no desenvolvimento das radiculas. Assim, uma substancia ou
um extrato vegetal que apresente a capacidade de interferir no desenvolvimento
da radicula de outra espécie pode ser um candidato interessante para aplicacao
como antitumoral, herbicida ou agente alelopatico (21). A correlacdo com a
atividade citotéxica reside no fato que a inibicdo no desenvolvimento de radicula
ou na germinacdo pode ser devida a interferéncia no sistema bioquimico ou
outro sistema relacionado ao crescimento (por exemplo, divisdo cromossémica)
do organismo teste (21).

A avaliacao preliminar de citotoxicidade tem sido feita por meio do estudo
da influéncia de extratos sobre a germinagao e o crescimento de determinadas
espécies-alvo (22) comumente o alface (Lactuca sativa L.). Este tipo de
abordagem revelou o potencial alelopatico de extratos aquosos de folhas
frescas e secas de Persea americana Mill., o abacateiro (23); do extrato volatil
de Pilocarpus microphyllus Stapf. ex Wardleworth, o jaborandi (24); e de
Artemisia annua L., a artemisia (25).

Diversas espécies que interferem no metabolismo de outras séao
relatadas na literatura. Extratos de Rhynchostegium pallidifolium (Mitt.) A.
Jaeger mostraram atividade inibitéria de crescimento em monocotiledéneas e
dicotiledéneas (26). O extrato etanodlico de Syzygium aromaticum (L.) Merr &
Perry (cravo-da-india), bem como eugenol (1) puro, diminuiram a germinacéo e

crescimento de diversas sementes (27).

H,CO

HO

O arroz (Oriza sativum L.) inibe o crescimento de espécies invasoras e

de plantas com as quais € cultivado em consércio, sendo que os diterpenos
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momilactona A (2) e momilactona B (3), isolados do exsudado de suas raizes,

parecem ser 0s responsaveis por esta atividade (28, 29).

Testes in vitro mostraram que estes exsudados inibem o crescimento de
raizes e brotos de Echinochloa crus-galli (L.) P. Beauv. nas concentracdes de
0,8-2,2% e 59-82%, respectivamente (30). Folhas e frutos de Solanum
lycocarpum St. Hill. apresentaram propriedades alelopaticas (inibitorias e
estimulantes), que se manifestam numa ampla faixa de temperatura (31).

As interacdes quimicas que ocorrem no ecossistema tém se apresentado
como uma solucao alternativa na busca de fontes de herbicidas, disponiveis na
prépria natureza, mais especificos e menos prejudiciais ao ambiente (32). A
ampliacdo desse conhecimento para a flora brasileira € de grande importancia,
devido tanto a megadiversidade floristica de nosso pais (33), como ao potencial
de representarem novas informacgfes. Esta diversidade se traduz também do
ponto de vista quimico, ja que diferentes espécies variam em suas respostas
aleloquimicas, liberando diversos compostos do metabolismo secundéario no
ambiente (25, 34).

Tal caracteristica torna-se de extrema importancia em biomas que
apresentem alto endemismo como o Cerrado, onde ha areas em que as
estimativas de espécies endémicas podem ultrapassar 40% (35). Nesse bioma,
poucas espécies ocorrem em mais do que oito localidades e muitas podem ser
encontradas em apenas uma area (36). Por outro lado, tal diversidade pode
contribuir com a adaptacdo de espécies ndo originarias do Cerrado. Estudos
floristicos tém mostrado que as florestas Amazonica e Atlantica influenciaram a

flora do Cerrado sendo, no entanto, maior a influéncia desta ultima (35).
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Aleloquimicos liberados por meio da decomposicao de residuos vegetais podem
ter papel importante na germinacao e estabelecimento de sementes individuais,
influenciando no padrédo da vegetacdo na medida em que geram variagdes
quimicas no solo (37).

Dessa forma, identificar espécies que apresentem a propriedade de
interferir na germinacao ou crescimento de outras plantas pode representar uma
forma de buscar entender a biodiversidade do Cerrado. Adicionalmente, a
utilizacao de tais espécies pode ser uma estratégia interessante para 0 manejo
natural e reducédo do uso de herbicidas, inseticidas e outros produtos artificiais
na agricultura (38, 39).

Considerando a importancia dos aleloquimicos nos ecossistemas, bem
como sua possivel correlagcdo com atividades citotoxicas, o estudo da atividade
alelopatica visa contribuir para o conhecimento sobre a atividade biol6gica
dessas espécies. Adicionalmente, aumentar o conhecimento sobre a acédo de
espécies de nossa flora utilizadas com finalidade terapéutica é de fundamental
importancia para termos, cada vez mais, medicamentos com eficacia e
seguranca estabelecidas. Assim, visando contribuir para o conhecimento de
espécies popularmente utilizadas como medicinais no Brasil, esse trabalho tem
foco em sete espécies: Morus nigra, Plectranthus neochilus, Pouteria torta,
Pouteria ramiflora, Pouteria caimito, Genipa americana e Sapindus saponaria.
Além disso, estas espécies, que tém sido objeto de estudo do grupo de
pesquisa “Desenvolvimento e Controle da Qualidade de Farmacos e
Medicamentos”, foram escolhidas com o intuito de contribuir na obtencao de
dados para tais estudos.

A Tabela 1 mostra algumas das atividades biolégicas descritas para

essas especies.



Tabela 1 — Atividade bioldgica de espécies utilizadas na medicina popular brasileira.

Espécie

Atividade biolégica e uso popular

Morus nigra L.
(Moraceae)

Antioxidante (16, 40-44);

Anti-inflamatéria (40, 41);

Antinociceptiva (41);

Hipoglicemiante (6, 16);

Atividade inibitéria da tirosinase (45);

Atividade frente a receptores nucleares (46-48).

Uso popular:

Reposicao hormonal e alivio de fogachos na menopausa; cefaleia e irritagéo
no periodo menstrual (49).

Genipa americana
L. (Rubiaceae)

Uso popular:

Antiulcerogénica, antidiarreica, catartica, tratamento de faringites,
antissifilitica, febrifugo, antiasmatico, afrodisiaco, antianémico, tonico,
diurético, afecgbes do baco, figado e ictericia, feridas externas e faringite
(50).

Pouteria caimito

Antioxidante, atividade fotoprotetora contra raios UVA e UVB (51).

(Ruiz & Pav.) Uso popular:
Radlk. Antimicrobiano, antimalarico (52).
(Sapotaceae)

Pouteria ramiflora
(Mart.) Radlk.
(Sapotaceae)

Antinociceptiva, anti-inflamatéria (53);

Antioxidante, toxicidade a larvas de Artemia salina, atividade fotoprotetora
contra raios UVA e UVB, atividade inibitéria da a-amilase, inibicdo da
germinacao de Lactuca sativa (51);

Antimicrobiana (54).

Uso popular:

Tratamento de verminoses, disenteria, dor e inflamacéo (53).

Pouteria torta
(Mart.) Radlk.
(Sapotaceae)

Antimicrobiana (54);

Antifungica e inseticida (55);

Toxicidade a larvas de Artemia salina (51, 56);

Atividade inibitéria da a-amilase, atividade frente a receptores nucleares,
atividade fotoprotetora contra raios UVA e UVB (51);

Antimicrobiana (51, 54);

Inibicdo da germinacéo de Lactuca sativa (57)

Uso popular:

Antidiarreico (51).

Sapindus
saponaria L.
(Sapindaceae)

Reducédo de protozoarios em ruminantes (58);

Reducéo da liberacdo de metano por ruminantes (59);
Atividade larvicida sobre Boophilus microplus (60);
Atividade moluscicida sobre Biomphalaria glabrata (61);
Atividade antiulcerativa (3, 62);

Atividade antifingica (63).

Uso popular:

Lesdes da pele e inflamacéo (3, 62).

Plectranthus
neochilus Schiltr.
(Lamiaceae)

Atividade antifingica (64).
Uso popular:
Deficiéncia hepatica e dispepsia (65).




2 OBJETIVOS

Considerando que diversos estudos biomonitorados de espécies vegetais
tém levado a obtencéo de fracbes e substancias com atividades antioxidantes e
alelopéticas e, também, levando em conta a necessidade de insercao de
protocolos adicionais para a avaliacdo da atividade biologica desses mesmos
extratos, este estudo trata da investigacdo in vitro da atividade antioxidante e
alelopatica de extratos vegetais, ampliando as opc¢des terapéuticas naturais a
serem estudadas, posteriormente in vivo, para esta patologia. Além disso,
fornecer4 componentes para trabalhos futuros de isolamento de substancias
responsaveis pela atividade antioxidante e alelopatica e possiveis sinteses de
novos produtos com base nas moléculas isoladas.

Desta forma, considerando a importancia de todas as espécies vegetais
estudadas para as populagdes do Cerrado e da necessidade de conhecimento
de suas atividades biologicas para futuras pesquisas de propriedades

etnofarmacoldgicas, os seguintes objetivos sédo propostos:

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a atividade alelopética e antioxidante de extratos brutos de sete

espécies vegetais empregadas como medicinais no Brasil.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar se o0s extratos brutos testados apresentam atividade
antioxidante quando submetidos ao teste de molibdénio.

Investigar se o0s extratos brutos testados apresentam atividade
alelopética frente & germinagdo de plantas-alvo alface e tomate, com avaliagéo
dos parametros germinabilidade e tempo médio de germinacao.

Investigar se 0s extratos brutos testados apresentam atividade
alelopatica frente ao crescimento de plantas-alvo alface e tomate, com

avaliacao do parametro crescimento radicular.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DOS EXTRATOS BRUTOS

Para as espécies avaliadas, uma exsicata testemunha esta depositada
no Herbario da Universidade de Brasilia (Herbario UB), Brasilia, DF, sob os
nameros apresentados na Tabela 2.

Todos os extratos usados sao oriundos da colecéo de extratos do grupo
de pesquisa “Desenvolvimento e Controle da Qualidade de Farmacos e
Medicamentos”, Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia,
sob a coordenacao da Profa. Damaris Silveira.

Para a obtengao do extrato hexanico, o material botanico foi pulverizado
e submetido a extracdo por maceracao a frio, por quatro vezes, durante sete
dias cada, utilizando primeiramente hexano como solvente. Apos decantacéo,
as solucdes extrativas foram concentradas a secura, sob vacuo, a uma
temperatura de aproximadamente 40°C. Com o material botanico restante, o
mesmo processo foi realizado utilizando etanol 95% como solvente.

Na obtenc&o do extrato aquoso bruto, a técnica de extracao utilizada foi a
infusdo. Resumidamente, ao material botanico pulverizado foi adicionada agua
destilada submetida previamente & ebulicdo e posterior arrefecimento até 70°C.
A mistura foi mantida em contato até arrefecimento a 50°C e filtrada a quente. A
solucdo extrativa obtida foi mantida a -30°C e posteriormente foi submetida a

liofilizacao.



Tabela 2 — Extratos brutos de espécies vegetais avaliadas quanto a atividade alelopatica e antioxidante.

Espécie Nome popular Parte usada Extrato Exsicata Local de coleta
AQUOSO Asa Norte
Morus nigra L. (Moraceae) Amora Folha HEXANICO Franzotti E. 17837 Brasilia-DF
ETANOLICO
Casca do fruto 3
ETANOLICO
verde Sueli Maria G
3 ueli Maria Gomes .
Genipa americana L. (Rubiaceae) Jenipapo Fruto verde ETANOLICO 915 Samambaia-DF
HEXANICO
Folha |
ETANOLICO
o _ HEXANICO
Pouteria caimito (Ruiz & Pav.) Radlk ) , S. M. Gomes UB
Abiu Folha ETANOLICO Pocrane-MG
(Sapotaceae) 27284
AQUOSO
_ _ HEXANICO . Campus UnB
Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk ) , JElias de Paula
Curiola Folha ETANOLICO Asa Norte
(Sapotaceae) 3671 .
AQUOSO Brasilia-DF
_ HEXANICO , Campus UnB
Pouteria torta (Mart.) Radlk _ JElias de Paula
Guaipeva Folha Asa Norte
(Sapotaceae) AQUOSO 3674 _
Brasilia-DF
) ) Campus UnB
) ) ) ] . Sueli Maria Gomes
Sapindus saponaria L. (Sapindaceae) Saboneteira Fruto ETANOLICO 916 Asa Norte
Brasilia-DF
_ HEXANICO S Campus UnB
Plectranthus neochilus Schltr. ) Sueli Maria Gomes
) Boldinho Folha AQUOSO Asa Norte
(Lamiaceae) ) 913 .
ETANOLICO Brasilia-DF
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3.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

As andlises realizadas foram conduzidas no Laboratorio de Farmacologia
Molecular (FARMOL) da Universidade de Brasilia (UnB).

3.2.1 Avaliacdo do potencial antioxidante pelo Mode Io de Reducédo do

Complexo de Fosfomolibdénio

A metodologia para verificacdo in vitro da atividade antioxidante de
extratos vegetais € uma adaptacdo da metodologia utilizada por Prieto (1999),
gue consiste em construir uma curva padrao utilizando material antioxidante de
referéncia (66). Este método foi baseado na reducdo do complexo de
fosfomolibdénio em comparacdo com trés compostos de atividade antioxidante
reconhecida. Os dados de absorbancia foram registrados em um
espectrofotometro Shimadzu (UV-1601).

