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RESUMO

Pesquisas buscam nos metabdlitos secundarios dos vegetais potenciais alelopaticos como
alternativa ao controle biolégico, bem como a busca de substancias terapéuticas
alternativas que leva ao aumento da exploracdo da biodiversidade visando reconhecer
alternativas que possam minimizar impactos e abrir novas perspectivas de exploracéao
bioldgica. Espécies vegetais de uso paisagistico e ornamental se mostram como alternativa
de exploracdo, visando o aproveitamento de residuos que naturalmente seriam
descartados, como ocorre com a espécie Clusia fluminensis Planch. & Triana, que se
enquadra em um grupo de plantas portadoras de metabolitos especiais com potencial a ser
explorado com finalidade biolégica, como a alelopatia, a atividade antioxidante e a atividade
fotoprotetora. Extrato etandlico e fragcdes hexano, diclorometano, acetato de etila, butanol
e aquoso, obtidos de folhas de C. fluminensis, foram testados em sementes de alface e
capim colonido, analisando influéncia na germinacdo e crescimento inicial. Foi realizado
prospeccéo fitoquimica por cromatografia em camada delgada, cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) e cromatografia gasosa acoplada com espectrometria de massa
(CG/EM), testes biologicos de germinacao e emergéncia, comprimentos de radicula e parte
aérea, massa fresca, atividade enzimética das enzimas catalase (CAT), peroxidase (POX)
e superoxido dismutase (SOD) e teor de pigmentos (clorofila a, clorofila b e carotenoides).
Foram ainda realizadas analise de teores de fendis totais, taninos e flavonoides associando-
0s aos efeitos antioxidante, com testes de capacidade do extrato em sequestrar o cation
radical livre ABTS* (ABTS), capacidade do extrato em doar atomos de hidrogénio e
estabilizar o radical livre DPPH+ (DPPH), poder antioxidante redutor do ferro (FRAP),
capacidade antioxidante total pelo método do fosfomolibdénio (TAC-fosfomolibdenio), e
teste de efeito fotoprotetor. A analise de CLAE demonstrou a presenga de hyperosideo na
fracdo acetato de etila, de modo a permitir uma correlagdo a atividade antioxidante. As
concentracdes testadas nos experimentos de germinacdo e emergéncia, bem como nos
experimentos de atividade antioxidante e fotoprotecao foram 0.25, 0.50, 0.75 e 1.0mg/mL.
A fracdo acetato de etila apresentou melhores resultados alelopéticos, houve aumento
significativo da atividade das trés enzimas em sementes de alface, diminuigdo na atividade
sobre as enzimas CAT e SOD e nao influéncia sobre a POX em sementes de capim
colonido. No tratamento de sementes com o extrato acetato de etila foi observado elevacao
nos teores de clorofila a, b e carotenoides, no teor de clorofilas totais e na relagdo clorofila
total/carotenoides, além de ndo haver alteracdo na relacdo clorofila a/b. Os resultados
demonstraram presenca significativa de fendis totais, taninos e flavonoides no extrato
etandlico e nas fracbes, com destaque para a fracdo acetato de etila. A atividade
fotoprotetora se mostrou mais efetiva para a fracdo diclorometano, com FPS 7.01,
compativel ao uso como fotoprotetor, além de identificar a fragcdo acetato de etila como um
possivel efetivador de atividade fotoprotetora devido ao seu efeito antioxidante. Os
resultados sugerem que 0 extrato acetato de etila obtido de folhas de C. fluminensis.
apresenta potencial alelopatico promissor, com possibilidade de exploracdo como
alternativa para uso no controle biolégico e convencional em substituicdo aos agroquimicos
convencionais. Permitem concluir também que a fragdo acetato de etila obtida de folhas de
C. fluminensis seria a melhor a ser explorada visando a obtencédo de formas naturais de
antioxidantes e promotores de fotoprotecdo, bem como a fracdo diclorometano se
apresentam como alternativa ao uso como FPS.

Palavras-chave: alelopatia * antioxidante ¢ Clusia fluminensis ¢ fotoprotecao °




ABSTRACT

Research looks from the secondary metabolites of potential allelopathic plants as an
alternative to biological control, as well as the search for alternative therapeutic substances
that leads to increased exploration of biodiversity in order to recognize alternatives that can
minimize impacts and open new perspectives of biological exploration. Vegetable species
for landscape and ornamental use are shown as an exploration alternative, aiming at the
use of residues that would naturally be discarded, as occurs with the species Clusia
fluminensis Planch. & Triana, which fits into a group of plants with special metabolites with
potential to be explored for biological purposes, such as allelopathy, antioxidant activity and
photoprotective activity. Ethanol extract and hexane, dichloromethane, ethyl acetate,
butanol and agqueous fractions, obtained from C. fluminensis leaves, were tested on lettuce
seeds and colonization grass, analyzing influence on germination and initial growth.
Phytochemical prospecting was performed by thin layer chromatography, high performance
liquid chromatography (HPLC) and gas chromatography coupled with mass spectrometry
(GC/MS), germination and emergence biological tests, radicle and shoot lengths, fresh
mass, activity enzymatic enzymes catalase (CAT), peroxidase (POX) and superoxide
dismutase (SOD) and pigment content (chlorophyll a, chlorophyll b and carotenoids).
Analysis of the contents of total phenols, tannins and flavonoids was also carried out,
associating them to the antioxidant effects, with tests of the extract's ability to sequester the
free radical cation ABTS" + (ABTS), the extract's ability to donate hydrogen atoms and
stabilize the free radical DPPH « (DPPH), iron-reducing antioxidant power (FRAP), total
antioxidant capacity by the phosphomolybdenum method (TAC-fosfomolibdenio), and
photoprotective effect test. The HPLC analysis demonstrated the presence of hyperoside in
the ethyl acetate fraction, in order to allow a correlation to the antioxidant activity. The
concentrations tested in the germination and emergence experiments, as well as in the
antioxidant and photoprotection experiments were 0.25, 0.50, 0.75 and 1.0mg / mL. The
ethyl acetate fraction showed better allelopathic results, there was a significant increase in
the activity of the three enzymes in lettuce seeds, a decrease in activity on CAT and SOD
enzymes and no influence on POX in seeds of colonization grass. In the treatment of seeds
with the ethyl acetate extract, there was an increase in the levels of chlorophyll a, b and
carotenoids, in the total chlorophyll content and in the total chlorophyll / carotenoid ratio, in
addition to no change in the chlorophyll a/ b ratio. The results showed a significant presence
of total phenols, tannins and flavonoids in the ethanol extract and in the fractions, with
emphasis on the ethyl acetate fraction. The photoprotective activity was shown to be more
effective for the dichloromethane fraction, with SPF 7.01, compatible with use as a
photoprotector, in addition to identifying the ethyl acetate fraction as a possible enabler of
photoprotective activity due to its antioxidant effect. The results suggest that the ethyl
acetate extract obtained from C. fluminensis leaves. presents promising allelopathic
potential, with the possibility of exploitation as an alternative for use in biological and
conventional control to replace conventional agrochemicals. They also allow us to conclude
that the ethyl acetate fraction obtained from C. fluminensis leaves would be the best one to
be explored in order to obtain natural forms of antioxidants and photoprotection promoters,
as well as the dichloromethane fraction are presented as an alternative to use as SPF.

Keywords: allelopathy ¢ antioxidant ¢ Clusia fluminensiss photoprotection ¢
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1. INTRODUCAO GERAL

O uso continuo e diverso de agroquimicos no Brasil tem se tornado um crescente
problema de ordem ambiental e de salude publica. A exposicdo aos agrotoxicos e 0s
impactos causados por eles tem sido registrado pelo Sistema de Informacéo de Agravos de
Notificacdo (Sinan) e um grande aumento de notificacdes foi constatado ao longo dos anos
monitorados, entre 2007 e 2015. S6 em 2014 foram relatados 6,26 casos para cada 100 mil
habitantes, a maior incidéncia em notificagdes de intoxicacao por agrotéxicos no Brasil, e o
Espirito Santo se encontra entre os principais estados com valores acima do dobro da
média nacional (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

Como exemplo de gravidade e abuso do uso de agrotéxicos, segundo o engenheiro
agrébnomo Edegar Formentini, com base em dados do Forum Espirito-Santense de Combate
aos Impactos dos Agrotoxicos e Transgénicos (FESCIAT), a partir da ficha semestral de
agrotéxicos do Instituto de Defesa Agropecuéria e Florestal (Idaf), formada a partir das receitas
de agrotdxicos vendidos nas lojas especializadas, somente durante o primeiro semestre de
2018, foram comercializados quatro milhdes de quilos de agrotoxicos no Espirito Santo. Se for
levado em consideragdo a manutencdo dessa média de consumo também no segundo
semestre, estima-se, aproximadamente, um total de oito mil toneladas de agrotdxicos, o que
poderia matar, por intoxicacdo aguda, 44.163.348 pessoas ou, 11,46 vezes a populacéo
capixaba (SECULO DIARIO, 2020).

Mesmo assim, a pauta atual do Ministério da Agricultura do Governo Federal para o
setor agricola caminha no sentido da facilitagdo na liberacdo e registro de novos
agrotoxicos, como por exemplo o Projeto de Lei (PL) n.° 6.299/2002, conhecido como
“Pacote do Veneno”, que facilita a liberacdo de novos agrotdxicos que esta em discussao
na Camara dos deputados (AGENCIA CAMARA DE NOTICIAS, 2019).

Diante do exposto, identifica-se o0 sistema agroalimentar como um dos maiores
fatores de desequilibrio ambiental, impactando na saude da populacédo, além de repercutir
nas dimensdes econdmica, social e cultural (AZEVEDO e PELICIONI, 2011) gerando a
necessidade da busca de alternativas sustentaveis ao uso de agroquimicos convencionais
bem como os desafios dos 6rgdos de vigilancia em saude e ambiental para efetivacdo de
medidas que mitiguem os danos causados pelo uso dos defensivos agricolas. Dessa forma,
€ crescente a busca pela utilizacdo de métodos alternativos para o controle de pragas e
doencas, assim como a utilizacéo de estimulantes e fontes nutritivas naturais no Brasil e no

mundo. Nesse contexto, a alelopatia pode ajudar fornecendo novos conceitos de controle
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integrado de plantas daninhas, variedades de culturas e novas geracdes de fitotoxinas
(ZIMDHAL, 1999; VYVYAN, 2002).

Desde meados do século XIX sdo identificados relatos do emprego de produtos
naturais no controle de pragas agricolas (BRAIBANTE e ZAPPE 2012). Tais produtos séo,
no geral, obtidos de extratos vegetais, oriundos do metabolismo secundario destes, a priori,
sintetizados para protecédo do vegetal ou favorecimento de suas interagcées com o meio. A
interferéncia direta ou indireta que diversos compostos quimicos produzidos pelo
metabolismo secundéario das plantas no crescimento, no desenvolvimento ou em mais
atividades bioldgicas de outras plantas indica seu efeito alelopéatico (GATTI, PEREZ e LIMA,
2004).

O uso da alelopatia visando controlar a infestacdo de plantas daninhas ou invasoras
traz as vantagens de ser um controle de baixo custo, ndo precisar de equipamentos
sofisticados para aplicagdo, além de nao ser poluente ao meio, € os estudos dos
mecanismos das interferéncias bibticas entre os componentes cultivados e nao cultivados,
especialmente por meio de interacdes alelopaticas, tornam-se mais importantes a medida
que as limitagbes econémicas e ecoldgicas das praticas de controle de infestantes passam
a ser mais restritivas (CARVALHO et al, 2012).

Todas as plantas produzem metabdlitos secundarios e a variagao na sua quantidade
e qualidade varia de acordo com a espécie e com o local de cultivo, pois muitos deles tém
sua sintese desencadeada por eventuais inconstancias a que as plantas estdo expostas
(FERREIRA e AQUILA, 2000). Pensando no aspecto de interferéncia sobre outras plantas,
destaca-se 0 uso dos extratos vegetais como causadores da redugido da porcentagem e
velocidade de germinagao (LUSTOSA, OLIVEIRA e ROMEIRO, 2007; BELINELO et al.,
2008; BORELLA et al., 2012), reducédo ou estimulo do crescimento inicial das plantas
(ZHANG et al., 2010; SILVEIRA, MAIA e COELHO, 2012) alteragdo do teor de pigmentos
(BORELLA et al., 2009; BORELLA et al., 2012), dentre outros efeitos.

As substancias produzidas pelas plantas sdo agrupadas de acordo com suas
singularilaridades biogenéticas. Esses grupos compreendem os fendis simples, acidos
organicos, aldeidos, lactonas simples insaturadas, terpenos, esterdides, quinonas,
flavondides, taninos, alcaldides, cumarinas, aminoacidos, acidos graxos, alcoois,
polipeptidios, nucleosideos e muitos outros ainda néo identificados (BLUM, 1998 ; MACIAS
et al ., 1992 , 2000 ; WEIDENHAMER et al., 2004; NISHIDA et al., 2005). Entre os mais
diversos compostos com efeito alelopatico, podem ser destacados os alcaloides, os

flavonoides, os taninos e os compostos fendlicos (KING e AMBIKA, 2002).
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Grande parte das pesquisas envolvendo alelopatia procura descrever apenas 0s
efeitos sobre a germinacdo e o crescimento das espécies testadas, ndo elucidando seus
efeitos anatémicos, celulares e moleculares. Entretanto € importante levar em consideracao
gue as alteracbes na germinacgao e crescimento promovidos pelos fitoquimicos refletem o
resultado secundario de modificacGes anteriores (FERREIRA e AQUILA, 2000) que podem
ter ocorrido em nivel molecular, celular e anatdmico. Pesquisas tém demonstrado que a
interferéncia dos aleloquimicos ocorre com frequéncia na assimilacdo de nutrientes, na
inibicdo da fotossintese (TAWAHA et al., 2003; ANAYA et al., 2005), divisdo celular, sintese
organica, interacdes hormonais, absor¢cédo de nutrientes, inibicdo da sintese de proteinas,
mudancas no metabolismo lipidico, abertura estomética, assimilacdo de CO: e na
fotossintese, inibindo o transporte de elétrons e reduzindo o contetdo de clorofila na planta,
tendo como consequéncia, inibicdo no desenvolvimento da planta (REZENDE et al., 2003;
REIGOSA et al., 2006).

A busca por espécies que possam ser utilizadas como fornecedoras de substancias
que exercam efeitos alelopaticos ou fitotdxicos € crescente. Muitas familias, géneros e
espécies nativas, exéticas e cultivadas tém sido alvo de estudos para tais fins (OLIVEIRA
et al., 2020; RIBEIRO et al., 2019). Nesse sentido, a familia Clusiaceae, também conhecida
como Guttiferae (KERRIGAN et al, 2011) apresenta potencial promissor. Além de sua
aplicagdo em ornamentacgao e paisagismo, varias espécies desta familia sdo utilizadas com
fins medicinais em todo o mundo, como para o tratamento do cancer, processos
inflamatodrios, infecgdes, como purgativos e controle da obesidade (HEMSHEKHAR et al.,
2011). As informagdes quanto ao aspecto alelopatico e fitotdxico ainda pouco exploradas
trazem mais uma perspectiva de descobertas para espécies da familia, além disso, a
presenca comprovada de metabdlitos secundarios com efeito alelopatico em espécies do
género Clusia indicam um caminho promissor para que pesquisas ecofisioldgicas sejam
implementadas, uma vez que poucas informagdes sao encontradas sobre potencial
alelopatico dessas plantas sobre outras.

Dentre as diversas espécies do género Clusia, destacamos a espécie Clusia
fluminensis Planck & Triana - espécie endémica da Mata Atlantica brasileira com ocorréncia
significativa no Espirito Santo, entre outros estados como Bahia e Rio de Janeiro
(BITTRICH 2010). Pode ser encontrada em regides de alta luminosidade e restricao hidrica,
sendo amplamente utilizada como planta ornamental. Se destaca por seu uso na medicina
popular e por grande abrangéncia no Brasil (FENNER et al. 2006, BITTRICH 2010, REVEAL
e CHASE 2011). Curiosamente, suas folhas raramente mostram sinais de herbivoria,
apresentando-se sempre intactas e brilhantes (BITTRICH 2010).
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Em 2000, Porto et al. identificaram e quantificaram, por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, benzofenonas poliisopreniladas, incluindo clusianona e espirona, em resinas
obtidas de flores masculinas de C. fluminensis. Recentemente, clusianona de flores
masculinas de C. fluminensis também foi isolada e caracterizada estruturalmente (SILVA et
al. 2012) e investigada sua atividade larvicida (BITTRICH 2010).

Com base nas pesquisas preévias relatadas, por ser de facil manejo, amplamente
usada para ornamentagcdo e paisagismo no Espirito Santo e por suas podas gerarem
grande quantidade de residuos subaproveitados, a espécie Clusia fluminensis apresenta-
se como espécie promissora para bioprospeccgao vegetal.

Na bioprospecgao de plantas tida como atividade exploratéria que visa identificar
componentes vegetais do patrimdnio genético e informagao sobre conhecimento tradicional
associado, com potencial de uso comercial (BASRA, et al., 2011; CANTANHEDE et al.,
2014), podemos destacar as pesquisas referentes aos seus efeitos biolégicos, com
perspectivas alelopaticas, farmacéuticas, terapéuticas, alimenticias cosméticas e
preventivas. Desta forma, o comportamento dos extratos frente as respostas obtidas de
experimentos in vitro podem indicar novos caminhos a serem explorados visando melhoria
da qualidade de vida, com a obtencdo de produtos naturais mais sustentaveis e menos
prejudiciais a saude.

Diante do exposto, o presente trabalho visa identificar possiveis efeitos bioldgicos de

extratos de folhas de Clusia fluminensis Planch. & Triana.
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar potenciais atividades biolégicas promovidas pelo extrato etandlico de folhas da

espécie Clusia fluminensis e das fragcbes hexano, diclorometano, acetato de etila, butanol

€ aquoso, bem como realizar uma analise fitoquimica procurando associa-la a atividades

biolégicas analisadas.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v

Associar sobre possiveis efeitos alelopaticos e fitotoxicos exercidos pelo extrato
etandlico e fragdes obtidas a partir dos solventes hexano, diclorometano, acetato de
etila e butanol, sobre a germinagcdo e o crescimento inicial de Lactuca sativum e
Panicum maximum, identificando aquele que tem maior potencial para uso como
defensivo agricola.

Correlacionar os efeitos alelopaticos e fitotoxicos observados com as possiveis
mudangas anatdmicas, celulares e moleculares.

Identificar alteragbes enzimaticas que possam justificar possiveis mudancgas biolégicas
nas espécies testadas.

Identificar alteragcbes em pigmentos clorofila e carotendides que possam justificar
possiveis mudancgas bioldgicas nas espécies testadas.