3.2.1.1 Preparo dos Reagentes

Foram pesados 266mg de fosfato de sodio (NasPO,;) e 123mg de
molibdato de amonio tetraidratado ((N4)sMo07024H2,0) e medidos 810uL de acido
sulfarico (H,SO,4) para o preparo de solugbes aquosas de 25uL de NazPO,
28mM; (N4)sM07024H,0 4mM e H,SO,4 0,6M, separadamente. As trés solucdes

foram reunidas em um frasco somente no momento de utilizar.
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3.2.1.2 Preparo das Substancias de Referéncia (Padrdes)

As substancias de referéncia foram acido ascorbico (Dindmica), BHT
(2,6-di-t-butil-4-metilfenol) (Synth) e quercetina (amostra gentilmente cedida
pelo Prof. Dr. Lauro Barata do Instituto de Quimica/Unicamp).

Foram preparadas solucdes estoque a 1,0mg/mL de acido ascorbico,
BHT e quercetina, em etanol. A partir das solu¢gdes estoque, aliquotas foram
adicionadas de etanol e preparadas solucdes diluidas a 0,8; 0,6; 0,4; 0,2; 0,1 e

0,05mg/mL de cada padréo a ser testado.

3.2.1.3 Obtencéo das curvas de calibracdo

Para cada diluicdo de cada padrdo, a andlise foi feita em triplicata. Além
disso, para verificar a repetibilidade do método, foram realizadas trés analises
em triplicata para cada padrdo em dias diferentes. Foram adicionados, em
microtubos de centrifuga, 1mL da solucao reagente + 0,1mL da solu¢do padréo
preparada em cada concentracdo. Foi preparado um branco com 1mL da
solucéo reagente + 0,1mL de etanol.

3.2.1.4 Anélise realizada

Os tubos foram tampados e mantidos em banho-maria a 95C por 90min.
Apoés este periodo, as amostras foram deixadas a arrefecer até temperatura
ambiente. As amostras contidas em cada tubo foram transferidas para cubetas
de plastico (caminho Optico 1cm) e analisadas sob comprimento de onda de
695nm em espectrofotdmetro Shimadzu. O equipamento foi previamente zerado
com o branco (1ImL da solucao reagente + 0,1mL de etanol). As absorbancias
geradas foram utilizadas na construcdo das curvas de calibragcdo. Os dados
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foram analisados utilizando o programa GrafPad Prism 5, por método ANOVA e
curvas de calibragcdo foram construidas.

Para as amostras analisadas, todos os testes foram realizados em
triplicata, seguindo o mesmo procedimento de preparo das solu¢des padrao,
adicionando em tubos do tipo eppendorf 1mL do reagente preparado + 0,1mL
das solugfes etandlicas de andlise (obtidas a partir dos extratos brutos vegetais

preparados a 1,0mg/mL).

3.2.1.5 Construgéo da curva padréo de acido ascorbico

A Tabela 3 apresenta as concentragfes das solugbes de acido ascorbico

utilizadas para a construcéo da curva padréo (Figura 1).

Acido Ascorbico - Curva Padrado
y = 3,030x - 0,0309

3,0+
r’= 0,9951

Absorbancia

1,0

O,C T L) v
0,0 0,3 0,6 0,9

[AA] (mg/mL)

Figura 1 — Atividade redutora do acido ascérbico no método de fosfomolibdénio. Curva padréo
com as absorbancias obtidas em trés experimentos com concentracdes crescentes de acido

ascorbico (mg/mL). Cada ponto representa a média + desvio padrao.
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Tabela 3 — Absorbancias obtidas para cada concentragdo de acido ascorbico para construgéo
da curva padrao.

Absorbancias obtidas do

Concentragfes complexo de Mo Média
(mg/mL) com &cido ascérbico Abs
1 2 3
0,050 0,122 0,123 0,142 0,129
0,100 0,256 0,263 0,229 0,249
0,200 0,567 0,601 0,613 0,594
0,400 1,310 1,020 1,202 1,177
0,800 2,358 2,436 2,382 2,392

3.2.1.6 Construcédo da curva padrdo de 2,6-di-t-butil-4-metilfenol (BHT)

A Tabela 4 apresenta as concentracdes das solucdes de BHT utilizadas

para a construcao da curva padrao (Figura 2).



0,41

0,34

0,2+

Absorbancia

0,1+

0,0

BHT - Curva Padrao

0,0

0,3 0,6

[BHT] (mg/mL)

0,9

1,2

y = 0,3630x + 0,0096
r’= 0,9921
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Figura 2 — Atividade redutora do BHT no método de fosfomolibdénio. Curva padrdo com as

absorbancias obtidas em trés experimentos com concentracdes crescentes de BHT (mg/mL).

Cada ponto representa a média + desvio padrao.

Tabela 4 — Absorbéancias obtidas para cada concentracdo de BHT para construcdo da curva

padréo.

Absorbancias obtidas do

Concentracfes Média

complexo de Mo com BHT
(mg/mL) Abs

1 2 3

0,050 0,020 0,028 0,032 0,026

0,100 0,050 0,056 0,053 0,053

0,200 0,085 0,089 0,060 0,078

0,400 0,158 0,156 0,123 0,146

0,600 0,230 0,240 0,236 0,235

0,800 0,302 0,307 0,304 0,304

1,000 0,366 0,383 0,357 0,369




3.2.1.7 Construcdo da curva padrao de quercetina

A Tabela 5 apresenta as concentracdes das solucdes de quercetina

utilizadas para a construcéo da curva padréo (Figura 3).

2,57
2,04
1,54

1,0+

Absorbancia

0,5+

0,0+

Quercetina - Curva Padréao

y = 2,083x - 0,0928

r’= 0,9934

0,0

Figura 3 — Atividade redutora da quercetina no método de fosfomolibdénio. Curva padrdo com
as absorbancias obtidas em trés experimentos com concentracfes crescentes de quercetina

(mg/mL). Cada ponto representa a média + desvio padréo.

Tabela 5 — Absorbancias obtidas para cada concentracdo de quercetina para construcdo da

curva padréo.

0,3

[Quercetina] (mg/mL)

Absorbancias obtidas do

Concentragdes complexo de Mo com Média
(mg/mL) quercetina Abs
1 2 3
0,050 0,043 0,049 0,035 0,042
0,100 0,122 0,137 0,122 0,127
0,200 0,290 0,311 0,304 0,302
0,400 0,696 0,730 0,709 0,712
0,600 1,140 1,119 1,234 1,164
0,800 1,610 1,628 1,369 1,536
1,000 2,057 2,039 1,995 2,030
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Todos os resultados obtidos mostraram que as substancias antioxidantes
escolhidas como padrbes resultaram em curvas com boa linearidade e
repetibilidade. Para o calculo da equivaléncia dos extratos brutos analisados
com relacdo aos padrbes testados (acido ascorbico, BHT e quercetina) foram
utilizadas as equacdes da reta as quais foram aplicadas as absorbancias lidas a
695nm. Desta forma, foram obtidas as concentracdes relativas aos controles.

Considerando que os extratos brutos representam uma mistura complexa
de diversas substancias que devem ser isoladas para caracterizacdo de
atividades, para analisar o potencial antioxidante das amostras testadas, foram
considerados resultados significativos os valores de equivaléncia acima de
0,4mg/mL.

3.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ALELOPATICA

3.3.1 Preparacgéo das amostras e das placas

Os extratos brutos foram testados em:

- alface (Lactuca sativa L., Asteraceae) variedade crespa “grand Rapids TBR”,
marca Isla Pak;

- tomate (Lycopersicum esculentum Mill., Solanaceae) variedade super
marmande, marca Isla Pak.

A resisténcia ou tolerancia aos metabdlitos secundarios é uma
caracteristica espécie-especifica, existindo plantas mais sensiveis, como
Lactuca sativa L. (alface), Lycopersicon esculentum Mil. (tomate) e Cucumis
sativus L. (pepino), consideradas indicadoras de atividade alelopatica (24). Além
disso, outros fatores sustentaram a escolha de L. sativa como espécie-alvo:
curto periodo necessério para germinagao (24 a 48h), nao requer foto-periodo,
apresenta tamanho considerado uniforme, germinagcdo potencial sob

temperatura ambiente, eixo Unico da plantula facilita a leitura do crescimento e
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seus diasporos sao facilmente encontrados (67, 68). Como as espécies nativas,
amiude, possuem algum tipo de dorméncia, o uso de sementes de espécies
cultivadas de boa qualidade é aconselhavel e Lycopersicon esculentum
(tomate) e Lactuca sativa (alface) sdo duas espécies em que as “sementes”
(alface € um aquénio) sao facilmente encontradas e bastante sensiveis a varios
aleloquimicos (20).

As placas de Petri (9,0cm diametro) utilizadas nos ensaios foram
desinfetadas com solucdo de hipoclorito de sédio 0,01%, durante trés horas,
lavadas com &gua destilada e revestidas internamente por discos de papel-filtro
Whatman nimero 1. O conjunto foi submetido a esterilizagdo em autoclave.

As plantas-alvos foram testadas com os extratos brutos quanto a sua
germinabilidade e tempo médio de germinacao (para a atividade alelopatica na
germinacdo) e comprimento radicular (para a atividade alelopatica no

crescimento).

3.3.2 Ensaio de Germinacéo e Crescimento

Para ambos os ensaios, foi utilizada a metodologia descrita por Ferreira
& Borghetti (2004), que preconiza a verificacdo da ocorréncia de efeitos
inibitérios ou estimulantes na germinacao e no crescimento de L. sativa, frente
as amostras testadas, em diferentes concentracbes. As placas de Petri
montadas com discos de papel-filtro foram umedecidas com 10mL de solucdo
do extrato (etandlico, hexanico ou aquoso) nas concentracdes de 0,5; 1,0; 2,0 e
4,0mg/mL (20).

Para o ensaio de germinacdo, apos a evaporacdo do solvente, foram
adicionados 10mL de agua em cada placa. Em seguida, cada disco de papel
recebeu 30 didsporos das espécies-alvos, distribuidos aleatoriamente, com trés
repeticbes para cada extrato. Como controle, o0 mesmo procedimento foi
utilizado, entretanto, sem o extrato vegetal. A verificacdo da ocorréncia de
germinacao foi realizada nos intervalos de 24, 48, 72, 96 e 120h (total de 5

dias), procedendo a retirada das sementes germinadas. O critério de
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germinacdo foi emergéncia da radicula (£ 2mm) seguida de curvamento
geotropico da raiz.

Para o ensaio de crescimento, apos a evaporacdo do solvente, foram
adicionados 10mL de agua. Em seguida, cada disco de papel recebeu 10
diasporos das espécies-alvos, distribuidos aleatoriamente, com trés repeticdes
para cada extrato. Como controle, o mesmo procedimento foi utilizado,
entretanto, com a auséncia do extrato vegetal. Os diasporos estavam em
periodo de crescimento prévio de trés dias e foram escolhidos pela semelhanca
de tamanho de crescimento neste periodo, evitando diferengas significativas
gue pudessem influenciar os resultados do teste. As medidas da radicula das
10 plantulas por placa foram feitas apos sete dias de crescimento, utilizando

paquimetro digital.

3.3.3 Analise estatistica

Célculo da taxa de inibicdo da germinabilidade (TIG ): € proposta aqui
a avaliacado da taxa de inibicdo da germinabilidade, baseada na comparacdo
entre controle e demais tratamentos. O resultado é fornecido em porcentagem
por meio da férmula:

TIG = (GC - GT)/GC.100%

Onde:
TIG = taxa de inibicdo da germinabilidade;
GC = germinabilidade do controle;

GT = germinabilidade do tratamento.

Valores positivos de TIG revelam inibicdo da germinacdo, enquanto

valores negativos indicam estimulo a germinacéo.

Célculo da taxa de inibicAo do crescimento radicula r (TICR): é

proposta aqui a avaliacdo da taxa de inibicdo do crescimento radicular, baseada
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na comparacgdo entre o controle e demais tratamentos. O resultado é fornecido
em porcentagem por meio da féormula:
TICR = (CRC - CRT)/CRC.100%
Onde:
TICR = taxa de inibicdo do crescimento radicular;
CRC = comprimento da radicula no controle;

CRT = comprimento da radicula no tratamento.

Valores positivos de TICR revelam inibicdo do crescimento, enquanto

valores negativos indicam estimulo ao crescimento.

Para as variaveis do teste de germinacao e crescimento, foram utilizadas
analises estatisticas aplicando o pacote SigmaPlot, versdo 11.0 e GraphPad
Prism 5. Nas analises de germinacdo, os parametros avaliados foram
germinabilidade (G) e tempo médio de germinacao (tn) (69, 70).

Nos ensaios de crescimento, o parametro avaliado foi o crescimento
radicular (CR) ap0s 7 dias em contato com os extratos testados. Os dados de
germinabilidade foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) One way,
seguida do método Holm-Sidak (p<0,05); para os dados ndo paramétricos foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguido de teste Tukey (p<0,05). Os dados
de tempo médio de germinacdo (t,) foram submetidos a ANOVA Two way
(p<0,001). Os dados de crescimento foram submetidos a ANOVA néo

paramétrica e Dunn post hoc (p<0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 INTRODUCAO

A capacidade antioxidante pode ser determinada de maneira quantitativa
por meio de ensaio espectrofotométrico, baseado na reducdo de Mo(VI) para
Mo(V) pela amostra e subsequiiente formacdo de um complexo verde de
fosfato/Mo(V) (66). As absorbancias das amostras de extratos vegetais testados
foram determinadas e comparadas com os valores das absorbancias das
substancias de referéncia utilizadas, neste caso, &cido ascorbico, BHT e
guercetina. Neste trabalho, todas as amostras de extratos vegetais analisadas
foram preparadas na concentracdo de 1mg/mL.