Identificar as classes de metabdlitos secundarios presentes no extrato etandlico obtidos
de folhas da espécie Clusia fluminensis e suas fragdes hexano, diclorometano, acetato
de etila, butanol e aquoso, obtidas a partir dos solventes extratores hexano,
diclorometano, acetato de etila e butanol.

Avaliar testes antioxidantes que possam justificar possiveis atividades bioldgicas
promovidas pelos extratos.

Avaliar potencial atividade fotoprotetora que possam justificar possiveis atividades

bioldgicas promovidas pelos extratos.
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5. REVISAO BIBLIOGRAFICA

5.1 A problematica do uso de herbicidas e alternativas

A descoberta dos herbicidas auxinicos, na década de 40, promoveu 0 inicio de um
novo periodo de exploracdo agricola. Representados pelos compostos éacido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), e o acido 4- cloro-2-metilfenoxiacético (MCPA), dois herbicidas
seletivos pioneiros que inovaram o comércio dos agroquimicos e, desde entdo, uma grande
diversidade de substancias quimicas passaram a serem utilizadas para o controle de
espécies daninhas em campo, promovendo aumento de produtividade e reducdo de custos
(YANG; ZHU, 2013).

Nos ultimos anos, o elevado crescimento demogréfico forcou o aumento da producao
de alimentos e por consequéncia uma utilizacéo intensa de defensivos agricolas, buscando
altas produtividades que pudessem suprir as crescentes demandas alimentares
(MONQUEIRO et al., 2008), e um dos principais fatores que dificultam a producéo de
alimentos é a prevencao e o controle de pragas, patégenos e plantas daninhas, que séao
considerados os grandes responsaveis por perdas significativas no campo (Godoy &
Oliveira, 2004), porém, a utilizacao global de agrotéxicos, procurando minimizar perdas e
aumentar produtividade, passou a representar diferentes graus de ameacgas a qualidade do
ambiente e a saude humana, uma vez que vem aumentando em uma escala preocupante
(ABRASCO, 2015).

Embora o objetivo seja proporcionar aumento na produtividade, os principais
herbicidas aplicados no campo sao compostos sintéticos com alta atividade biolégica, em
sua grande maioria séo toxicos, podendo ocasionar cancer e mutacfes, além de serem
utilizados em quantidades excessivas e em extensas areas, com destino final de seus
contaminantes o meio ambiente (CABRERA et al., 2008). Uma vez utilizados na agricultura,
as suas moléculas podem seguir diferentes rotas no ambiente gerando em longo prazo
prejuizos a saude humana e alteracdes significativas nos ecossistemas que podem ser
irreversiveis (BOHNER et al., 2013).

Os Ultimos anos foram marcados pelo aumento significativo do consumo de
agrotoxicos em todo o mundo. No Brasil, a utilizagdo dos agroquimicos expandiu-se na
década de 70, e a partir de entdo o uso desses produtos quimicos foi difundido em todo o
pais (ARAUJO et al., 2007), sendo que o Brasil, ocupa desde 2008, o ranking do pais onde
mais se consome agrotoxicos no mundo (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE SAUDE
COLETIVA, 2015). O fato de ser um pais que se evidencia por apresentar uma economia

baseada na agricultura, buscando aumentar producéo e reduzir perdas na safra, o uso
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desenfreado e abusivo de agrotoxicos levanta a problematica de se colocar em risco a
salude das pessoas expostas a essas substancias, bem como o aumento de impactos
ambientais (BURNS et al., 2001).

Além da contaminacdo das aguas superficiais e subterraneas dos solos, a aplicacao
excessiva dos agrotoxicos desencadeia tanto desequilibrios ecolégicos como bioldgicos,
promovendo pressao agricola e reduzindo a biodiversidade local da flora e da fauna e
levando a instabilidade dos ecossistemas (SILVA et al., 2012; BELCHIOR et al., 2014).
Portanto, muitos agrotoxicos podem influenciar de forma direta ou indireta na populacdo da
macro e microfauna (ZILLI et al., 2008).

Os agrotoxicos também séo considerados um premente problema de saude publica,
uma vez que a populagdo quase na sua totalidade se encontra exposta aos seus efeitos
negativos de diferentes formas e niveis, incluindo os produtores e consumidores finais dos
alimentos contaminados (GERAGE, 2016).

Além dos problemas citados, a intensa utilizagdo dos agrotoxicos nas areas agricolas
favorece ainda o aumento da pressao de selecdo, contribuindo para a selecdo de bi6tipos
resistentes de algumas espécies espontaneas aos herbicidas convencionais, trazendo
enormes prejuizos econdémicos com seu manejo.

Desde a descoberta dos herbicidas, seu uso rotineiro e indevido no campo para o
manejo de plantas espontaneas, vem acarretando o surgimento de resisténcia de biotipos
por pressao de selecdo a tais substancias em algumas espécies. Essas plantas daninhas
resistentes aos herbicidas sdo determinadas a partir de individuos que apresentam
modificacdes genéticas dentro da mesma populacédo. Essa resisténcia é notada quando as
plantas apresentam capacidade de sobrevivéncia e propagacéo apés a exposicao a doses
letais dos herbicidas convencionais (LEAL et al., 2012). Consequentemente, o emprego
habitual de um mesmo herbicida ou de um conjunto de herbicidas com o mesmo
mecanismo de acdo tem aumentado a manifestacao de populacfes daninhas resistentes.

Recentemente, no mundo foram reveladas 480 ocorréncias de biétipos de plantas
daninhas resistentes a herbicidas, sendo 251 espécies resistentes a 163 ingredientes ativos
distintos, abrangendo 91 culturas distribuidas em 69 paises (HEAP, 2017). Os primeiros
casos de resisténcia a herbicidas no Brasil foram relatados com as espécies Bidens pilosa
(picdo-preto) e Euphorbia heterophylla (leiteiro), que apresentaram mecanismos de acao
da enzima acetolactatosintase - ALS inibidos (AGOSTINETTO; VARGAS, 2014).

Em atencdo a essa crescente probleméatica, uma mobilizacdo para reducdo do uso
de agrotoxicos vem se estabelecendo ao longo dos ultimos anos e algumas agbes em

escala mundial tem repercutido a necessidade de mudancas.
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v" Em 2007 a agricultura organica foi recomendada como alternativa para o
desenvolvimento sustentdvel na Conferéncia Internacional sobre Agricultura
Organica e Seguranca Alimentar, realizada pela Organizagdo das Nacdes Unidas
para Alimentacdo e Agricultura (SCIALABBA, 2007).

v Em 2009 e 2013 os documentos intitulados Trade and Environment Review foram
lancados pela Conferéncia das Na¢des Unidas sobre Comércio e Desenvolvimento
e promovem a minimizagdo do uso de agrotdxicos a partir de diferentes formas de
agricultura sustentavel, baixo uso de insumos externos e manejo integrado de
pragas, além de destacar a capacidade desse tipo de agricultura em promover uma
melhor producéo alimentar como capacidade de mitigar problemas alimentares em
escala mundial (UNITED NATIONS CONFERENCE ON TRADE AND
DEVELOPMENT,2009; 2013).

v Segundo a Agenda 2030, proposta pelo PROGRAMA DAS NACOES UNIDAS PARA
O DESENVOLVIMENTO, 2015, p. 192, espera-se, até 2020, alcancar o manejo
ambientalmente adequado dos produtos quimicos e de todos os residuos, ao longo
de todo o ciclo de vida destes, de acordo com 0s marcos internacionalmente
acordados, e reducéo significativa da liberacdo destes para o ar, a agua e o solo,
para minimizar seus impactos negativos sobre a saude humana e o meio ambiente.

v" No Brasil destaca-se a institucionalizacdo da Politica Nacional de Agroecologia e
Producao Orgéanica (PNAPO) em 2012, que tem o objetivo de integrar, articular e
adequar politicas, programas e ag¢fes indutoras da transicdo agroecologica e da
producdo organica e de base agroecoldgica, contribuindo para o desenvolvimento
sustentavel e a qualidade de vida da populacéo, por meio do uso sustentavel dos
recursos naturais e da oferta e consumo de alimentos saudaveis (BRASIL, 2012a,
art. 1).

Essas iniciativas demonstram a necessidade da busca de alternativas ao uso de
agroquimicos convencionais bem como os desafios dos 6rgaos de vigilancia em saude e
ambiental para efetivagdo de medidas que mitiguem os danos causados pelo uso dos
defensivos agricolas (DIETRICH et al. 2011).

Vérias publicacdes sobre o impacto dos agrotéxicos no meio ambiente e sobre a
saude humana estdo disponiveis e buscam mostrar que a preocupacdo em substituir os
defensivos agricolas usuais por outros menos danosos € evidente (LOPES e
ALBUQUERQUE, 2018). E dentre os agrotédxicos, os herbicidas foram os mais encontrados

em aguas doces brasileiras (ALBUQUERQUE et al., 2016). Agrotoxicos podem contaminar




26

diversos tipos de reservatorios de agua (SOUZA et al., 2016) intervindo diretamente nos
organismos aquaticos (VIEIRA et al, 2016).

E relatado que o uso de agrotdxicos pode promover reducdo na producdo de
alimentos, como a reducdo na produtividade de cenouras em regido de aplicacdo de
tembotriona, 8 meses antes do plantio (BONTEMPO et al., 2013). Residuos de agrotoxicos
podem permanecer em alimentos, como frutas, mesmo apoés colheita e disponibilizado para
consumo em supermercados (JARDIM et al., 2014; NAKANO et al., 2016).