Este método € considerado de facil execucao, reprodutivel e amplamente
utiizado para verificacdo de atividade antioxidante, principalmente para
compostos fendlicos (71). Fundamenta-se na transferéncia de elétrons, por
meio da verificacdo da capacidade redutora em presenca de reagente
especifico (71), diferente de outros métodos utilizados, como o do DPPH.
Embora o método do DPPH também possua fundamentacdo na transferéncia
de elétrons, verificou-se que ele possui limitagbes podendo falsear os
resultados com eugenol, ndo sendo a melhor opcdo para verificagcdo deste
composto e outros fendis (71) e também de compostos que possuam um
espectro que sobreponha o do DPPH a 515nm, como o de carotenoides, que
interferem no resultado (72).

Quanto a avaliacdo da atividade alelopatica, o ensaio de germinacéo €
menos sensivel aos aleloquimicos do que o crescimento da plantula; porém, a
quantificacdo experimental é muito mais simples, pois, para cada semente, o
fendmeno é discreto, germinando ou nao (20). Muitas vezes, o efeito alelopatico
nao se da sobre a germinabilidade (percentual final de germinac&o), mas sobre
a velocidade de germinacédo ou sobre outro parametro do processo, por esta
razdo, o0 acompanhamento da germinacao deve ser diario ou em periodos mais

curtos que 24 horas (20). Neste estudo, foram utilizados valores de TIG que
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expressam diretamente o efeito inibitério da germinabilidade das sementes,
facilitando a andlise dos resultados.

A germinabilidade informa o numero de sementes germinadas,
entretanto, ndo reflete quanto tempo foi necessario para que as sementes
atingissem tal porcentagem de germinagéo (20). Desta forma, se dois ou mais
lotes de sementes apresentarem germinabilidade semelhante, isso ndo quer
dizer que seu comportamento germinativo seja 0 mesmo, pois 0s tempos e a
distribuicdo da germinacédo das sementes podem ser diferentes. Considerando
gue a 22°C todo um lote de alface pode germinar em 48 ou, no maximo, 72h e
que poderia haver efeito alelopético dos extratos testados na distribuicdo deste
tempo de germinacéo, o calculo do tempo médio foi realizado, pois fornece um
carater cinético ao processo e permite a realizacdo de inferéncias sobre vias
metabdlicas envolvidas (20).

Os testes de germinagao e crescimento sao simples, mas exigem uma
série de cuidados para que possam ser obtidas respostas reproduziveis, tais
como, devem ser realizados em laboratorio a temperatura ambiente (o uso da
temperatura entre 22-28<C € o procedimento mais com um); deve-se cuidar para
que as placas nédo sequem (a colocacao de papel-filtro no fundo da placa
diminui o problema); deve-se evitar o alagamento das placas para impedir que
as sementes flutuem; esses cuidados sao fundamentais, pois a evaporacédo dos

extratos torna-os mais concentrados, o que pode falsear os resultados (20).

4.2 MORUS NIGRA L. (MORACEAE): AMORA

Existem 24 espécies de Morus, uma delas a Morus nigra L. e uma
subespécie com, no minimo, 100 variedades conhecidas (73). A amoreira é
encontrada desde as regifes de temperatura subtropical do hemisfério norte até
as regides tropicais do hemisfério sul e pode crescer em uma ampla faixa de
variacdo de condicfes de solo, climaticas e topograficas (73).

E uma espécie arborea que cresce rapidamente quando jovem, mas logo

diminui a velocidade de crescimento e raramente excede os 10 — 15m de altura,
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as folhas sdo muito utilizadas na medicina popular (Tabela 1) e os frutos

comestiveis sao utilizados in natura ou no preparo de sucos, doces e sorvetes.
No Brasil, as folhas sédo utilizadas sob a forma de cha para reposicao

hormonal e alivio de fogachos na menopausa e para cefaleia e irritacdo no

periodo pré-menstrual (74, 75).

Figura 4 — Morus nigra. A) Arvore; B) Folha e C) Fruto™.

Morus nigra, muito conhecida pelo seu fruto — a amora — desperta muito
interesse em estudos para verificagdo de sua atividade terapéutica pela
presenca de flavonoides (49). Em estudo para verificacdo da composicao
quimica dos frutos de Morus alba, M. rubra e M. nigra foi verificado que o0s
frutos de M. nigra apresentam o maior contetdo de flavonoides e compostos
fendlicos totais (73).

Dentre os flavonoides presentes, os derivados de antocianinas foram os
principais componentes encontrados, seguidos por quercetina. Do contetdo
total de antocianinas, 71% e 19%, correspondem a cianidina-3-glicosideo e
cianidina-3-rutinosideo respectivamente (76).

O extrato da raiz de Morus nigra contém oxiresveratrol (4) e outros
componentes fitoquimicos que contribuem para a forte atividade inibitoria da

tirosinase deste extrato (45).

'Fontes:
A) http://www.apinguela.com/Plantas/M/Morus-nigra/Morus%20nigra.jpg
B) http://australian-insects.com/lepidoptera/plants/mora/morus-nigra.jpg
C) http://lwww.about-garden.com/images_data/4731-morus-nigra-moruse-cerna.jpg
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A atividade antioxidante, o contetado de antocianinas e fendis totais de
frutos de Morus nigra e a determinacdo de variacfes sazonais nesta atividade
foram avaliados e foi observado que esses compostos apresentam forte
potencial antioxidante (16).

Extratos de folhas de Morus nigra apresentaram atividade antioxidante,
anti-inflamatéria e antinociceptiva quando testadas in vitro e in vivo (41).
Extratos de frutos apresentam acéo protetora contra os danos da peroxidase
em biomembranas e biomoléculas, por inibir a glicosilacdo da hemoglobina,
hemolise eritrocitaria, dano na membrana de hepatocitos de ratos e oxidacao do
LDL in vitro (42).

A atividade antiinflamatéria das folhas parece estar relacionada a
presenca de terpenoides e esteroides principalmente germanicol (5), acido
betulinico (6) e B-sitosterol (7) (44).
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Folhas de amoreira exibiram bom controle glicémico, inibicdo da
peroxidacdo dos lipideos e atividade da catalase (CAT) (48 e 33%,
respectivamente), indicando que estas folhas possuem propriedades anti-

hiperglicemiante e antioxidante (16, 77).

4.2.1 Atividade Antioxidante de  Morus nigra

Quanto a atividade antioxidante, a amora (Tabela 6) mostrou resultados
significativos para o extrato hexanico, com potencial antioxidante cerca de trés
vezes (2,90) maior que o BHT. Também foi obtido um potencial antioxidante
equivalente a 1,5 vezes com o extrato etandlico em relagéo ao BHT.

O extrato hexanico teve um potencial antioxidante equivalente a 0,5
vezes da quercetina.

A amora contém bioflavonoides e esta poderosa classe de antioxidante

pode ser o responsavel pelas suas propriedades medicinais (42) devido a
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capacidade de sequestrar varias espécies oxidantes, tais como &anion
superoéxido, radical hidroxila e radical peroxila (78). Além destes componentes,
a producdo de compostos fendlicos e antocianinas por esta espécie também

podem influenciar a sua capacidade antioxidante (16, 43, 78, 79).

Tabela 6 — Atividade antioxidante de Morus nigra.

Extrato Média Equivalentes em mg/mL
das Abs AA BHT Quercetina
0,024 0,018 0,039 0,056
Aquoso
A 1,061 0,360 2,896 0,554
Hexanico
0 0,484 0,170 1,306 0,277
Etandlico

4.2.2 Atividade Alelopéatica de Morus nigra

Germinabilidade (G) e taxa de inibicdo da germinabi  lidade (TIG)

O extrato aquoso de folhas de Morus nigra ndo apresentou diferenca
estatistica na germinabilidade do alface, quando comparado ao controle. O
extrato hexanico também n&o apresentou diferenca estatistica em relagdo ao
controle, mas houve diferenca na atividade alelopatica inibitoria entre as
concentracfes de 4mg/mL e 2mg/mL. Ainda, frente a germinabilidade do alface,
0 extrato etandlico em sua maior concentragdo testada, foi o que apresentou
melhores resultados para esta espécie, com TIG de 46% e a inibicdo foi

proporcional ao aumento da concentracao do extrato (Tabela 7).
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Tabela 7 — Germinabilidade (G) e respectiva taxa de inibicdo da germinabilidade (TIG) de
sementes de Lactuca sativa submetidas a diferentes extratos de folhas de Morus nigra com
resposta dose-dependente ao final de 5 dias.

Concentracdo do extrato (mg/mL)

Extrato

0 0,5 1 2 4
- G(%) 88 86 87 92 74

Hexanico
TIG(%) 0 2 1 5 16
G(%) 97 88 87 80 52*

Etanélico
TIG(%) 0 9 10 18 46*

*P< 0,05 vs controle (Omg/mL).

Frente & germinabilidade do tomate, apenas o0 extrato hexanico
apresentou resultados significativos, com TIG de 46% em relacdo ao controle
na concentracdo de 4mg/mL (Tabela 8).

Tabela 8 — Germinabilidade (G) e respectiva taxa de inibicdo da germinabilidade (TIG) de
sementes de Lycopersicon esculentum submetidas a diferentes concentracdes do extrato
hexanico de folhas de Morus nigra ao final de 5 dias.

Concentracéo do extrato (mg/mL)

Extrato
0 0,5 1 2 4
A G(%) 89 80 66 66 48*
Hexanico
TIG(%) 0 10 26 26 46*

*P< 0,05 vs controle (Omg/mL).
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Na concentracdo de 4mg/mL, o extrato aquoso inibiu a germinacdo nas

48 horas de andlise, deslocando o pico de germinacao para 96h (Figura 5).
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Figura 5 — Curvas de crescimento ndo cumulativo de Lactuca sativa sob tratamento com varias

concentracfes do extrato aquoso de folhas de Morus nigra, em comparacdo com o controle
(0,0mg/mL), (A) 0,5mg/mL, (B) 1,0mg/mL, (C) 2,0mg/mL, (D) 4,0mg/mL, (E) todas as

concentragdes. Os pontos representam a média * erro padrao. *P<0,001 vs controle, n=9.

O mesmo comportamento do extrato aquoso frente a germinacdo néao

cumulativa do alface foi observado para o extrato etandlico desta espécie no

mesmo periodo germinador, 48h de analise, e concentracdo de 4mg/mL,

deslocando neste tempo o pico de germinacao (Figura 6).
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Figura 6 — Curvas de crescimento ndo cumulativo de Lactuca sativa sob tratamento com varias
concentragdes do extrato etanodlico de folhas de Morus nigra, em comparagcdo com o controle
(0,0mg/mL), (A) 0,5mg/mL, (B) 1,0mg/mL, (C) 2,0mg/mL, (D) 4,0mg/mL, (E) todas as

concentracdes. Os pontos representam a média * erro padrdo. *P<0,001 vs controle, n=9.

Para os tratamentos com as sementes de tomate, o extrato aquoso
deslocou as curvas de germinacdo nas 24 e 48h de andlise, na maior

concentracéo testada (4mg/mL) (Figura 7).
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Figura 7 — Curvas de crescimento ndo cumulativo de Lycopersicum esculentum sob tratamento
com varias concentragdes do extrato aquoso de folhas de Morus nigra, em comparagdo com o
controle (0,0mg/mL), (A) 0,5mg/mL, (B) 1,0mg/mL, (C) 2,0mg/mL, (D) 4,0mg/mL, (E) todas as
concentrac8es. Os pontos representam a média * erro padrdo. *P<0,001 vs controle, n=9.

Para o extrato etandlico, as inibicbes na germinacdo do tomate
ocorreram nos seguintes tempos: 48h em 1mg/mL, 48h e 96h a 2 mg/mL e

novamente 48h e 96h a 4mg/mL (Figura 8).
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Figura 8 — Curvas de crescimento ndo cumulativo de Lycopersicum esculentum sob tratamento
com varias concentracdes do extrato etandlico de folhas de Morus nigra, em comparacdo com o
controle (0,0mg/mL), (A) 0,5mg/mL, (B) 1,0mg/mL, (C) 2,0mg/mL, (D) 4,0mg/mL, (E) todas as
concentracdes. Os pontos representam a média + erro padréo. *P<0,001 vs controle, n=9. Para
uma melhor visualizagdo, os asteriscos referentes as diferencas estatisticas ndo estéo

colocados no gréfico (E).

O extrato hexanico apresentou as mesmas inibicdes da germinagcéo néo
cumulativa que o etandlico frente ao tomate, conforme segue: 48h em 1mg/mL,
48h e 96h a 2mg/mL e novamente 48h e 96h a 4mg/mL (Figura 9).
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Figura 9 — Curvas de crescimento ndo cumulativo de Lycopersicum esculentum sob tratamento
com varias concentracdes do extrato hexanico de folhas de Morus nigra, em comparagdo com o
controle (0,0mg/mL), (A) 0,5mg/mL, (B) 1,0mg/mL, (C) 2,0mg/mL, (D) 4,0mg/mL, (E) todas as
concentrac8es. Os pontos representam a média + erro padréo. *P<0,001 vs controle, n=9. Para
uma melhor visualizagdo, os asteriscos referentes as diferencas estatisticas ndo estéo

colocados no gréafico (E).