Trabalhadores de areas de cultivo de tabaco podem apresentaram danos nos
mecanismos de defesa celular e atividade de telomeros (KARL et al., 2016), transtornos
mentais (FARIA et al., 2014), sibilancia (FIORI et al., 2015), doenca do tabaco (FASSA et
al., 2014), dores de cabeca, nauseas e dor de estdbmago (CARGNIN et al., 2017),
depressdao, ansiedade e mialgia (SANTOS et al., 2017). Além de relatos de maior chance
de suicidio em trabalhadores expostos a agrotoxicos (KRAWCZYK et al., 2014). InUmeros
outros relatos podem ser encontrados na literatura descrevendo os efeitos danosos da acao
de agrotoxicos na saude.

A adocao de novas formas de manejo das plantas daninhas e da integracdo de
métodos culturais, biolégicos, mecéanicos e fisicos de controle sdo importantes para
substituir ou até mesmo reduzir o uso de controle quimico na agricultura convencional, uma
vez que o uso indevido de herbicidas causa muitos problemas ao meio ambiente e ao
homem (GALON et al., 2016).

Diante do exposto, a busca por herbicidas alternativos para o controle dos bio6tipos
resistentes de plantas daninhas aos herbicidas comerciais € de suma importancia, visto que
essa resisténcia dificulta onerosamente o manejo delas. O uso de compostos naturais na
elaboracdo de novos herbicidas, os chamados bio-herbicidas, que apresentem novos
mecanismos de a¢cdo € uma das alternativas para diminuir o nimero de plantas resistentes
(DAYAN; DUKE, 2014).

A aplicacdo de compostos semissintéticos, oriundos de compostos naturais com
elevada atividade biol6gica € uma excelente alternativa para obtencdo de bio-herbicidas
com diferentes mecanismos de acdo no manejo de plantas daninhas. Para obtencéo desses
bio-herbicidas, é necessario que seus derivados sejam eficazes no controle de plantas e
gue sejam facilmente obtidos a um baixo custo (SOUZA FILHO et al., 2006). Essas
substancias naturais tém que ser eficientes na sustentabilidade e na produtividade agricola,
sem ocasionar impactos a saude e ao meio ambiente, diferentemente dos herbicidas

sintéticos convencionais (VILA-AIUB et al., 2005).
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5.2 Caracterizacdo da espécie Clusia fluminensis Planch. & Triana

A familia Clusiaceae Lindley (Guttiferae Juss.) possui ampla distribuicdo em regides
tropicais. De acordo com a classificagdo de Dahlgren (1980), esta familia é constituida por
50 géneros e cerca de 1.200 espécies. No Brasil, esta representada por 19 géneros com
ampla distribuicdo, especialmente na regido Amazbnica (ANDRADE et al., 2002;
GASPAROTTO JUNIOR, et al., 2005). No entanto de acordo com Stevens (2008), a familia
Clusiaceae compreende apenas 14 géneros.

A familia Clusiaceae possui varias espécies de valor econémico, com géneros
explorados pela indastria madeireira, géneros portadores de propriedades medicinais
comprovadas e de ampla aplicagdo ornamental (HUTCHINSON, 1969; ANDRADE, 1987).

A identificacdo das espécies do género Clusia é feita, normalmente, com base nas
caracteristicas dos 6rgaos reprodutivos, porém, as flores ndo mantém suas caracteristicas
guando sao armazenadas em colecBes de herbarios, além de perdurarem por um periodo
curto de aproximadamente 15 dias apenas (PIPOLY et al., 1998).

O género Clusia representa o primeiro registro de uma arvore dicotiledébnea com
adaptacdo ao metabolismo acido das crassulaceas (CAM) (TING et al., 1987), realizando
tanto mecanismo C3 quanto CAM (FRANCO et al., 1994; ROBERTS et al., 1998; HERZOG
at al. 1999), uma flexibilidade metabdlica no processo fotossintético que possibilitou a
dispersado geografica caracteristica do género (FRANCO et al., 1990).

Do ponto de vista quimico a familia apresenta-se caracterizada pela presenca de
xantonas, benzofenonas, terpendides, flavonéides, dentre outras classes de metabdlitos
especiais, responsaveis por efeitos anti-hipertensivos, antibacterianos, inibitério do virus
HIV e antiofidico (CASTRO et al., 1999; GASPAROTTO JUNIOR, et al., 2005; NOLDIN et
al., 2006). Estudos com este género tém demonstrado a producdo de terpendides e
esterdides (lupenona, friedelina, sitosterol, entre outros) e algumas benzofenonas
(weddellianona A, clusianona e spiritona) (NAGEN et al., 1993; PORTO et al., 2000).

Conhecida popularmente como abaneiro ou mangue-da-praia, a espécie Clusia
fluminensis Planch. & Triana, pertencente a familia Clusiaceae e género Clusia, tem como
sindnimo heterotipico a nomenclatura Clusia ildefonsiana A. Rich. ex Planch. & Triana.
Representa uma espécie nativa e endémica do Brasil, sendo encontrada de forma mais
ampla nos estados do Rio de Janeiro, Espirito Santo e Bahia, é caracteristica do bioma
Mata Atlantica, apresentando-se em forma de arbustos ou arvores e geralmente pode
alcancar de 2 a 3 metros de altura, € muito utilizada para fins de ornamentacéo (Figura 1)
(BRASIL, 1999; PEREIRA e PUTZKE, 2010; SILVA e PAIVA, 2012; BITTRICH et al., 2015).
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E uma planta dioica com caracteristicas morfolégicas que podem ser descritas como
portadora de folhas opostas de peciolo muito curto, lamina obovada com &pice retuso e
base cuneada decorrente, coridcea, discolor, glabra de margem inteira e um pouco revoluta
e com uma nervura marginal, de 10 -14cm de comprimento por 5 — 7cm de largura, com
nervacao secundaria muito discreta. Possui Inflorescéncias cimosas, geralmente terminais,
com 2 — 6 flores unissexuais de pétalas brancas e estames ou carpelos alaranjados (Figura
1B) (MUSEU NACIONAL/UFRJ, c2020). Os frutos apresentam coloracao esverdeada, com
capsulas contendo arilos, ricos em carotenodides, em seu interior, membranas de cor
alaranjada onde as sementes encontram-se dispersas (CORREIA et al., 2013).
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Figura 1: (A) Imagem de planta adula de Clusia fluminensis; (B) flor de aberta de Clusia flumineisis; (C)
paisagismo de cerca viva de plantas adultas de Clusia fluminensis. Imagens retiradas da internet: (A)
retirada de <https://br.pinterest.com/>. (B) retirada de <https://www.flickr.com/>. (C) retirada de
<https://www.mundoecologia.com.br/>

Como qualquer planta ornamental, requerem poda regular. Os residuos de poda,
apesar de serem considerados de classe Il, ndo sédo perigosos, segundo a nhorma técnica
NBR 10.004/2004. Sendo assim, tais residuos possuem menor potencial ofensivo ao meio
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ambiente, porém, devido ao grande volume gerado e sua destinacdo final em aterros
sanitarios, gera-se a probleméatica dos riscos de incéndio, gerando poluicdo do ar e até
mesmo da agua além de degradacao da paisagem (MEIRA, 2010). De posse do exposto,
uma nova alternativa para tais residuos seria muito eficiente e proveitosa, como a sugestao
do uso de tais residuos como matéria prima para estudos alelopaticos, como 0s que
ocorrem com o intuito de obtencéo de alternativa aos herbicidas convencionais, ou outros

estudos como a obteng&do de compostos antioxidantes e fotoprotetores (Figura 2).

Figura 2: Realizacdo de podas e grande volume de residuos, que, normalmente, tendem a ser destinados
a aterros sanitarios gerando impactos Fonte: < https://m.vitoria.es.gov.br/noticia/cidade-mais-verde-acoes-
de-paisagismo-jardinagem-e-poda-em-mais-de-40-bairros-32722>. Acesso em 13/08/2020).

Quatro principais classes de metabdlitos secundarios sédo encontradas nesta familia:
biflavondides, cumarinas, xantonas e, principalmente, benzofenonas que sé&o
biossintetizados como mecanismos de defesa da planta (ACUNA; JANCOVSKI;
KENNELLY, 2009). Os géneros Garcinia e Clusia tém sido reportados como sendo as
principais fontes de benzofenonas polipreniladas (KUMAR; SHARMA; CHATTOPADHYAY,
2013). Em Clusiaceae foram encontradas cerca de 40 estruturas de biflavondides em
diferentes géneros e varias espécies desta familia e tém sido investigados sua a acao
analgésica, antibacteriana, antiinflamatoria, antinoceptiva, antioxidante, antiparasitaria,
antitumoral, citotoxica, imunomoduladora e hipolipidémica, com resultados promissores na
maioria dos casos (FERREIRA; DE CARVALHO; DA SILVA, 2012).

Quanto a composi¢ao quimica presentes em orgaos de C. fluminensis, Mazza et al.
Identificaram em extratos dos arilos do fruto com sementes a presenca de compostos
fendlicos como os &cidos protocatecuico, 4-hidroxibenzoico e 4-hidroxicinamico (p-
cumarico), o flavonoide rhamnetina (7-metdxiquercetina) e os carotenoides luteina,
Zeaxantina e-criptoxantina e um baixo teor de vitamina C (MAZZA et al., 2019). Em seu

estudo com C. fluminensis, Silva isolou os terpenos 3-oxo-friedelina e epifriedelinol dos
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extratos hexanicos de folhas e caules e ainda a benzofenona clusianona e o terpenoide
lanosterol nos extratos hexanicos das flores. (SILVA,2011).