De uma maneira geral, pode ser verificado que mesmo 0s extratos que
ndo alteram significativamente o numero de sementes germinadas ao final da
analise (G), influenciam no tempo médio de germinacdo, atrasando este
crescimento ndo cumulativo no periodo germinador inicial, até 48 horas de

andlise.
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Comprimento radicular (CR) e taxa de inibicdo do cr  escimento radicular
(TICR)

O extrato aquoso de folhas de Morus nigra apresentou inibicdo dose-
dependente do crescimento radicular do alface nas trés maiores concentracoes
testadas, com as seguintes TICR: 38% (1mg/mL), 50% (2mg/mL), 63%
(4mg/mL). O extrato etandlico também apresentou uma inibicdo dose-
dependente, em todas as concentracOes testadas em relacdo ao controle
(0,5mg/mL, 63%; 1mg/mL, 75%; 2mg/mL, 76%, 4mg/mL, 79%), atingindo um
platd desta acdo a partir da concentracdo de 1mg/mL. Para o extrato hexanico,
foi verificado um efeito alelopatico estimulante sobre o crescimento radicular do

alface (Figura 10).
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Figura 10 — Efeito alelopatico dos extratos de folhas de Morus nigra sobre o crescimento de
sementes de Lactuca sativa. (A) Extrato aquoso; (B) Extrato etanolico; (C) Extrato hexanico. As

barras representam a média + o desvio padrdo. *P<0,05 vs controle, n=9.
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Para o extrato aquoso houve uma inibicdo do CR do tomate com taxas
de TICR de 53% até 73% na maior concentracdo de extrato testada. Assim
como foi verificado com o alface, o extrato etandlico inibiu o crescimento
radicular do tomate, entretanto, somente nas suas maiores concentracgoes,
2mg/mL e 4mg/mL, com TICR de 42% e 57%, respectivamente. Para o extrato
hexanico, foi observado um estimulo no CR do tomate como também ocorreu
com o alface, embora néo significativo, na menor concentracdo do extrato.
Entretanto, este estimulo foi seguido por inibicdo com taxas de 54% (2mg/mL) e
77% (4mg/mL) (Figura 11).
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Figura 11 — Efeito alelopatico dos extratos de folhas de Morus nigra sobre o crescimento de
sementes de Lycopersicum esculentum. (A) Extrato aquoso; (B) Extrato etandlico; (C) Extrato

hexanico. As barras representam a média + o desvio padrao. *P<0,05 vs controle, n=9.

N&o ha estudos conduzidos sobre a atividade alelopatica de amora, mas
a presenca de flavonoides pode justificar os resultados encontrados (80) por
serem estes compostos um dos muitos agentes alelopaticos produzidos pelas
plantas para reduzir a competicdo (81). A atividade alelopatica de miricitrina (8),

catequina (9), quercetina (10) e isoquercetina (11) foram verificadas com
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diversas plantas alvo e todas estas substancias apresentaram atividade
alelopatica relativa (81). Flavonoides como miricitrina (8), quercetina (10) e

robinetina (12), também inibiram o crescimento do alface (82).
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4.3 GENIPA AMERICANA L. (RUBIACEAE): JENIPAPO

O jenipapeiro (Genipa americana L.), conhecido popularmente como
jenipapo ou jenipa, € pertencente a familia Rubiaceae, sendo uma espécie
vegetal de ocorréncia no Brasil desde o0 Amapa até os Estados do Sul (83).

Possui folhas simples, opostas, pecioladas, de 20 a 42cm de
comprimento por 9 a 16cm de largura, glabras em ambas as faces; frutos do
tipo baga sub-globosa, de 8 a 10cm de comprimento e 6 a 7cm de diametro,
casca mole, parda ou pardacento-amarelada, membranosa, fina e enrugada,
podendo chegar a um didametro de até 8,5cm; as casca e os frutos verdes
contém substancia corante violeta ou azul-escuro, denominada genipina, usada
pelos indios para se pintarem de negro e, ainda hoje empregada na marcacao
de pecas de roupas, pintura de tecidos de palha e outros utensilios domésticos
(84).

O fruto comestivel é utilizado na medicina popular brasileira como
antiasmatico, afrodisiaco, antianémico, diurético e como remédio nas afeccdes
do baco figado e na ictericia. Quando maduro é utilizado no tratamento de
feridas e na faringite; a polpa do fruto verde como antissifilitico (50).

Para a casca do fruto sdo relatadas propriedades antiulcerogénica,
antidiarreica, catartica e para o tratamento de faringites. O decocto das folhas &
utilizado como antidiarreico e antissifilitico; o macerado das folhas € utilizado
por tribos indigenas no tratamento de febre (50).

O caule tem efeito purgativo e, em decocto, é indicado para o tratamento
de ferida escorbdtica, Ulcera venérea, faringite granulosa e anemia, além de ser
usado em contusdes e luxacoes (85).

O extrato hidroalcoolico de frutos de G. americana foi avaliado quanto a
atividade antimicrobiana em Escherichia coli, Enterobacter aerogenes,
Streptococcus pyogenes, Klebsiella pneumoniae, Providencia spp., Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus, e
nao apresentou atividade (86). Contudo, o 6leo essencial apresentou um largo
espectro de acdo, inclusive sobre amostras resistentes tais como S. aureus

resistente a meticilina, Enterococcus faecium resistente a vancomicina, K.
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pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa (50). Os acidos genipico e genipinico,
isolados de G. americana apresentam atividade antibidtica (87).

A B C

Figura 12 — Genipa americana L. A) Arvore; B) Folha e C) Fruto e Fruto verde’,

O fruto € rico em iridoides tais como genipina (13), acido geniposidico
(14), genipacetal (15), genipamina (16), genipaol (17) e geniposideo (18) (88-
90). E esses compostos parecem ser 0s responsaveis pela atividade antitumoral

dos frutos.

“Fontes:
A) http://www.arvores.brasil.nom.br/new/jenipapo/genipa%?20americana0l.jpg
B) http://www.cybertruffle.org.uk/vinales/pics/genipa_americana_leaf_ente.jpg
C) http://lwww.arvores.brasil.nom.br/new/jenipapo/genipa%20americana05.jpg
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4.3.1 Atividade antioxidante de Genipa americana

Os extratos foliares de jenipapo, hexanico e etandlico, apresentaram
resultados de atividade antioxidante relativa em relacdo ao acido ascorbico.
Frente ao BHT, o extrato hexanico da folha apresentou atividade antioxidante
igual ao BHT e os extratos etanolico de casca do fruto verde e da folha,
apresentaram atividade relativa (Tabela 9).

Estudos anteriores mostraram que pelo método de DPPH, o dleo de
Genipa americana apresentou atividade antioxidante (50). Os terpenos, um dos
constituintes do extrato testado, apresentaram potencial antioxidante quando
submetidos também a este método de andlise (91). Entretanto, estudos

conduzidos para verificacdo de outras substancias presentes neste extrato,
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como geniposideo e genipina, ndo apresentaram atividade antioxidante pelo
método do DPPH (92, 93), contrariando os resultados encontrados neste
estudo, em que se utilizou o metodo de reducdo do complexo de
fosfomolibdénio. Deve-se considerar que nao existe um método satisfatorio que
consiga avaliar a atividade antioxidante total de uma amostra, pois varios
mecanismos antioxidantes podem ocorrer e estes métodos distintos apresentam
complexidades e diferentes principios de reac¢des; alguns chegam a reproduzir
resultados diferentes e até mesmo contraditdrios, o que impossibilita

comparagdes quando métodos distintos sao utilizados (94).

Tabela 9 — Atividade antioxidante de Genipa americana.

Média Equivalentes em mg/mL
Parte da Planta Extrato das Abs q 9
AA BHT Quercetina

Casca do fruto Etanélico 0,334 0,066 0,895 0,205
verde

Etanélico 0,070 0,082 0,166 0,078
Fruto verde

Hexanico 0,398 0,582 1,069 0,235
Folha

Etandlico 0,204 0,696 0,535 0,142
Folha

4.3.2 Atividade alelopatica de Genipa americana

Germinabilidade (G) e taxa de inibicdo da germinabi  lidade (TIG)

O extrato etandlico da casca do fruto verde apresentou uma inibicao
dose-dependente na germinabilidade da alface com TIG de 34% na maior
concentragdo testada. O extrato etandlico do fruto verde ndo alterou a
germinabilidade da alface, mas para os extratos foliares, o extrato etandlico
apresentou uma TIG de 56% e o0 hexanico ndo apresentou resposta significativa

frente a germinabilidade da alface (Tabela 10).
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Tabela 10 — Germinabilidade (G) e respectiva taxa de inibicAo da germinabilidade (TIG) de

sementes de Lactuca sativa submetidas a diferentes extratos de Genipa americana com

resposta ao final de 5 dias.

Concentracdo do extrato (mg/mL)

Parte da planta Extrato
0 0,5 1 2 4
Casca do fruto verde Etanolico G(%) 97 91 84 76 64*
TIG(%) 0 6 13 22 34*
Folha Etandlico G(%) 86 83 86 81 38*
TIG(%) 0 4 0 6 56*

*P< 0,05 vs controle (Omg/mL).

Na verificacdo da germinabilidade de sementes de tomate submetidas a

diferentes extratos de jenipapo, as maiores taxas de inibicdo foram de 60% e

83%, nas concentracdes de 2 e 4mg/mL para o extrato da casca do fruto verde.

Também apresentou inibicdo da germinabilidade, o extrato etandlico da folha,

com TIG de 53% na maior concentragao testada (4mg/mL) (Tabela 11).

Tabela 11 — Germinabilidade (G) e respectiva taxa de inibicAo da germinabilidade (TIG) de

sementes de Lycopersicon esculentum submetidas a diferentes extratos de Genipa americana

com resposta ao final de 5 dias.

Concentracdo do extrato (mg/mL)

Parte usada Extrato
0 0,5 1 2 4

Casca do fruto . G 84 78 88 34* 14*

Etandlico
verde TIG 0 7 -5 60* 83*
. 86 78 76 58 40%

Folha Etandlico
TIG 0 9 12 33 53*

*P< 0,05 vs controle (Omg/mL).

Tempo Médio de Germinacéo (t )

Para Genipa americana houve um deslocamento significativo da curva de

crescimento ndo cumulativo do alface nas primeiras 24 horas de analise, sob a

acao do extrato etandlico do fruto verde (Figura 13).
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Figura 13 — Curvas de crescimento ndo cumulativo de Lactuca sativa sob tratamento com varias

concentracdes do extrato etandlico de fruto verde de Genipa americana, em comparagao com o
controle (0,0mg/mL), (A) 0,5mg/mL, (B) 1,0mg/mL, (C) 2,0mg/mL, (D) 4,0mg/mL, (E) todas as

concentragdes. Os pontos representam a média * erro padrao. *P<0,001 vs controle, n=9.

Nas analises do efeito sobre as sementes de tomate, o extrato etandlico

da casca do fruto verde de jenipapo inibiu a germinacdo apdés 24h nas

concentracOes de 2 e 4mg/mL (Figura 14).
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Figura 14 — Curvas de crescimento ndo cumulativo de Lycopersicum esculentum sob tratamento
com varias concentracdes do extrato etandlico de casca do fruto verde de Genipa americana,
em comparagdo com o controle (0,0mg/mL), (A) 0,5mg/mL, (B) 1,0mg/mL, (C) 2,0mg/mL, (D)
4,0mg/mL, (E) todas as concentragfes. Os pontos representam a média + erro padrao.
*P<0,001 vs controle, n=9. Para uma melhor visualizagdo, os asteriscos referentes as

diferencas estatisticas ndo estéo colocados no gréfico (E).

Assim como ocorreu com 0s testes para as sementes de alface, o extrato
etandlico do fruto verde também afetou a curva de germinacdo ao longo do
tempo, para as duas maiores concentragbes 2mg/mL (24 e 48h) e 4mg/mL
(24h) (Figura 15).
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Figura 15 — Curvas de crescimento ndo cumulativo de Lycopersicum esculentum sob tratamento
com varias concentracbes do extrato etandlico de fruto verde de Genipa americana, em
comparacdo com o controle (0,0mg/mL), (A) 0,5mg/mL, (B) 1,0mg/mL, (C) 2,0mg/mL, (D)
4,0mg/mL, (E) todas as concentragfes. Os pontos representam a média + erro padrao.
*P<0,001 vs controle, n=9. Para uma melhor visualizagdo, os asteriscos referentes as

diferencas estatisticas ndo estédo colocados no gréfico (E).

O extrato etanolico de folhas deslocou a curva de crescimento nas 48h e
72h com a menor concentracdo, 500mg/mL e também com a concentracdo de

1mg/mL; somente nas 48h com as concentragdes de 2 e 4mg/mL (Figura 16).
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Figura 16 — Curvas de crescimento ndo cumulativo de Lycopersicum esculentum sob tratamento

com varias concentracdes do extrato etanolico de folhas de Genipa americana, em comparacao
com o controle (0,0mg/mL), (A) 0,5mg/mL, (B) 1,0mg/mL, (C) 2,0mg/mL, (D) 4,0mg/mL, (E)

todas as concentragfes. Os pontos representam a média + erro padrdo. *P<0,001 vs controle,

n=9. Para uma melhor visualizacdo, os asteriscos referentes as diferencas estatisticas néo

estéo colocados no grafico (E).

Ainda para o extrato da folha, o hexanico causou inibicdo da germinagéo

nas 48h de analise na menor concentracdo (0,5mg/mL), a 2mg/mL e 4mg/mL,;
nas 48h e 72h a Img/mL (Figura 17).
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Figura 17 — Curvas de crescimento ndo cumulativo de Lycopersicum esculentum sob tratamento
com varias concentracdes do extrato hexanico da folhas de Genipa americana, em comparacao
com o controle (0,0mg/mL), (A) 0,5mg/mL, (B) 1,0mg/mL, (C) 2,0mg/mL, (D) 4,0mg/mL, (E)
todas as concentragfes. Os pontos representam a média + erro padrdo. *P<0,001 vs controle,
n=9. Para uma melhor visualizacdo, os asteriscos referentes as diferencas estatisticas néo

estéo colocados no grafico (E).