O género Clusia é considerado uma das principais fontes de benzofenonas em
Angiospermas (KUMAR; SHARMA; CHATTOPADHYAY, 2013) e estes metabdlitos
secundarios sdo considerados os marcadores quimicos do género. Até o ano de 2014
(ANHOLETI et al., 2015), foram catalogadas 55 benzofenonas em Clusia, distribuidas em
flores, frutos, caule, galhos e folhas. A maior parte destas estruturas foi isolada dos frutos
(35 estruturas), flores e caule e podem ser encontradas em mais de um 6rgao vegetal.
Outras classes de compostos como terpenos, benzoquinonas, flavondides, derivados
dihidrofenantrénicos e acidos tocotriendlicos também sdo encontrados em espécies deste
género (DE ANDRADE; ALMEIDA; CONSERVA, 1998).

5.3 Metabolismo secundario e alelopatia

Caracterizado como o conjunto de reacdes que possibilitam o processamento das
moléculas organicas, por meio de atividade enzimética, o metabolismo, que se processa no
interior de células vivas, representa 0 meio pelo qual promove-se o0 abastecimento
energeético e renovacdo de moléculas, levando a manutencdo de um estado biolégico
equilibrado (MARZZOCO e TORRES, 2007).

Em vegetais as reacdes que caracterizam o metabolismo se estabelecem em rotas
metabdlicas especificas, direcionadas por enzimas especificas, sempre com o intuito de
promover as necessidades gerais celulares, abastecendo as células com compostos como
celulose, lignina, lipidios, proteinas, glicidios, entre outros, relacionados a fun¢des vitais
sendo designado, neste caso, como metabolismo primario (CHAMPE et al., 2008). Quando
relacionado a producdo de substancias que se apresentam em baixas concentracdes,
restritos a determinados grupos de plantas, geralmente de estrutura complexa, baixo peso
molecular, possuem atividades biolégicas marcantes, porém, nao ligadas as funcdes vitais
basicas do vegetal, passa a ser designado metabolismo secundario (BERG e LUBERT,
2008).
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Figura 3: Esquema geral simplificado da interacdo entre 0 metabolismo primario e as vias de sintese do
metabolismo secundério (Fonte: Taiz & Zeiger, 2009).

Os compostos produzidos pelo metabolismo secundério sdo designados metabdlitos
secundarios ou metabdlitos especializados e ja foram considerados como produtos de
excrecdo vegetal, porém, € atualmente reconhecido que se tratam de compostos
diretamente envolvidos nos mecanismos que permitem a adequacao do vegetal ao seu
meio, despertando grande interesse, ndo s6 pelas atividades biolégicas exercidas pelas
plantas em resposta ao meio, mas também pela imensa importancia comercial na area
farmacéutica, nas areas alimentar, agrondmica, perfumaria e outras (SIMOES et al., 2007).
Tais compostos, também designados aleloquimicos, podem ser liberados pelos vegetais
gue os produziram no meio ambiente, interferindo no desenvolvimento de outras espécies
(OLIVEIRA et al., 2015). A liberag&o ocorre por meio da volatizacao, lixiviagao, exsudagao
radicular e pela decomposicéo de residuos vegetais, podendo exercer influéncia positiva
ou negativa sobre outro organismo (BORELLA & PASTORINI, 2009).

A influéncia exercida pelos aleloquimicos introduz o conceito de alelopatia, que pode
ser definida como um processo pelo qual as plantas produzem substancias que, liberadas

no meio ambiente, influenciam de forma favoravel ou desfavoravel o desenvolvimento das
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plantas (SANTOS, 2012). O termo alelopatia foi cunhado por Molisch (1937) e significa do
grego allelon = de um para outro, pathés = sofrer. Descreve a influéncia de um individuo
sobre o outro, seja prejudicando ou favorecendo o segundo, e sugere que o efeito €
realizado por biomoléculas (aleloquimicos) produzidas por uma planta e lancadas no
ambiente, seja na fase aquosa do solo ou substrato, seja por substancias gasosas
volatilizadas no ar que cerca as plantas terrestres (RIZVI et al., 1992). Em 1984, Rice definiu
a alelopatia como: “qualquer efeito direto ou indireto danoso ou benéfico que uma planta
(incluindo microrganismos) exerce sobre outra pela produgdo de compostos quimicos
liberados no ambiente”.

Estudos alelopaticos se diferenciam de estudos de fitotoxicidade nos procedimentos
empregados na extracdo de compostos ativos. Um estudo de alelopatia € conduzido com
substancias quimicas extraidas de tecido vegetal usando métodos naturais, como
lixiviacdo, exsudacdao e liberacéo através da deterioracdo da matéria vegetal, ou mesmo a
vaporizacao; ou com aleloquimicos extraidos em condi¢cfes de laboratério que replicam um
processo natural, como extracdo aquosa de tecido vegetal que foi esmagado ou
decomposto, simulando até certo ponto a acado da chuva e orvalho em partes das plantas
na natureza. Em contrapartida, um estudo de fitotoxicidade é aquele que é realizado com
substancias extraidas do tecido vegetal através de qualquer procedimento quimico ou
fisico-quimico ndo natural, por exemplo, através do uso de solventes organicos, como
hexano, diclorometano e metanol, ou utilizando tecnologias para extrair compostos
bioativos de plantas, como métodos de extracdo ultrassénica, Soxhlet e de alta pressao,
com o objetivo de maximizar a solubilidade de substancias quimica (REIGOSA et al., 2013).

A atividade dos aleloquimicos tem sido usada como alternativa ao uso de defensivos
agricolas diversos (WALLER, 1999). Como grande parte da producéo agricola desenvolve-
se utilizando herbicidas que trazem grandes prejuizos ao meio ambiente e ao homem,
entende-se que o desenvolvimento de novas tecnologias para o controle de ervas daninhas
baseadas em compostos naturais de origem vegetal passa a apresentar uma importancia
significativa (GAALICHE et al., 2017).

Para os estudos com alelopatia, os bioensaios costumam utilizar sementes de
organismos-teste como alface (Lactuca sativa), por serem altamente sensiveis as diferentes
concentracdes de aleloquimicos, mesmo que estas sejam baixas, por terem germinacao
rapida, em aproximadamente 24h, possibilitando obtencao de respostas em curto periodo
experimental, além de crescimento linear e ampla tolerancia as variacdes de pH
(MAIRESSE et al., 2007, STEIN et al., 2008).

Para que seja indicada como planta teste, a espécie deve apresentar germinagao
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rapida e uniforme, e um grau de sensibilidade que permita expressar os resultados sob
baixas concentragdes das substancias alelopaticas (GABOR e VEATCH, 1981; Ferreira &
Aquila, 2000), sendo a alface e o capim colonido duas espécies abrangentes quanto ao uso
em pesquisas como plantas teste.

E fato que a resisténcia ou tolerancia aos metabdlitos secundarios é uma
caracteristica espécie-especifica, estando a alface (Lactuca sativa L.) entre as mais
sensiveis e, por isso, boa indicadora de atividade alelopatica. Ja o capim colonido (Panicum
maximum) é considerada uma daninha invasora agressiva que, além de causar danos as
reservas naturais, prejudica culturas como a da cana de agucar (KISSMANN, 1997), o que
torna necessario estudos de combate as gramineas africanas, como o capim colonido, no
Pais utilizando diferentes técnicas de controle tais como a aplicacdo de herbicidas e o
controle biolégico (PIVELLO, 2008).

Pesquisas aplicadas a alelopatia tém sido motivadas pelo desejo crescente de
substituir os insumos quimicos sintéticos nos agroecossistemas por materiais produzidos
naturalmente, visto que os resultados destas pesquisas podem ser utilizados para melhorar
a sustentabilidade de sistemas de producdo e a conservagao da vegetagédo natural, pois
representam uma alternativa biolégica com acao especifica e menos prejudicial ao meio
ambiente (TUR et al., 2010). Varios estudos tém relatado espécies vegetais com potencial
alelopatico que podem servir de instrumento em manejos ecoldgicos, sendo uma alternativa
ao uso intensivo de herbicidas sintéticos (KREMER et al., 2016; ROCHA et al., 2016).

5.4 Aleloquimicos

Os compostos quimicos liberados pelas plantas ou microrganismos no ambiente e
gue causam efeitos benéficos ou deletérios sobre outras plantas ou microrganismos séo
denominados de substancias alelopaticas, agentes aleloquimicos ou simplesmente
aleloquimicos, ou produtos secundarios (CARVALHO, 1993). Quando o composto liberado
causa somente efeitos prejudiciais, recebe também o nome de fitotoxina. Esses compostos
podem ser produzidos em qualquer parte das plantas e a sua concentracao varia de espécie
para espécie e, numa mesma espécie, de acordo com a parte da planta e o seu estagio de
desenvolvimento. (RODRIGUES et al., 1993).

Entre os agentes alelopéticos, existem mais de 300 compostos secundarios vegetais
e microbioldgicos pertencentes a muitas classes de produtos quimicos (RICE, 1984) e esse
ndamero continua aumentando com a realizacdo de novas pesquisas. Todas as plantas
produzem metabolitos secundérios e a variacdo na sua quantidade e qualidade varia de

acordo com a espécie e com o local de cultivo, pois muitos deles tém sua sintese
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desencadeada por eventuais inconstancias a que as plantas estdo expostas (FERREIRA e
AQUILA, 2000).
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Figura 4: Principais fatores que influenciam a producdo e acimulo dos metabdlitos secundarios (Fonte:
Adaptado de Gobbo-Neto e Lopes, 2007).