Comprimento radicular (CR) e taxa de inibicdo do cr  escimento radicular
(TICR)

Para o extrato etandlico de casca do fruto verde e para o extrato
hexanico de folhas, ndo ha diferenca estatisticamente significativa sobre o
crescimento radicular da alface.

Para o extrato etanodlico de folhas houve inibicdo dose-dependente do

crescimento radicular do alface, com diferencas estatisticamente significativas
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nas duas maiores concentragdes: 2mg/mL, 37%; 4mg/mL, 66%. O extrato
etandlico do fruto verde apresentou estimulo no crescimento radicular da alface
nas concentracbes de 0,5; 1,0 e 2,0mg/mL, os quais foram 48, 48 e 57%,
respectivamente. O tratamento com a concentracdo de 4,0mg/mL nao

apresentou efeito algum, embora ha uma tendéncia a inibi¢cdo (Figura 18).
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Figura 18 — Efeito alelopatico de extratos de Genipa americana sobre o crescimento das
sementes de Lactuca sativa. (A) Extrato etandlico de folhas; (B) Extrato etandlico de fruto verde.

As barras representam a média * o desvio padrdo. *P<0,05 vs controle, n=9.

Para o efeito dos extratos de Genipa americana sobre o crescimento
radicular do tomate, foi observado que o extrato etanodlico de casca do fruto
verde apresentou uma inibicdo dose-dependente a partir de Img/mL, chegando
a uma TICR de 79% na maior concentracdo testada (4mg/mL). O extrato
etandlico de fruto verde apresentou inibicdo significativa somente na
concentracdo de 4mg/mL (54%) (Figura 19).

Para os extratos foliares, a inibicdo do CR foi significativa somente nas
duas maiores concentracdes, sendo as taxas de inibicdo de 35% (2mg/mL) e
52% (4mg/mL) para o extrato etandlico e de 41% (2mg/mL) e 37% (4mg/mL)

para o extrato hexanico (Figura 19).
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Figura 19 — Efeito alelopatico de extratos de Genipa americana sobre o crescimento das
sementes de Lycopersicum esculentum. (A) Extrato etandlico de casca do fruto verde; (B)
Extrato etandlico de fruto verde; (C) Extrato etandlico de folhas; (D) Extrato hexanico de folhas.

As barras representam a média + o desvio padrdo. *P<0,05 vs controle, n=9.

A presenca de terpenos em Genipa americana pode justificar a resposta
alelopatica obtida, considerando que estes componentes, principalmente os do
esqueleto lupano, oleano e ursano, sdo compostos conhecidos como

alelopaticos (95).
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4.4 POUTERIA SP.

Foram avaliados extratos de folhas de trés espécies do género Pouteria,
familia Sapotaceae, na qual se incluem aproximadamente 70 géneros e mais de
800 espécies (96).

O abieiro [Pouteria caimito (Ruiz & Pav.) Radlk.] € uma arvore monoica,
atingindo de 4 a 10m de altura, com aspecto ornamental quando cultivada com
folhas pecioladas e glabras, possui inflorescéncias em fasciculos axilares ou
caulifforos, com flores amarelo-esverdeadas, pequenas, unissexuais e
hermafroditas; seu fruto € uma baga ovoide ou esférica com 4 a 10cm de
comprimento, solitaria, com exocarpo amarelo ou amarelo-esverdeado quando
maduro, exudando latex, que coagula em contato com o ar e sua polpa

comestivel é de consisténcia gelatinosa, branca ou amarelada, doce, com 1 a 5

sementes, lisas, brilhantes, pretas e de tamanho variavel (97).

Figura 20 — Pouteria caimito. A) Arvore; B) Folha e C) Fruto®.

Do extrato hexanico de folhas de Pouteria caimito foi extraido o

espinasterol (19) (51); do extrato benzénico do fruto foram isolados a-amirina

*Fontes:
A) http://www.oramsnurseries.com.au/pouteria_caimito_abiu.jpg
B) http://wikis.wheatonma.edu/rainforest/images/thumb/9/9d/Pouteria_caimito_AGuilar_1.jpg/300px-
Pouteria_caimito_AGuilar_1.jpg
C) http://1.bp.blogspot.com/_hcR8_dpO5yg/SIEO5NgIBglI/AAAAAAAADWI/Qsyz2Yzl___U/s320/38713
7.jpg
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(20), lupeol (21), eritrodiol (22) e damarendiol 1l (23) e das cascas, taraxerol
(24), acetato de taraxerol (25), taraxerona (26) e [3-sistosterol (7) (98).

Os triterpenos sdo uma classe de substancias muito comuns na familia
Sapotaceae e estas substancias estdo relacionadas a diversas atividades
biolégicas, como antiinflamatéria, anti-helmintica, antitumoral, estrogénica e de
inibicdo enzimética (a-glicosidase, transcriptase reversa do HIV) (99).

O extrato bruto etandlico de folhas apresentou atividades antioxidante e
fotoprotetora contra raios UVA e UVB (51).

Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk, conhecida comumente como guapeva
curriola ou curiola € uma arvore perene muito difundida no Cerrado (100).
Possui grande quantidade de latex em suas folhas, € uma espécie
predominantemente arborea decidua, com folhas bastante flexiveis e puberes
na superficie (101).

A populacéo do Cerrado come os frutos amarelos e usam as raizes para

tratar verminoses, disenteria, dor e inflamacéao (53).

Figura 21 — Pouteria ramiflora. A) Arvore; B) Folha e C) Fruto®.

A) http://1.bp.blogspot.com/npznDSDap4U/SW-RtieNYQI/AAAAAAAAACE/TdynelV1fBE/s320/
DSC03292.jpg

B) http://farm3.static.flickr.com/2679/4229600256_93d6ae000c_m.jpg

C) http://lwww.portalsaofrancisco.com.br/alfa/curiola/imagens/curiola-3.jpg
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20 R=R,=H,R, =Me
27 R=Ac, R, =Me, R,=H
32 R=R,=H,R,=Me

33 R=Ac, R, =H, R,=Me
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O extrato etandlico de raizes de Pouteria ramiflora possui propriedades
antinociceptiva e antiinflamatéria in vivo (53, 100) e os extratos aquoso e
etandlico de folhas, apresentaram atividade fotoprotetora contra os raios UVA e
UVB (51).

A planta também apresentou atividade inibitéria da a-amilase em saliva
humana (51) e atividade antimicrobiana (54).

Pouteria torta (Mart.) Radlk é apreciada pela populacdo local por seus

frutos comestiveis e pelo uso das cascas do tronco como antidiarreico (49) e é

encontrada no Cerrado e na regido amazonica.

Figura 22 — Pouteria torta. A) Arvore e B) Folhas e Fruto®,

Dos extratos hexanico e diclorometandlico das flores e frutos foram
obtidas misturas de acidos graxos, compostos poliisoprenoides, mistura de
hidrocarbonetos e triterpenos (102). Do extrato metandlico de ramas, foram
obtidos triterpenos como acetato de a-amirina (32), acetato de B-amirina (27),
acido betulinico (6) e acido ursélico (28) (103); do extrato hexanico de folhas,
hidrocarbonetos, acetato de lupeila (29) e alcoois de cadeia longa; obtidas
também misturas de triterpenos de a e B-friedelinol (30, 31), a e B-amirina (32,
33) e acido 12,13-di-hidropomdlico (34) da fragdo acetonitrila:cloroformio e da

fracdo aquosa do extrato etandlico o flavonoide miricitrina (8) (99).

®Fontes:
A) http://eupreservo.org/i/arvore_abiu.jpg
B) http://lh4.ggpht.com/_JNM3pjWIzMs/Robwvig94KI/AAAAAAAABYg/ XmIMlygxuug/DSCN0642.JPG
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O extrato metandlico de folhas apresentou atividade antimicrobiana (54)
e proteinas isoladas das sementes apresentaram atividade antifingica e
inseticida (55). O extrato aquoso de folhas, submetidos ao modelo de
citotoxicidade de Artemia salina, apresentou dose letal média (DLso) de 0,28
mg/mL (56).

Assim como P. ramiflora, a planta também apresentou atividade inibitéria
da a-amilase em saliva humana (51), atividade antimicrobiana (51, 54) e
atividade fotoprotetora contra os raios UVA e UVB (51). Os extratos hexanico e
etandlico de folhas foram testados quanto a sua atividade frente a receptores

nucleares e o hexanico inibiu a acdo do estrogénio em seus receptores (49).

4.4.1 Avaliagéo da atividade antioxidante das  Pouterias

Para a atividade antioxidante dos extratos de folhas de espécies de
Pouteria frente ao acido ascorbico, o extrato hexanico de P. caimito apresentou

relativa atividade antioxidante (Tabela 12).
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Em relacédo ao padrdo BHT, novamente o extrato hexanico de P. caimito
apresentou relativa atividade antioxidante, assim como o extrato aquoso de P.
torta. Os extratos etandlico de P. caimito e hexanico de P. ramiflora mostraram
resultados de igual atividade antioxidante com o BHT. O extrato etandlico de P.
ramiflora apresentou ainda atividade antioxidante 1,5 vezes maior que o BHT e
0 extrato hexanico de P. torta, aproximadamente 2 vezes maior (Tabela 12).

O potencial antioxidante de extratos dessas espécies de Pouteria ja foi
relatado (51) utilizando o método de inibicdo do radical livre estavel, o DPPH, o
que corrobora os resultados aqui encontrados para P. ramiflora e P. torta,
divergindo somente que pelo método de analise utilizado neste trabalho, P.

caimito também apresentou relativo potencial antioxidante.

Tabela 12 — Atividade antioxidante do género Pouteria.

. Média Equivalentes em mg/mL
Espécie Extrato ]
das Abs AA BHT Quercetina
Hexanico 0,228 0,732 0,602 0,154
P. caimito Etandlico 0,439 0,155 1,184 0,255
Aguoso 0,030 0,020 0,057 0,059
Hexanico 0,482 0,071 1,301 0,276
P. ramiflora Etandlico 0,615 0,112 1,668 0,340
Aquoso 0,027 0,178 0,047 0,057
Hexanico 0,675 0,374 1,832 0,368
P. torta
Aguoso 0,253 0,094 0,670 0,166

4.4.2 Avaliagdo da atividade alelopéatica das  Pouterias

Germinabilidade (G) e taxa de inibicdo da germinabi  lidade (TIG)

Na Tabela 13, sdo apresentadas a germinabilidade (G) e a taxa de
inibicdo da germinabilidade (TIG) de sementes de L. sativa submetidas a
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extratos de folhas de espécies do género Pouteria, onde alguns resultados
foram dose-dependentes.

As maiores taxas de inibicdo em relacdo ao controle foram observadas
para 0s extratos etanolicos de P. caimito (4mg/mL, 76%) e P. ramiflora
(4mg/mL, 46%), que apresentaram resposta dose-dependente. Para o extrato
hexéanico de P. ramiflora houve inibicdo na concentracdo de 2mg/mL no valor de
21% e para o0 extrato aquoso desta mesma espécie nao houve diferenca

estatistica em relacdo ao controle.

Tabela 13 — Germinabilidade (G) e respectiva taxa de inibicAo da germinabilidade (TIG) de
sementes de Lactuca sativa submetidas a diferentes extratos de folhas de espécies de Pouteria

(Sapotaceae) com resposta dose-dependente ao final de 5 dias.

Concentracdo do extrato (mg/mL)

Espécie Extrato
0 0,5 1 2 4
) o ) G(%) 90 87 80 64* 22*
Pouteria caimito Etandlico
TIG(%) 0 3 11 29* 76*
G(%) 97 88 87 80 52*
Pouteria ramiflora Etandlico
TIG(%) 0 9 10 18 46*
G(%) 94 93 88 74* 86
Pouteria ramiflora Hexanico
TIG(%) 0 1 6 21* 9
G(%) 91 97 86 91 82
Pouteria ramiflora Aquoso
TIG(%) 0 -7 5 0 10

*P< 0,05 vs controle (Omg/mL).

Para os extratos testados utilizando Lycopersicum esculentum como
planta-alvo, somente o0 extrato etanolico de Pouteria caimito, embora
apresentando sutil estimulo da germinabilidade nas concentracées mais baixas
(0,5 e Img/mL), apresentou TIGs de 32% e 94% nas concentra¢gdes de 2mg/mL

e 4mg/mL, respectivamente (Tabela 14).
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Tabela 14 — Germinabilidade (G) e respectiva taxa de inibicAo da germinabilidade (TIG) de
sementes de Lycopersicon esculentum submetidas ao extrato etandlico de folhas de Pouteria

caimito (Sapotaceae) ao final de 5 dias.

Concentracdo do extrato (mg/mL)

Espécie Extrato
0 5 1 2 4
o . G(%) 72 89 83 49+ 4*
Pouteria caimito etandlico
TIG(%) 0 24 -15 32* 94*

*P< 0,05 vs controle (Omg/mL).