De acordo com a estrutura quimica que apresentam, os metabdlitos secundarios que
funcionardo como aleloquimicos podem ser classificados em diferentes categorias
guimicas, sendo os Terpenos (6leos essenciais, triterpenos, saponinas e glicosideos), os
compostos fendlicos (ligninas, flavonoides e taninos) e os alcaloides (compostos
nitrogenados) os trés grupos principais, cuja base para sua sintese sdo o acido chiquimico
e 0 acetato, sendo provenientes da glicdlise, ciclo de Krebs e ciclo das pentoses-fosfato,
que sdo rotas biossintéticas do metabolismo vegetal (SIMOES et al., 2017). Como
observado na figura 3, estas vias sempre terdo ligacdo com o metabolismo primério.

Segundo Rice, (1984) a diversidade de compostos organicos identificados como
aleloquimicos €é grande, sendo eles produzidos por plantas e micro-organismos diversos,
sendo os principais exemplos: acidos organicos sollveis em agua, alcoois de cadeia reta,
aldeidos alifaticos e cetonas; acidos citrico, mélico, acético e butirico; metanol, etanol e
acetaldeido; Lactonas insaturadas simples (patulina e acido parasorbico); Acidos graxos de

cadeia longa e poliacetilenos (oléico, estearico, miristico e agropireno); Naftoquinonas,
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antraquinonas e quinonas complexas (julglona, tetraciclina e aureomicina); Fenadis simples,
acido benzoico e derivados (acido galico, vanilico e hidroquinona); Acido cinamico e
derivados (&cido clorogénico e ferulico); Cumarinas (escopoletina e umbeliforona);
Flavonadides (quercitina, florizina e catequina); Taninos condensados e hidrolisaveis (acidos
elagico e digalico); Terpendides e esterodides (cineole, canfora e limoneno); Aminoacidos e
polipeptideos (marasmina e victorina); Alcaldides e cianoidrinas (estriquinina, atropina,
codeina, cocaina e amidalina); Sulfetos e glicosideos (sirigrina e alilisotiocianato); Purinas
e nucleosideos (cordicepina, teofilina e paraxantina).

As substancias alelopaticas liberadas por uma planta poderéo afetar o crescimento,
prejudicar o desenvolvimento normal e até mesmo inibir a germinacdo das sementes de
outras espécies vegetais (SILVA, 1978). Para que os efeitos alelopaticos sejam aceitos, ha
a necessidade de que um inibidor quimico de atividade efetiva seja produzido em uma
concentracdo que exerca efetividade no solo, além de se comprovar que a inibicdo exercida
nao seja promovida por atividade competitiva da planta por alguns fatores abioticos (ex.:
luz, &gua e nutrientes) ou bidticos (ex.: atividade animal) (WHITTAKER e FEENY, 1971).

5.5 Atividade Antioxidante

A ocorréncia continua de atividade metabolicas nas células leva, naturalmente, a
geracao radicais livres, que atuam como mediadores de transferéncia de elétrons nas mais
variadas reacoes do metabolismo, e sua produgao, em propor¢cdes adequadas, possibilita
a realizacdo de atividades biolégicas fundamentais para o metabolismo celular, porém, a
producao excessiva pode conduzir a danos oxidativos (SHAMI e MOREIRA, 2004).

Dentre os metabdlitos especializados dos vegetais destaca-se a classe dos
compostos fendlicos (PICHERSKY & LEWINSOHN, 2011), em especial os flavonoides,
ainda pouco reconhecido com potencial alelopaticos uma vez que seus mecanismos de
acao sao pouco evidenciados (EINHELLIG, 2004), porém, portadores de atividade
antioxidante comprovada, isso pois possuem propriedades de éxido-redugao, incluindo o
sequestro e neutralizagdo dos radicais livres, assim como, atividade quelante de oxigénio
tripleto e singleto, ou decompositora de peroxidos (CAO et al., 1997; DORNAS et al., 2007;
HAMINIUK et al., 2012; DEGASPARI & WASZCZYNSKYJ, 2004). Outros compostos como
vitaminas (C, E, A), carotenoides e alguns polifendis, também sao importantes antioxidantes
(OLIVEIRA et al., 2009).

Quando plantas se encontram em condi¢des adversas para o desenvolvimento, pode
ocorrer producdo excessiva de moléculas que contém oxigénio reativo, conhecidas como

espécies reativas de oxigénio (EROS), que tendem a se acumular promovendo o estresse
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oxidativo gerador do dano oxidativo, tendo como consequéncia a ocorréncia de lesdes de
estruturas celular, gerando disfungfes metabdlicas (DEMIDCHIK, 2015).

Reconhecidas como moléculas que danificam estruturas celulares e
macromoléculas, podendo levar a morte celular (GILL e TUTEJA, 2010; MURSHED,
LOPEZ-LAURI e SALLANON, 2013), as EROS sédo compostos conhecidos por
apresentarem um ou mais atomos de oxigénio reativo, entre os quais podem ser citados o
peroxido de hidrogénio (H202), radicais hidroxila (OH® ), o &nion superdxido (02" ) e o
oxigénio singlete (*O2) (AHMAD et al., 2010). Podem ser formadas, quando a planta esta
sob condicbes de estresse, em diferentes compartimentos celulares como o0s
peroxissomos, mitocéndrias e cloroplastos, sendo estes dois Ultimos os responsaveis pela
maior producao destes compostos, principalmente devido a fuga de elétrons que ocorre na
cadeia transportadora de elétrons (ASADA, 2006; MURPHY, 2009). Porém, é importante
atentar que as EROs exercem importante papel como moléculas sinalizadoras e
reguladoras de genes em plantas submetidas a estresses abioticos (DRIEDONKS et al.,
2015; MOLASSIOTIS e FOTOPOULOS, 2011).

Em resposta a producdo continua de EROs e com o objetivo de manter os niveis
intracelulares desses agentes de modo prevenir a ocorréncia de eventuais danos
decorrentes da presenca de tais radicais, houve a evolu¢cdo de mecanismos de protecao
antioxidante (Shami e Moreira, 2004; Bianchi e Antunes, 1999), com a funcéo de inibir e/ou
reduzir os danos causados pela acao deletéria dos radicais livres ou das espécies reativas
nao-radicais, o que pode ocorrer por impedimento da acdo desses, por meio do
impedimento da formacéo dos radicais livres ou espécies nao-radicais ou favorecendo o
reparo e a reconstituicdo das estruturas biologicas lesadas (KOURY e DONANGELO, 2003;
CLARKSON e THOMPSON, 2000).

Os agentes antioxidantes podem ser definidos como compostos bioativos que
eliminam efetivamente radicais livres, retardam ou previnem significativamente o inicio ou
a propagacéao da cadeia de reacdes de oxidacao, inibindo reacfes de lipoperoxidacao, de
oxidacao de outras moléculas, como proteinas, DNA, além de manter a estrutura e funcdes
celulares evitando ainda outros danos oxidativos, mesmo estando em pequenas
concentracbes quando comparado ao substrato oxidavel (ZOU et al., 2016; HALLIWELL,
1995).

Os antioxidantes sao compostos que atuam como protetores celulares da acao
danosa dos radicais livres, que podem ser produzidos de forma natural nos sistemas
biolégicos, como produto do metabolismo no organismo, ou ainda por fatores externos

fisicos ou quimicos, por exemplo a radiagdo, o contato com substancias téxicas, entre
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outros (BIANCHI e ANTUNES, 1999) e se a producdo de radicais livres supera a
capacidade antioxidante em um sistema vivo, danos estruturais e/ou funcionais nas células,
enzimas e material genético podem ser estabelecidos, pois as espécies reativas de oxigénio
e de nitrogénio podem reagir com lipidios, proteinas e com o DNA (BARREIROS, et al.,
2006).

De acordo com o mecanismo de agao que apresentam, os sistemas de defesa
antioxidante podem ser ndo enzimatico ou enzimatico, possuindo, trés critérios de
classificacdo: o mecanismo de agao, diferenciando os antioxidantes em preventivos, de
intercepgao e de reparo; a localizagdo organica do antioxidante, diferenciando-os em
intracelulares e extracelulares; e sua procedéncia, podendo ser endégenos ou exdgenos.
(BASTOS et al., 2014).

O sistema de defesa enzimatico envolve algumas enzimas, como a Superoxido
Dismutase (SOD), a Catalase (CAT) e a Peroxidase (POX), que atuam criando mecanismos
de prevencéao que impedem ou controlam a formacgéao dos radicais livre de espécies reativas
nao-radicais que estejam relacionados com as reacbes que levam a iniciacdo e
amplificacdo do processo que gera o dano oxidativo (SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004,
FERREIRA e MATSUBARA, 1998). O sistema n&o enzimatico langca mao da utilizacédo de
compostos do metabolismo primario e secundario portadores de estrutura compativel com
atividade antioxidante, dentre os quais pode-se citar o acido ascorbico, os tocoferdéis, os
carotendides e os compostos fendlicos, que em conjunto ao sistema enzimatico promovem
a protecao antioxidante em situacdes de estresse (DEMIDCHIK, 2015; GILL e TUTEJA,
2010).

Sao diversas as pesquisas que identificaram e comprovaram a existéncia de
antioxidantes naturais de origem vegetal, com compostos bioativos provenientes do
metabolismo secundario das plantas (ROCHA, SARTORI, NAVARRO, 2016; SILVA,
SANTOS, CAVALCANTE, 2016) que possam atuar sozinhas ou sinergicamente com outros
aditivos; que funcionem como alternativa para prevenir a deterioracdo oxidativa em
substituicdo aos convencionais sintéticos (MELLO E GUERRA, 2002).

Dentre os compostos antioxidantes mais ativos nos vegetais e encontrados com
maior frequéncia, estdao os compostos fendlicos (BIANCHI e ANTUNES, 1999), que podem
ser classificados em dois grupos, flavondides e nao flavonoides (KARAKAYA, 2004).

Os compostos fendlicos sao caracterizados como antioxidantes naturais e tém
recebido muita atencédo devido ao seu papel na neutralizagdo ou eliminagdo de radicais
livres (SPENCER et al. 2008), uma vez que sua estrutura permite a doagao de um préton

a um radical livre, interrompendo o mecanismo de oxidagao. Por esse motivo, os derivados
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fendlicos sao transformados em radicais livres, no entanto, esses radicais podem ser
estabilizados sem promover ou propagar reagbes (RAMALHO e JORGE 2006). Os
flavonoides e os acidos fendlicos séo classificados como antioxidantes mistos (RAMALHO
e JORGE 2006) porque sao capazes de doar protons aos radicais livres e ainda sao
capazes de impedir a formagao de espécies reativas de oxigénio (ERO), seja pela inibigao
de enzimas envolvidas no processo ou quelando vestigios de metal envolvidos em sua
producdo (PIETTA 2000). Os antioxidantes sdo capazes de estabilizar ou desativar os
radicais livres antes que ataquem os alvos biolégicos nas células, sendo assim, quando ha
limitacao na disponibilidade de antioxidantes podem ocorrer lesées oxidativas de carater
cumulativo (ANHOLET] et al., 2015).

Existem diversos métodos para avaliar a atividade antioxidante in vitro de
substancias biologicamente ativas, envolvendo desde ensaios quimicos com substratos
lipidicos a ensaios mais complexos utilizando as mais diversas técnicas instrumentais
(SANCHES, 2002). Estes testes tém se tornado ferramentas usuais e extremamente
necessarias na selecdo inicial de substancias antioxidantes em folhas, frutas, legumes e
bebidas, ente outros materiais bioldégicos de origem vegetal (ALVES et al., 2010).

Devido aos diferentes tipos de radicais livres e as suas diferentes formas de atuacéo
nos organismos vivos, dificilmente existira um método simples e universal pelo qual a
atividade antioxidante possa ser medida precisa e quantitativamente. Assim, a busca por
testes mais rapidos e eficientes tem gerado muitos métodos para avaliar a atividade de
antioxidantes naturais pelo uso de uma grande variedade de sistemas geradores de radicais
livres (ALVES et al., 2010).

Uma grande gama de testes que visam avaliar a atividade antioxidante in vitro foram
desenvolvidos e tém se tornado ferramentas essenciais para que pesquisadores possam
avaliar substancias biologicamente ativas isoladas de produtos naturais ou até mesmo
sintéticas. Os métodos de analise de antioxidantes também se tornam uteis em pesquisas
que permitam selecionar espécies vegetais promissoras para analise quimica e
farmacoldgica, bem como identificar compostos antioxidantes em alimentos e bebidas
(ALVES et al., 2010).

O teste de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) € um dos métodos indiretos para se
determinar a atividade antioxidante mais antigo sendo sugerido originalmente em 1950 para
se descobrir os doadores de hidrogénio em matérias naturais. Mais tarde foi quantificado
para determinar o potencial antioxidante de compostos fendlicos isolados e alimentos tdo
bem como amostras biologicamente relevantes (ROGINSKY; LISSI, 2005). Uma

caracteristica desse método € que ele ndo envolve condi¢cdes drasticas de temperatura e
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oxigenacdao (SILVA et al, 1999). O DPPH pode reagir com compostos fendlicos, bem como
com acidos aromaticos contendo apenas um grupamento (SANTOS et al, 2007).

O método de DPPH. é muito utilizado para se determinar a atividade antioxidante em
extratos e substancias isoladas como: compostos fendlicos (SOUSA et al, 2007),
fenilpropanodides, fendlicos totais, flavonois (LEJA et al, 2007), cumarinas (VOGEL et al,
2005), quitosana com diferentes pesos moleculares (Kim; Thomas, 2006), antocianinas,
antocianidinas (LEJA et al, 2007; DE LIMA et al, 2007), carotendides (AJILA et al, 2007),
rutina, kaempferol (SILVA et al, 2005).

Esse método consiste em avaliar a capacidade antioxidante via atividade
sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila — DPPH. O radical DPPH. possui
coloracéo purpura absorvendo a um comprimento de onda méaximo de aproximadamente
516 nm. Por acdo de um antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar (R.), o DPPH. é
reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela, com consequente
desaparecimento da absorcdo, podendo a mesma ser monitorada pelo decréscimo da
absorbéancia. A partir dos resultados obtidos determina-se a porcentagem de atividade
antioxidante ou sequestradora de radicais livres e/ou porcentagem de DPPH remanescente
no meio reacional. O DPPH apresenta-se como um método simples podendo também ser
usado para avaliar a atividade antioxidante de formas sintéticas (ex: nimesulida, dapsona e
acido acetilsalicilico), algas, quitosanas, etc., mas por ser um meétodo colorimétrico nao é
muito aplicado para substéncias coloridas devido a interferéncias por pigmentos
(CHANDRASEKAR et al, 2006; KIM; THOMAS, 2006; RAYMUNDO et al, 2004).

Um dos métodos mais utilizados para medir a atividade antioxidante € através da
captura do radical 2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-6- acido sulfénico) (ABTS*+), que
pode ser gerado através de uma reacao quimica, eletroquimica ou enziméatica. Com essa
metodologia, pode-se medir a atividade de compostos de natureza hidrofilica e lipofilica
(KUSKOSKI et al, 2005). A ideia do método é monitorar o decaimento do cétion-radical
ABTS*+, produzido pela oxidacdo do ABTS (2,2’azinobis(3-ethylbenzothiaziline-6-
sulfonate), gerado pela adicdo de uma amostra contendo antioxidantes. Na auséncia de
fendis, ABTS*+ é estavel, mas reage energeticamente com um doador de &tomo de
hidrogénio, como fendis, sendo convertido em uma forma néo colorimétrica do ABTS. Os
autores determinam a quantidade de ABTS*+ consumida devido a reacao deste com a
amostra contendo fendis, sendo expressa em Trolox equivalente. A vantagem do método
esta na sua relativa simplicidade o que permite sua aplicacdo em rotinas de laborat6rio
(STRATIL, et al., 2006; SURVESWARAN, et al., 2007; PICCINELLI, et al., 2004).
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O ensaio FRAP (ferric reducing antioxidant power) (BENZIE, et. al, 1996) esta
baseado na capacidade dos fendis em reduzir o Fe®* em Fe?*. Quando isto ocorre, na
presenca de 2,4,6-tripiridils-triazina (TPTZ), a reducdo € acompanhada pela formacédo de
um complexo corado com o Fe2+. O ensaio é expresso em acido ascoérbico equivalente.
Apesar de ser um método relativamente simples, também é muito utilizado (STRATIL, et
al., 2006; SURVESWARAN, et al., 2007; AABY, et. al, 2004).

O método baseado na reducdo do complexo de fosfomolibdénio, por Prieto e
colaboradores (1999), fundamenta-se na reducdo do molibdénio (VI) a molibdénio (V) na
presenca de substancias antioxidantes e resulta na formacdo do complexo de
fosfomolibdénio (verde/azul) (BALESTRIN, 2006; BORA et al., 2005).

Devido aos diversos tipos de radicais e aos diferentes alvos de oxidagao, dificilmente
havera um Unico método capaz de representar de forma segura e precisa a real atividade
antioxidante de um composto. Para uma avaliacao correta desta atividade em alimentos e
sistemas bioldgicos, modelos individuais devem ser desenvolvidos desde que representem
as mesmas condi¢Bes quimicas, fisicas e ambientais esperadas para o sistema em analise
(ALVES et al., 2010).

Como os tipos de radicais livres sao diferentes nos organismos vivos e o modo de
acao é diferente, é improvavel que exista um método simples e versatil para medir com
precisao e quantitativamente a atividade antioxidante. Portanto, a busca por testes mais
rapidos e eficientes levou a uma variedade de métodos para avaliar a atividade de
antioxidantes naturais usando uma variedade de sistemas geradores de radicais livres
(ALVES et al., 2010).

5.6 Atividade Fotoprotetora

A luz solar € composta por espectro continuo de radiacdo eletromagnética, que, de
acordo com o intervalo de comprimento de onda (A ) que se apresenta, pode ser radiagcao
ultravioleta (UV), com comprimento de onda variando entre 100 e 400nm e representado
cerca de 5% da radiacao, luz visivel, com comprimento de onda entre 400 e 780nm e
representando cerca de 39% da radiacao, e infravermelho, com comprimento de onda maior
gue 780nm e representando cerca de 56% da radiacdo. Além disso, a radiacdo UV é
subdividida, tradicionalmente em UVC (100-290 nm), UVB (290-320 nm) e UVA (320-400
nm). Por sua vez, a radiacdo UVA é classificada em UVA1 (340-400 nm) e UVA2 (320-340
nm). (GONZALEZ et al., 2008; PALM e O'DONOGHUE, 2007; SVOBODOVA et al., 2006).