Tempo Médio de Germinacédo (t )

O extrato etandlico de P. ramiflora inibiu significativamente o tempo de
germinacao do alface nas 24h (2mg/mL e 4mg/mL) e 48h (4mg/mL) de analise,
alterando a curva de germinacdo ndo cumulativa no tempo inicial, assim como o
extrato agquoso da mesma espécie em sua maior concentracdo nas 48h de
analise. Por outro lado, o extrato etandlico de P. caimito atrasou o tempo médio
de germinacdo nos tempos finais de andlise e alterou a curva de crescimento

em 96h nas trés maiores concentracdes (Figuras 23, 24 e 25).
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Figura 23 — Curvas de crescimento nao cumulativo de Lactuca sativa sob tratamento com varias

concentragcdes do extrato etandlico de folhas de Pouteria ramiflora, em comparagcdo com o
controle (0,0mg/mL), (A) 0,5mg/mL, (B) 1,0mg/mL, (C) 2,0mg/mL, (D) 4,0mg/mL, (E) todas as

concentracdes. Os pontos representam a média + erro padréo. *P<0,001 vs controle, n=9. Para

uma melhor visualizagdo, os asteriscos referentes as diferengcas estatisticas ndo estéo

colocados no gréafico (E).
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Figura 24 — Curvas de crescimento ndo cumulativo de Lactuca sativa sob tratamento com varias
concentracfes do extrato aquoso de folhas de Pouteria ramiflora, em comparacdo com o
controle (0,0mg/mL), (A) 0,5mg/mL, (B) 1,0mg/mL, (C) 2,0mg/mL, (D) 4,0mg/mL, (E) todas as
concentracdes. Os pontos representam a média + erro padréo. *P<0,001 vs controle, n=9. Para
uma melhor visualizacdo, os asteriscos referentes as diferencas estatisticas ndo estao

colocados no gréfico (E).
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Figura 25 — Curvas de crescimento nao cumulativo de Lactuca sativa sob tratamento com varias
concentracfes do extrato etandlico de folhas de Pouteria caimito, em comparacdo com o
controle (0,0mg/mL), (A) 0,5mg/mL, (B) 1,0mg/mL, (C) 2,0mg/mL, (D) 4,0mg/mL, (E) todas as
concentrac8es. Os pontos representam a média + erro padréo. *P<0,001 vs controle, n=9. Para
uma melhor visualizagdo, os asteriscos referentes as diferencas estatisticas ndo estéo

colocados no gréfico (E).

Para os tratamentos com as sementes de Lycopersicum esculentum os
extratos de folhas de P. caimito apresentaram o0 seguinte comportamento: o
extrato hexanico deslocou a curva de germinacdo nas 72h de andlise a
1mg/mL, 2mg/mL; nas 48h e 72h a 4mg/mL (Figura 26).
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Figura 26 — Curvas de crescimento ndo cumulativo de Lycopersicum esculentum sob tratamento
com varias concentracdes do extrato hexanico de folhas de Pouteria caimito, em comparacdo
com o controle (0,0mg/mL), (A) 0,5mg/mL, (B) 1,0mg/mL, (C) 2,0mg/mL, (D) 4,0mg/mL, (E)
todas as concentragfes. Os pontos representam a média + erro padrdo. *P<0,001 vs controle,
n=9. Para uma melhor visualizacdo, os asteriscos referentes as diferencas estatisticas nao

estao colocados no grafico (E).

O extrato etandlico de P. caimito apresentou as seguintes alteracdes na
germinacdo do tomate ao longo do tempo: 48h a 0,5mg/mL; 24h e 48h a

2mg/mL e 4mg/mL (Figura 27).
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Figura 27 — Curvas de crescimento ndo cumulativo de Lycopersicum esculentum sob tratamento
com varias concentracfes do extrato etandlico de folhas de Pouteria caimito, em comparacao
com o controle (0,0mg/mL), (A) 0,5mg/mL, (B) 1,0mg/mL, (C) 2,0mg/mL, (D) 4,0mg/mL, (E)
todas as concentracfes. Os pontos representam a média + erro padrao. *P<0,001 vs controle,
n=9. Para uma melhor visualizacdo, os asteriscos referentes as diferencas estatisticas néo

estéo colocados no grafico (E).

Para o extrato aquoso de folhas de P. caimito, as inibicbes no tempo
médio de germinacdo nas primeiras 24h foram significativas em todas as

concentracOes testadas (Figura 28).
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Figura 28 — Curvas de crescimento ndo cumulativo de Lycopersicum esculentum sob tratamento
com varias concentracdes do extrato aquoso de folhas de Pouteria caimito, em comparacao
com o controle (0,0mg/mL), (A) 0,5mg/mL, (B) 1,0mg/mL, (C) 2,0mg/mL, (D) 4,0mg/mL, (E)
todas as concentracfes. Os pontos representam a média + erro padrao. *P<0,001 vs controle,
n=9. Para uma melhor visualizacdo, os asteriscos referentes as diferencas estatisticas nao

estao colocados no grafico (E).

Para os extratos de P. ramiflora testados com as sementes de tomate, 0
extrato aquoso inibiu a germinacdo nas 48h de analise na concentracdo de
4mg/mL (Figura 29).
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Figura 29 — Curvas de crescimento ndo cumulativo de Lycopersicum esculentum sob tratamento

com varias concentracdes do extrato aquoso de folhas de Pouteria ramiflora, em comparacao
com o controle (0,0mg/mL), (A) 0,5mg/mL, (B) 1,0mg/mL, (C) 2,0mg/mL, (D) 4,0mg/mL, (E)

todas as concentracfes. Os pontos representam a média + erro padrao. *P<0,001 vs controle,

n=9. Para uma melhor visualizacdo, os asteriscos referentes as diferencas estatisticas nao

estao colocados no grafico (E).

O extrato hexanico de folhas de P. ramiflora deslocou a curva de
germinacao nas 24h e 72h a 1mg/mL; nas 24h, 48h e 72h nas duas maiores

concentragdes (2mg/mL e 4mg/mL) (Figura 30).
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Figura 30 — Curvas de crescimento ndo cumulativo de Lycopersicum esculentum sob tratamento

com varias concentragfes do extrato hexanico de folhas de Pouteria ramiflora, em comparacao
com o controle (0,0mg/mL); (A) 0,5mg/mL, (B) 1,0mg/mL, (C) 2,0mg/mL, (D) 4,0mg/mL, (E)

todas as concentragfes. Os pontos representam a média + erro padrdo. *P<0,001 vs controle,

n=9. Para uma melhor visualizagcdo, os asteriscos referentes as diferencas estatisticas néo

estdo colocados no grafico (E).

O extrato etandlico de P. ramiflora deslocou a curva de germinagédo em

48h de analise na concentracdo de 4mg/mL, mesmo comportamento observado

pelo extrato aquoso desta mesma planta (Figura 31).
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Figura 31 — Curvas de crescimento ndo cumulativo de Lycopersicum esculentum sob tratamento
com varias concentragfes do extrato etanolico de folhas de Pouteria ramiflora, em comparacao
com o controle (0,0mg/mL), (A) 0,5mg/mL, (B) 1,0mg/mL, (C) 2,0mg/mL, (D) 4,0mg/mL, (E)
todas as concentragfes. Os pontos representam a média + erro padrdo. *P<0,001 vs controle,
n=9. Para uma melhor visualizacdo, os asteriscos referentes as diferencas estatisticas néo

estéo colocados no grafico (E).

As sementes de tomate frente aos extratos foliares de P. torta também
tiveram seu crescimento ndo cumulativo afetado. Para o extrato hexanico, a
curva foi deslocada nas 48h e 72h a 0,5mg/mL, 1mg/mL e 2mg/mL; nas 48h de
analise a 4mg/mL. Para o extrato aguoso da mesma planta, ndo houve

alteracao da curva de crescimento ndo cumulativa (Figura 32).
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Figura 32 — Curvas de crescimento ndo cumulativo de Lycopersicum esculentum sob tratamento
com varias concentracdes do extrato hexanico de folhas de Pouteria torta, em comparagao com
o controle (0,0mg/mL), (A) 0,5mg/mL, (B) 1,0mg/mL, (C) 2,0mg/mL, (D) 4,0mg/mL, (E) todas as
concentracdes. Os pontos representam a média + erro padrdo. *P<0,001 vs controle, n=9. Para
uma melhor visualizagdo, os asteriscos referentes as diferengcas estatisticas ndo estéo

colocados no gréafico (E).

Comprimento radicular (CR) e taxa de inibicdo do cr  escimento radicular
(TICR)

Algumas reducdes no comprimento radicular (CR) de L. sativa também
foram dose-dependentes. O extrato hexanico de P. ramiflora apresentou
atividade inibitéria em todas as concentracbes testadas (0,5mg/mL, 27%;
1,0mg/mL, 31%; 2,0mg/mL, 58% e 4,0mg/mL, 67%). Os dados de CR com o
extrato etandlico de P. ramiflora mostram a inibicdo nas seguintes

concentracgdes: 2,0mg/mL, 61% e 4,0mg/mL, 75%.



65

O extrato aquoso apresentou inibicho somente na maior concentracao
(4,0mg/mL, 38%). O extrato aquoso de P. torta apresentou inibicdo nas
concentracbes de 2 e 4mg/mL (45 e 53%, respectivamente) e o extrato
hexanico apresentou acéo inibitéria nas seguintes concentracfes: 1mg/mL,
19%; 2mg/mL, 23% e 4mg/mL, 35%. O extrato etandlico das folhas de P.
caimito teve acdo inibitéria no crescimento da radicula em todas as
concentracfes testadas (0,5mg/mL, 62%; 1,0mg/mL, 62%; 2,0mg/mL, 59%;
4,0mg/mL, 61%), o extrato aquoso apresentou efeito inibitério nas
concentracOes de 2,0 e 4,0mg/mL, 33 e 49%, respectivamente. Os resultados

de CR estdo mostrados na Figura 33.
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Figura 33 — Efeito alelopatico dos extratos de folhas de espécies do género Pouteria sobre o
crescimento de sementes de Lactuca sativa. (A) Extrato hexanico de P. ramiflora; (B) Extrato
etandlico de P. ramiflora; (C) Extrato aquoso de P. ramiflora; (D) Extrato aquoso de P. torta; (E)
Extrato hexanico de P. torta; (F) Extrato etandlico de P. caimito; (G) Extrato aquoso de P.

caimito. As barras representam a média + o desvio padrdo. *P<0,05 vs controle, n=9.

Na verificacdo dos efeitos alelopaticos dos extratos no CR do tomate, o
extrato hexanico de P. ramiflora apresentou efeitos inibitérios nas 3 maiores

concentragcbes em relagdo ao controle (Img/mL, 36%; 2mg/mL, 21%; 4mg/mL,
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46%), com discreto estimulo na concentracdo de 2mg/mL em relagdo as outras
duas. Os dados de CR para o extrato etandlico de P. ramiflora mostram inibicao
da planta-alvo em todas as concentracdes testadas (0,5mg/mL, 47%; 1mg/mL,
49%; 2mg/mL, 56% e 4mg/mL, 75%). O extrato aquoso de P. ramiflora
apresentou inibicdes somente nas duas maiores concentragcdes com TICR de
64% (2mg/mL) e 78% (4mg/mL) (Figura 34).

Assim como foi observado com o alface, o extrato aquoso de folhas de P.
torta apresentou inibicdo nas concentragcdes de 2 e 4mg/mL (50 e 74%,
respectivamente), enquanto o extrato hexanico apresentou comportamento
distinto, sem efeitos alelopaticos sobre o tomate (Figura 34).

Algumas redugbes no comprimento radicular (CR) de L. esculentum
também foram dose-dependentes. O extrato aquoso das folhas de P. caimito
inibiu o0 CR do tomate em todas as concentragdes testadas (0,5mg/mL, 22%;
Img/mL, 29%; 2mg/mL, 35%; 4mg/mL, 51%) e o extrato etandlico teve esta
acao inibitéria nas trés maiores concentracbes testadas (1mg/mL, 45%;
2mg/mL, 64%; 4mg/mL, 74%). Assim como nos testes realizados com o alface,
0 extrato hexanico ndo apresentou efeito alelopatico sobre o CR do tomate
(Figura 34).



68

Q) B)

150 150

1004 * 1004

Radicula (mm)
*
Radicula (mm)

50

® o NY a® N
[extrato](mg/mL) [extrato](mg/mL)
©) (D)
1501 150
£ E 100
= s
3 § *
e} e}
50
& & *
o
N o? NY Q® N
[extrato] (mg/mL) [extrato](mg/mL)
O] F
150+ 1501
E 1004 € 1001 .
Pt = * *
=] =1
L L *
g 501 * g 504
214 * % o
(o] T T T T T 0 T T T T T
N o? Ny ® N N o? NY a® N
[extrato](mg/mL) [extrato](mg/mL)

Figura 34 — Efeito alelopatico dos extratos de folhas de espécies do género Pouteria sobre o
crescimento de sementes de Lycopersicum esculentum. (A) Extrato hexanico de P. ramiflora;
(B) Extrato etandlico de P. ramiflora; (C) Extrato aquoso de P. ramiflora; (D) Extrato aquoso de
P. torta; (E) Extrato etandlico de P. caimito; (F) Extrato aquoso de P. caimito. As barras

representam a média + o desvio padrdo. *P<0,05 vs controle, n=9.

Um estudo conduzido por Nascimento e colaboradores ja havia mostrado
a acao de extratos de folhas de Pouteria torta, sobre a germinacao de L. sativa
(57). Naquele estudo foi verificado também se alteracdes de pH, efeito osmaético
e ionico estariam influenciando tal inibicdo, que foi melhor observada nas
maiores concentragbes do extrato. Os autores concluiram que ndo havia

interferéncia destes fatores e que esta inibicdo estaria associada a compostos
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presentes nas folhas de P. torta (57). Ao contrario dos resultados publicados por
Nascimento e colaboradores, nas condicdbes do nosso experimento,
observamos que os extratos etandlico e hexanico das folhas de P. torta ndo
inibiram a germinacao, mas influenciaram no crescimento radicular de maneira
dose-dependente.

Em outro estudo conduzido com fracdes do extrato de folhas de P.
ramiflora utilizando substrato solo, foi verificado atividade inibitéria na
germinacao de L. sativa (37); contudo nos ensaios in vitro tal resultado néo foi
observado, ou seja, P. ramiflora ndo apresentou atividade inibitoria significativa
na germinacdo da planta-alvo. Naquele trabalho, os autores postularam que, na
natureza, essa espeécie sO influencia no desenvolvimento de outras se a
guantidade de folhas em degradacdo produzir altos teores dos compostos
ativos (37).

No presente estudo, contudo, o extrato hexanico de folhas de P. ramiflora
foi capaz de inibir tanto a germinacdo quanto o crescimento radicular, enquanto
0 extrato aquoso inibiu somente a germinacdo. Contudo, ndo foi identificado
o(s) composto(s) responsavel(is) pela acéo alelopatica do género Pouteria, visto
que o extrato utilizado nao foi fracionado. A presenca de determinados
compostos nesses extratos pode justificar, a0 menos em parte, a atividade
observada na espécie-alvo. Miricitrina (8) tem atividade inibitéria sobre a
germinacao de L. esculentum (104); a-sitosterol (7) inibe a germinacéo de L.
sativa de modo dose-dependente (105); (106). A atividade alelopatica foi
observada em triterpenos presentes em espécies de Pouteria tais como lupeol
(21), acido ursolico (28) e a-friedelinol (30) (atividade inibitéria) e friedelina (35)
e acetato de a-amirina (32) (atividade estimulante) (107). Assim, tais compostos
podem justificar, a0 menos em parte, a atividade observada nas amostras
avaliadas.
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35

4.5 SAPINDUS SAPONARIA L. (SAPINDACEAE): SABONETEIRA

Sapindus saponaria L., pertencente a familia Sapindaceae, € de
ocorréncia desde a Regido Amazdnica até Goias e Mato Grosso, nas florestas
pluvial e semidecidua (108).

Conhecida vulgarmente por saboneteira € uma arvore nativa, perenifdlia
ou semidecidua, helidfita, de pequeno porte (até 8m), utilizada em paisagismo e
em modelos de recuperacdo de é&reas degradadas com copa densa e
perfeitamente globosa; as folhas sdo compostas imparipenadas com sete
foliolos glabros de 10-16cm de comprimento por 3-4cm de largura ; suas flores
sdo brancas, dispostas em paniculas; os frutos contém saponina, sendo
utilizados na lavagem de tecidos e as sementes esféricas e duras, conhecidas
como “salta-martim”, sdo utilizadas em artesanato, como “bolas-de-gude” e para
tinguizar peixes (108).

Os frutos séo utilizados como remédio contra Ulcera, lesdes da pele e em

inflamacéo (62).
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Figura 35 — Sapindus saponaria. A) Arvore; B) Folha e Flores e C) Fruto®.

Os frutos de S. saponaria produzem uma grande quantidade e variedade
de glicosideos naturalmente acetilados, sendo saponinas, 0s principais,
derivados dos triterpenos hederagenina (36) e &acido oleandlico (37), e

oligoglicosideos de sesquiterpenos aciclicos (109).

36 37

A inclusdo de sementes do pericarpo de S. saponaria na dieta de
ruminantes, além de fornecer nutrientes ao animal, reduziu, significativamente,
a populacdo de protozoarios existente (58). Outro estudo conduzido neste
sentido confirmou o efeito antiprotozoario dos frutos desta espécie, incluida da

®Fontes:
A) http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/e/e4/Starr_050407-
6253_Sapindus_saponaria.jpg/220px-Starr_050407-6253_Sapindus_saponaria.jpg
B) http://www. fireflyforest.com/flowers/2308/sapindus-saponaria-wingleaf-soapberry/
C) http://svrl.ceuc.ufms.br/dam/imagens_labbot/Sapindus_saponaria.jpg



72

dieta de ruminantes, e também a reducdo da liberagdo de metano na
fermentacao de ruminantes, independente da atividade antiprotozoaria (59).

Na avaliacdo do potencial larvicida sobre Boophilus microplus (carrapato
bovino), com a utilizacdo do extrato bruto etandlico da casca do caule, foi
observada mortalidade apés 48 horas, apresentando efeito promissor no
controle deste parasita (60).

Compostos isolados desta espécie apresentaram atividade moluscicida
Biomphalaria glabrata, hospedeiro intermediario de esquistossomose (61).

Espécies de Sapindus tém sido pesquisadas como fonte de saponinas
para uso cosmético, por suas propriedades tensoativas como também para uso
farmacoldgico, pois esses compostos classificados como triterpenoides,
apresentam atividade antiulcerativa e antineoplasica (62). A administracao oral
do extrato dos frutos em ratos sugere uma atividade antillcera gastrica
potencial (62).

Extratos do pericarpo seco dos frutos foram investigados quanto a
atividade antifungica contra isolados clinicos de levedura de Candida albicans e
C. non-albicans da secrecao vaginal de mulheres com candidiase vulvovaginal

e as saponinas isoladas mostraram forte atividade contra C. parapsilosis (63).

4.5.1 Avaliacao da atividade antioxidante de  Sapindus saponaria

O extrato etandlico de frutos de S. saponaria apresentou atividade
antioxidante relativa frente ao acido ascorbico, que pode ser atribuida a

presenca de saponinas em sua composi¢ao (110) (Tabela 15).

Tabela 15 — Atividade antioxidante de Sapindus saponaria.

Média Equivalentes em mg/mL
das Abs AA BHT Quercetina
Etandlico 0,127 0,692 0,324 0,106

Extrato
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4.5.2 Avaliagdo da atividade alelopéatica de  Sapindus saponaria

Germinabilidade (G) e taxa de inibicdo da germinabi  lidade (TIG)

Frente a germinabilidade do alface e do tomate, o extrato ndo apresentou
diferenca estatisticamente significativa.

Tempo Médio de Germinacao (t )

N&o apresentou diferencas estatisticamente significativas no tempo
meédio de germinacao da alface e do tomate.

Comprimento radicular (CR) e taxa de inibicdo do cr  escimento radicular
(TICR)

O extrato apresentou inibicdo do crescimento radicular em todas as
concentracOes testadas em relagcdo ao controle com TICR de 55% (0,5mg/mL),
53% (1mg/mL), 61% (2mg/mL) e 63% (4mg/mL), para o alface (Figura 36).

Radicula (mm)

[extrato](mg/mL)

Figura 36 — Efeito alelopatico do extrato etandlico do fruto de Sapindus saponaria sobre o
crescimento de sementes de Lactuca sativa. As barras representam a média + o desvio padréo.
*P<0,05 vs controle, n=9.

Assim como foi observado com o alface, para o CR do tomate, este

extrato também inibiu o crescimento em todas as concentra¢gfes testadas com
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TICR de 48% (0,5mg/mL), 50% (1mg/mL), 50% (2mg/mL) e 58% (4mg/mL)
(Figura 37).

Radicula (mm)

[extrato](mg/mL)

Figura 37 — Efeito alelopatico do extrato etandlico do fruto de Sapindus saponaria sobre o
crescimento de sementes de Lycopersicum esculentum. As barras representam a média £ o
desvio padrao. *P<0,05 vs controle, n=9.

Em estudo conduzido com diversas partes da planta de Sapindus
saponaria, foi evidenciada potencialidade alelopatica que variou de acordo com
a espécie receptora, apresentando efeito inibitério sobre o processo de
germinacao dos diasporos e morfologia de plantulas do alface, entre outras. Os
extratos das folhas jovens e do fruto causaram elevado indice de anormalidade
e maior inibicdo do crescimento da parte aérea e da raiz das plantulas de
alface, sendo que a raiz foi o 6rgdo mais sensivel aos agentes alelopaticos com
a necrose como sintoma mais comum. Quanto a germinagéo, o extrato aquoso
das folhas jovens e raizes foram 0s que provocaram maior inibicdo da
germinacgédo do alface. Neste estudo conduzido também foi avaliada a atividade
de fracbes e conclui-se que na sub-fracdo de acetato de etila, que apresentou
maior atividade alelopatica sobre os coledtipos de trigo, podem ser encontrados

0S compostos organicos responsaveis por estas atividades inibitérias (111).
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4.6 PLECTRANTHUS NEOCHILUS SCHLTR. (LAMIACEAE): BOLDINHO

Plectranthus neochilus Schiltr., familia Lamiaceae, € uma erva aromatica
empregada na medicina popular, sob a forma de infuso ou macerado, para o
tratamento de eficiéncia hepética, dispepsia, dor de garganta, dor de estbmago
e € comumente chama de “boldo” ou “boldo gamb&” no Brasil (65, 112).

As plantas do género Plectranthus L'Her, contém 6leos essenciais ricos
em mono e sesquiterpenos e a maioria deles possui importantes propriedades
medicinais, nutritivas, aromatizantes, antisépticas e repelentes (113). A
demanda por plantas deste género tem aumentado consideravelmente nos
altimos anos, causando uma grande reducdo na populacdo nativa pela
exploracao predatoria, em especial para P. neochilus (114).

O odleo essencial de folhas frescas apresenta como 0s constituintes mais
abundantes E-cariofileno e éxido de cariofileno (112), que apresentam atividade
antiinflamatoria e gastroprotetora (115, 116).

O extrato metandlico de folhas de P. neochilus apresentou atividade

fungicida contra Candida krusei (64).

Figura 38 — Plectranthus neochilus. A) Folhas e B) Folhas e Flores’.

7
Fontes:
A) http://mwww.herbgarden.co.za/mountainherb/webherbfotos/big_PlectranthusNeochiles.JPG
6253_Sapindus_saponaria.jpg
B) http://fotos.sapo.pt/ug9jAeoiNLzQAfGfOyrm/340x255
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4.6.1 Avaliagéo da atividade antioxidante de  Plecthrantus neochilus

Alguns compostos de P. neochilus foram identificados no éleo essencial
das folhas e flores, como a-tujeno (38), a-pineno (39), B-cariofileno (40) e
acetato de a-terpenila (41). A atividade antioxidante foi verificada pelos métodos
de TBARS e DPPH e todos os 0leos essenciais ensaiados apresentaram baixa
atividade antioxidante (117). Por outro lado, na avaliacdo da atividade
antioxidante pelo método do fosfomolibdénio, o extrato hexanico apresentou
relativa atividade antioxidante em relacéo ao acido ascorbico e a quercetina (10)
e 3 vezes maior que o BHT. O extrato etandlico apresentou relativa atividade
em relacdo ao acido ascorbico, igual atividade da quercetina e 6 vezes superior
ao BHT, sendo o melhor resultado encontrado dentre todos os extratos testados
(Tabela 16).

Tabela 16 — Atividade antioxidante de Plectranthus neochilus.

Média Equivalentes em mg/mL
Extrato das Abs AA BHT Quercetina
Aquoso 0,078 0,034 0,188 0,082
Etandlico 2,248 0,752 6,167 1,123

Hexanico 1,191 0,403 3,255 0,616
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4.6.2 Avaliagdo da atividade alelopéatica de  Plecthrantus neochilus

Germinabilidade (G) e taxa de inibicdo da germinabi  lidade (TIG)

O extrato etandlico de folhas de Plectranthus neochilus apresentou uma
TIG de 30% na concentracdo de 4mg/mL em relacdo ao controle e a
germinabilidade da alface foi inibida de maneira dose-dependente. Os extratos
aguoso e hexanico, por sua vez, ndo apresentaram diferencas estatisticamente

significativas na germinabilidade do alface (Tabela 17).
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Tabela 17 — Germinabilidade (G) e respectiva taxa de inibicAo da germinabilidade (TIG) de
sementes de Lactuca sativa submetidas a diferentes extratos de folhas de Plectranthus

neochilus com resposta dose-dependente ao final de 5 dias.

Concentracdo do extrato (mg/mL)

Extrato
0 0,5 1 2 4
G(%) 89 86 76 69 62*
Etandlico
TIG(%) 0 3 15 23 30*

*P< 0,05 vs controle (Omg/mL).

Semelhante ao que ocorreu na germinabilidade do alface, para o tomate,
0 extrato aquoso ndo apresentou efeito neste parametro. Contudo, os extratos
etandlico e hexanico, apresentaram inibicdes dose-dependentes com TIG de
52% (2mg/mL) e 96% (4mg/mL), para o extrato etandlico e 53% (1mg/mL), 90%
(2mg/mL) e 95% (4mg/mL), para o extrato hexanico (Tabela 18).

Tabela 18 — Germinabilidade (G) e respectiva taxa de inibicAo da germinabilidade (TIG) de
sementes de Lycopersicon esculentum submetidas a diferentes extratos de folhas de

Plectranthus neochilus com resposta dose-dependente ao final de 5 dias.

Concentracdo do extrato (mg/mL)

Extrato
0 0,5 1 2 4
B G(%) 92 83 73 a4* 4*
Etandlico
TIG(%) 0 10 21 52* 96*
. G(%) 86 77 40* o* 4*
Hexanico
TIG(%) 0 10 53* 90* 95*

*P< 0,05 vs controle (Omg/mL).

Tempo Médio de Germinacao (t )

Para o extrato etandlico de folhas de Plectranthus neochilus, as trés
maiores concentragdes testadas (1mg/mL, 2mg/mL e 4mg/mL) provocaram
deslocamento da curva de germinacéo ao longo do tempo nas primeiras horas

de analise, até o periodo germinador de 24 horas (Figura 39).



79

(A (B)
20 -= 0,0 mg/mL 20 -&- 0,0 mg/mL
] =+ 0,5 mg/mL 8 1,0 mg/mL
=i
8 15 g 15
g 3¢
°% g3 10
T o 10 T o
1= E 0
=1} 2L
€35 - \I\
2 5 £ 5 * 'I\
8 3
— o A —
[ * T T T u e d od T T T y =
0 24 48 72 96 120 0 24 48 72 96 120
tempo (h) tempo (h)
© (D)
20 -=- 0,0 mg/mL 20 -=- 0,0 mg/mL
a =~ 2,0 mg/mL 2 4,0 mg/mL
2 15 B 15
8 E SE
o g 10 s S 10:
£y g
=) S L
cc cc
g 5 g 5
3 3
*
0 0 - g U T y bd
0 24 48 72 96 120 0 24 48 72 96 120
tempo (h) tempo (h)
)
20 -=- 0,0 mg/mL
= 0,5 mg/mL
1,0 mg/mL
- 2,0 mg/mL
4,0 mg/mL

nimero de
sementes germinadas
= =
Ly o (%2
‘n\
:
%.
g
U

tempo (h)

Figura 39 — Curvas de crescimento nao cumulativo de Lactuca sativa sob tratamento com varias
concentragdes do extrato etandlico de folhas de Plectranthus neochilus, em comparagédo com o
controle (0,0 mg/mL), (A) 0,5mg/mL, (B) 1,0mg/mL, (C) 2,0mg/mL, (D) 4,0mg/mL, (E) todas as
concentrac8es. Os pontos representam a média + erro padréo. *P<0,001 vs controle, n=9. Para
uma melhor visualizagdo, os asteriscos referentes as diferencas estatisticas ndo estéo

colocados no gréafico (E).

Mesmo comportamento observado com o extrato etandlico, no extrato
hexénico de folhas de Plectranthus neochilus, as trés maiores concentracbes
testadas (Img/mL, 2mg/mL e 4mg/mL) provocaram deslocamento da curva de
germinacao ao longo do tempo até o periodo germinador de 24 horas de analise
(Figura 40).
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Figura 40 — Curvas de crescimento nao cumulativo de Lactuca sativa sob tratamento com varias
concentracdes do extrato hexanico de folhas de Plectranthus neochilus, em comparacdo com o
controle (0,0mg/mL), (A) 0,5mg/mL, (B) 1,0mg/mL, (C) 2,0mg/mL, (D) 4,0mg/mL, (E) todas as
concentrac8es. Os pontos representam a média + erro padréo. *P<0,001 vs controle, n=9. Para
uma melhor visualizagdo, os asteriscos referentes as diferencas estatisticas ndo estéo

colocados no gréafico (E).

Para o extrato aquoso de folhas de Plectranthus neochilus, as trés
maiores concentragdes testadas (1mg/mL, 2mg/mL e 4mg/mL) provocaram
deslocamento da curva de germinacdo ao longo do tempo até o periodo

germinador de 48 horas de analise (Figura 41).
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Figura 41 — Curvas de crescimento nao cumulativo de Lactuca sativa sob tratamento com varias

concentracbes do extrato aquoso de folhas de Plectranthus neochilus, em comparacdo com o
controle (0,0mg/mL), (A) 0,5mg/mL, (B) 1,0mg/mL, (C) 2,0mg/mL, (D) 4,0mg/mL, (E) todas as

concentrac8es. Os pontos representam a média + erro padréo. *P<0,001 vs controle, n=9. Para

uma melhor visualizagdo, os asteriscos referentes as diferencas estatisticas ndo estéo

colocados no gréafico (E).

Para as sementes de L. esculentum testadas, o extrato etandlico

apresentou o0s seguintes deslocamentos da curva de germinagdo né&o
cumulativa: 24h e 72h a 0,5mg/mL; 24h, 48h e 72h a 1mg/mL; 24h e 48h a

2mg/mL e 4mg/mL (Figura 42).
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Figura 42 — Curvas de crescimento ndo cumulativo de Lycopersicum esculentum sob tratamento
com varias concentragfes do extrato etandlico de folhas de Plectranthus neochilus, em
comparacdo com o controle (0,0mg/mL), (A) 0,5mg/mL, (B) 1,0mg/mL, (C) 2,0mg/mL, (D)
4,0mg/mL, (E) todas as concentracées. Os pontos representam a média + erro padrao.
*P<0,001 vs controle, n=9. Para uma melhor visualizacdo, os asteriscos referentes as

diferencas estatisticas ndo estéo colocados no grafico (E).

O extrato hexanico apresentou os seguintes deslocamentos da curva de
germinacdo nao cumulativa: 48h e 72h a 0,5mg/mL; 24h, 48h a 1mg/mL,
2mg/mL e 4mg/mL (Figura 43).
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Figura 43 — Curvas de crescimento ndo cumulativo de Lycopersicum esculentum sob tratamento
com varias concentragfes do extrato hexanico de folhas de Plectranthus neochilus, em
comparacdo com o controle (0,0mg/mL), (A) 0,5mg/mL, (B) 1,0mg/mL, (C) 2,0mg/mL, (D)
4,0mg/mL, (E) todas as concentragfes. Os pontos representam a média + erro padrao.
*P<0,001 vs controle, n=9. Para uma melhor visualizagdo, os asteriscos referentes as

diferencas estatisticas ndo estéo colocados no grafico (E).

O extrato aquoso apresentou 0s seguintes deslocamentos da curva de
germinacao ndo cumulativa: 24h a 1mg/mL; 24h e 96h a 2mg/mL; 24h, 72h e
96h a 4mg/mL (Figura 44).
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Figura 44 — Curvas de crescimento ndo cumulativo de Lycopersicum esculentum sob tratamento
com varias concentragcbes do extrato aquoso de folhas de Plectranthus neochilus, em
comparacdo com o controle (0,0mg/mL), (A) 0,5mg/mL, (B) 1,0mg/mL, (C) 2,0mg/mL, (D)
4,0mg/mL, (E) todas as concentracées. Os pontos representam a média + erro padrao.
*P<0,001 vs controle, n=9. Para uma melhor visualizacdo, os asteriscos referentes as

diferencas estatisticas ndo estéo colocados no grafico (E).

Comprimento radicular (CR) e taxa de inibicdo do cr  escimento radicular
(TICR)

O extrato aquoso apresentou efeito alelopatico estimulante do
crescimento radicular do alface na menor concentracao (0,5mg/mL) e efeito
inibitério na maior concentracéo (4mg/mL, 38%) em relacdo ao controle.

Para o extrato etanolico houve efeito alelopatico inibitério, dose-
dependente, significativo nas trés maiores concentraces testadas em relacdo
ao controle (Img/mL, 46%; 2mg/mL, 70%; 4mg/mL, 77%).
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O extrato hexanico, por sua vez, apresentou efeito alelopatico inibitorio,
dose-dependente até a concentracdo de 2mg/mL (0,5mg/mL, 29%; 1mg/mL,
39%; 2mg/mL, 47%) podendo-se inferir que a partir desta concentracéo o efeito

do extrato sobre a planta-alvo atinge um platd (Figura 45).
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Figura 45 — Efeito alelopatico dos extratos de folhas de Plectranthus neochilus sobre o
crescimento de sementes de Lactuca sativa. (A) Extrato aquoso; (B) Extrato etandlico; (C)

Extrato hexanico. As barras representam a média + o desvio padrdo. *P<0,05 vs controle, n=9.

Para os testes com Lycopersicum esculentum como planta-alvo, todos os
extratos inibiram o CR nas duas maiores concentracdes testadas, 2mg/mL e
4mg/mL, com as seguintes taxas de inibicdo: 29% e 46% para o extrato aquoso;
51% e 81% para o extrato etandlico; 53% e 70% para o extrato hexanico (Figura
46).
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Figura 46 — Efeito alelopatico dos extratos de folhas de Plectranthus neochilus sobre o
crescimento de sementes de Lycopersicum esculentum. (A) Extrato aquoso; (B) Extrato

etandlico; (C) Extrato hexanico. As barras representam a média + o desvio padrdo. *P<0,05 vs

controle, n=9.

N&o h& estudos para verificagdo da atividade alelopatica de Plectranthus
neochilus, mas o boldo miado (Plectranthus amboinicus Lour Spr) foi testado
quanto a sua capacidade alelopatica na germinacdo de plantulas de picdo-preto

e afetou tanto a germinagcdo, como o comprimento da parte aérea e da raiz

desta espécie-alvo (118).

[extrato](mg/mL)
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Por meio dos resultados encontrados, foi possivel concluir que a maioria
dos extratos que apresentam atividade antioxidante exibiram maior potencial em
relacdo ao BHT e que todos o0s extratos testados, apresentaram alguma
atividade na verificagdo da equivaléncia com os trés padrdes utilizados, com
excecdo dos extratos aquosos de folhas de Morus nigra, Pouteria caimito e
Pouteria ramiflora e o extrato etanodlico de fruto verde de Genipa americana.
Esta atividade antioxidante encontrada € devida a composi¢cédo quimica de cada
uma dessas plantas, sendo flavonoides, terpenos e saponinas as principais
substancias responsaveis por esta atividade.

A maior atividade antioxidante foi observada com o extrato etandlico de
folhas de Plectranthus neochilus, seguido por seu extrato hexanico e o extrato
hexéanico de folhas de Morus nigra, seguida pelo extrato etanodlico. Os extratos
hexéanicos de folhas de P. ramiflora e P. torta também apresentaram um
potencial antioxidante bastante representativo. Estudos adicionais serdo
necessarios para as etapas de isolamento, caracterizacdo dos compostos
fendlicos responsaveis pela atividade antioxidante e, finalmente, para
elucidacdo do mecanismo de acdo desses compostos e possivel sinergismo
entre os compostos encontrados.

Avaliando as respostas obtidas para a atividade alelopatica, pode ser
constatado que os extratos apresentaram atividade alelopatica inibitéria em, ao
menos, um dos parametros avaliados e os extratos etandlicos de folhas de
Pouteria caimito e Plecthranthus neochilus apresentaram inibicdo da atividade

alelopatica em todos os parametros testados (Tabela 19).
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Tabela 19 — Atividade alelopatica de extratos brutos de espécies vegetais utilizadas como medicinais sobre sementes de Lactuca sativa e
Lycopersicum esculentum.

ATIVIDADE ALELOPATICA
ESPECIE-ALVO
ALFACE TOMATE
Espécie parte planta Extrato G t m CR G tm CR
aguoso NS | | NS | |
Morus nigra folha hexanico | NS E | | E/I
etanolico | | | NS | |
casca do fruto verde | etanolico | NS NS | | |
Genipa americana fruto verde etanolico NS | E/l NS | |
hexanico NS NS NS NS | |
folha )
etanolico | NS | | | |
etanolico | | | | | |
Pouteria caimito folha hexanico NS NS NS NS | NS
aquoso NS NS I NS I I
etanolico | | | NS | |
Pouteria ramiflora folha hexéanico | NS | NS | |
aquoso NS I I NS I I
) hexanico NS NS | NS | NS
Pouteria torta folha
aquoso NS NS I NS NS I
Sapindus saponaria | fruto etandlico NS NS I NS NS I
etandlico | | | | | |
Plectranthus
) folha aguoso NS I E/l NS I I
neochilus
hexéanico NS | | | | |

I: inibicdo; E: estimulo; NS: Nao significativo.
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Existe uma grande expectativa de que abordagens genémicas modernas
irdo identificar novos alvos e modos de acdo de metabdlitos de plantas.
Algumas moléculas, especialmente triterpenoides, que promovem apoptose ou
autofagia em células tumorais, sdo de particular interesse nestes estudos.
Embora seja aceito que estes metabdlitos secundarios e produtos naturais de
plantas estejam envolvidos em diversas atividades, a funcdo de fendis,
quinonas, terpenos, flavonoides e outros metabdlitos de baixo peso molecular
permanece desconhecida (119). Desta forma, existe a necessidade de
conhecimento das espécies vegetais brasileiras, que sao utilizadas pela
populacdo como medicinais, sem comprovacao de sua atividade farmacologica.

A triagem de extratos brutos possibilita a constatagcdo de atividade
alelopética para posterior fracionamento e isolamento na determinacdo de
substancias especificas responsaveis por esta atividade, a exemplo do que foi
feito por alguns autores (120, 121), bem como sua correlagdo com atividade
antioxidante (122). Os resultados desse ensaio preliminar também podem servir
de referéncia para que os extratos selecionados sejam testados como modelo
de citotoxicidade, por meio de sua resposta alelopéatica.

Estudos sobre efeitos alelopéaticos de extratos de plantas comumente
analisam os parametros de germinabilidade, tempo médio de germinacdo e
crescimento inicial, este ultimo avaliado por meio do comprimento da radicula
e/ou hipocotilo (24, 33, 54) Alguns trabalhos avaliam o crescimento inicial
também por meio do comprimento da parte aérea da plantula (24). A analise da
entropia informacional da germinacéo foi proposta por Labouriau (20, 70) sendo
utilizada por alguns autores (33).

No presente trabalho foi analisada a maioria destes parametros e até
onde vai hosso conhecimento, sdo apresentados pela primeira vez 0s conceitos
de TIG e TICR, que constituem contribuigcbes inéditas para os estudos sobre
alelopatia. S&o conceitos claros e que possibilitam uma interpretagéo direta dos
resultados, pois quanto maiores forem estes valores, maior sera o efeito
inibitorio. Além disto, os valores de TIG e TICR relativizam o efeito inibitério dos
extratos sobre a germinabilidade e crescimento da radicula, respectivamente,
em relacdo aos valores obtidos no controle. A vantagem disto € a minimizacao
do efeito de variagbes nos lotes de sementes nas comparacdes entre 0s

tratamentos.
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