Os raios UVA apresentam espectro de agcao mais longos, sendo pouco absorvidos

pelo Oz (ozbnio) estratosférico podendo causar queimaduras em exposicdo solar em
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excesso (KHURY, 2010). A radiacdo UVB é absorvida de forma eficiente pelo 0z6nio
estratosférico, apresenta uma importancia bioldgica na sintese de vitamina D no organismo,
entretanto, devido a sua elevada energia causam danos agudos e crénicos a pele, tais
como manchas, queimaduras, descamacao e cancer de pele (ARAUJO, 2008). Os raios
UVC sao os mais energéticos e consequentemente 0s mais lesivos aos seres vivos, porém
sdao retidos, devido a absorcao pelo oxigénio e pelo ozénio, na estratosfera, ndo chegando
a superficie terrestre (MELO, 2015).

A radiagao ultravioleta pode causar danos na vegetacéao, direta ou indiretamente, por
meio da formacao de radicais livres, pode provocar danos ao DNA e aos fotossistemas,
prejudicando assim a fotossintese (LI et al. 2013). Em alguns estudos obtiveram-se indicios
que o UVB pode aumentar os niveis de clorofila, mas também se observaram que afeta
negativamente a fotossintese nas espécies em todo o reino vegetal, (ZISKA et al., 1996;
MARK e TEVINI 1997; HAO et al, 2000).

Espectro visivel ao Homem

400nm  |450nm  [500nm  |550 nm 600nm  |650nm  |700 nm 750 nm
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I Infravermelho Radar UHF Ondas médias FreqUéncia
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Figura 5: Representacdo do espectro eletromagnético, com destaque para a regido do espectro visivel
(figura obtida do site http://www.sbfisica.org.br/, acesso em 07/08/2020).

Apesar da radiagcao solar ser um pré-requisito para vida, a luz solar pode causar
efeitos extremamente nocivos a saude humana. Mesmo ndo possuindo a capacidade de
penetrar profundamente no organismo a exposi¢ao inadequada e sem prote¢cédo aos raios
solares atinge a pele, olhos e mucosas, contribuindo para o aumento do risco de cancer de
pele, foto envelhecimento e doencas oftalmologicas, além de afetar o sistema imune
(POMPEU et al., 2013), pode causar inflamagdes, queimaduras, até mutagcdes génicas e
disfungdes celulares (FLOR et al., 2007).

Entre os mecanismos naturais para evitar ou neutralizar os efeitos nocivos da
radiacdo ultravioleta podemos citar a producao de tricomas, folhas mais espessas, aumento
do teor de alguns compostos, principalmente fendis que absorvem a radiacdo UV,

impedindo a penetracdo de radiacdo UV. Também pode ocorrer maior producdo de
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flavondides para protecdo das plantas contra esta radiacéo, isso foi relatado para muitas
espécies (DEMKURA et al., 2010, 2012).

Devido aos problemas causados pela radiagao solar, tem havido um interesse
crescente no desenvolvimento de fotoprotetores baseados em produtos naturais. O uso de
materiais vegetais com atividade fotoprotetora ou fator protetor solar aprimorado € um
objetivo interessante da pesquisa e, uma vez demonstrada a atividade de absorgao, a
eficacia do produto pode ser melhorada. (NASCIMENTO et al., 2009). Nesse caso, acredita-
se que os niveis de flavonoides e outros metabdlitos fendlicos sejam importantes para as
plantas resistirem aos raios UV (SOUZA et al., 2005).

E reconhecido que o teor de flavonoides produzidos por uma planta é considerado
fator importante de protecdo para as plantas contra a radiacdo ultravioleta ja& que atuam
dissipando a energia UV absorvida de uma maneira inofensiva (Markhan et al., 1998),
sendo que o espectro de absorcéo ultravioleta de um flavondide mostra, em geral, um pico
maximo de absorcao entre 240-280 nm e outro a 300-550 nm, o0 que mostra a possibilidade
de uso de extratos ricos em flavonéides como filtros solares em preparac¢des fotoprotetoras
(Bobin et al., 1995). A presenca de taninos também identifica um potencial na absor¢éo da
radiacdo UV (SANTANA et al., 2001).

Os alcaldides sdo compostos nitrogenados farmacologicamente ativos e uma
possivel funcéo dessas substancias seria a protecédo contra a radiacdo ultravioleta, devido
ao fato de, em sua maior parte, serem compostos com nudcleos aromaticos altamente
absorventes dessa radiacdo (HENRIQUES et al., 2000).

Diversos trabalhos demonstraram que as plantas que absorvem na regiao
ultravioleta apresentam em sua composicdo complexa, diferentes moléculas, destacando-
se metabdlitos especiais como os flavonodides, taninos, antraquinonas, alcaléides e os
polifendis (BOBIN et al., 1994; HENRIQUES et al., 2000; FALKENBERG et al., 2000;
ZUANAZI, 2000; GOOSSENS & LEPOITTEVIN, 2003; SOUZA et al., 2005; DI MAMBRO e
FONSECA 2006).

Diversas moléculas na pele podem absorver a radiacdo UV e sofrer alteracbes
guimicas devido a essa absor¢cdo, sendo DNA uma das principais moléculas que absorve
a radiacdo UV, podendo sofrer mutacbes que, posteriormente, podem resultar em
transformacdes malignas da célula (MAVERAKIS et al., 2010), e a fotoprotecdo se mostra
como um elemento profilatico e terapéutico frente aos efeitos danosos da radiacdo UV
(GONZALES et al., 2008).

Alinha de defesa contra estes efeitos nocivos envolve a utilizagdo dos fotoprotetores,

gue podem ser compostos de varios filtros UV, incluindo filtros inorganicos (bloqueadores
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fisicos) e organicos (absorvedores quimicos), com eficacia prevista por meio de
metodologias in vitro e in vivo que predizem o valor de fator de protecdo solar (FPS),
relacionado basicamente a radiacédo UV-B (MAIER E KORTING, 2005; SHEU et al., 2003).

De acordo com sua estrutura quimica os filtros quimicos sintéticos, apresentam a
absorcdo maxima em regides diferentes. Sendo assim os que absorvem no comprimento
de ondas compreendido entre 290 a 320nm séo considerados filtros solares UVB e 0s que
tendem em absorver entre 320 a 400nm, sdo denominados filtros solares UVA (AIKENS,
2006). Esta mesma relacdo é feita para os filtros solares vegetais (GOOSSENS &
LEPOITTEVIN, 2003). Portanto, as plantas que absorvem na regidao UV, apresentam em
sua composicdo, moléculas ativas semelhantes aos filtros quimicos sintéticos (RANCAN et
al. 2002).

Uma alternativa para combater os danos causados pela radiacdo UV é a busca por
moléculas com potencial antioxidante e fotoprotetor (OLIVEIRA-JUNIOR E ALMEIDA,
2013), sendo assim, as plantas surgem como grandes candidatos para obtencdo de
produtos que possam exercer as requisitadas atividades, até mesmo pelo fato de serem
portadoras de grande diversidade de compostos fendlicos, especialmente flavondides, que
sdo comumente utilizados para incorporacao de férmulas cosméticas (OLIVEIRA-JUNIOR
et al., 2013), que utilizam fotoprotetores como principal abordagem contra os efeitos
danosos da radiacdo UV, exatamente devido a presenca de moléculas ou complexos
moleculares que podem absorver, refletir ou dispersar a radiagdo UV (PALM e
O’DONOGHUE, 2007).
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CAPITULO 1
EFEITO ALELOPATICO DE EXTRATOS FOLIARES DE Clusia fluminensis Planck &

Triana SOBRE A GERMINAGAO E CRESCIMENTO INICIAL DA Lactuca sativa L. e
Panicum maximum Jacq.

Autores: Flavio Mauricio Perini ('); « Viviana Borges Corte? « Hildegardo Seibert Franga?!
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RESUMO

Produzir de forma sustentavel requer que plantas daninhas sejam controladas,
e para isso o0 uso de produtos naturais, em substituicdo aos defensivos agricolas
guimicos, chamam cada vez mais a atencdo dos pesquisadores, que buscam
nos metabdlitos secundarios dos vegetais potenciais alelopaticos como
alternativa para substituir os defensivos quimicos convencionais. O objetivo
dessa pesquisa foi avaliar o potencial alelopatico dos extratos etandlico, hexano,
diclorometano, acetato de etila, butanol e aquoso, de folhas de Clusia fluminensis
Planch. & Triana, sobre a germinacgao e crescimento inicial de Lactuca sativa e
Panicum maximum. Foram realizadas prospeccéo fitoquimica por cromatografia
em camada delgada, testes biolégicos de germinagcdo e emergéncia,
comprimentos de radicula e parte aérea, massa fresca, atividade enzimética das
enzimas catalase (CAT), peroxidase (POX) e superoxido dismutase (SOD) e teor
de pigmentos (clorofila a, clorofila b e carotenoides). A fracdo acetato de etila
apresentou melhor resultado com menor influéncia sobre a alface e maior
influéncia sobre o capim, quando comparados os resultados dos testes de
germinacdo e emergéncia dos seis extratos testados em comparacdo ao
controle. Em tratamentos feito com o extrato acetato de etila, houve aumento
significativo da atividade das trés enzimas em sementes de alface, diminuicédo
na atividade das enzimas CAT e SOD em sementes de capim colonido. Houve
elevacao nos teores de clorofila a, b, carotenoides, clorofilas totais e na relagéo
clorofila total/carotenoides, além de ndo haver alteracdo na relacao clorofila a/b
em plantulas de capim colonido. Os resultados sugerem que o extrato acetato
de etila obtido de folhas de C. fluminensis apresenta potencial alelopético
promissor, com possibilidade de exploracdo como alternativa para uso no
controle bioldgico em substituicdo aos agroquimicos convencionais.

Palavras-chave: alelopatia * Clusia fluminensis « metabdlitos secundarios -«
fitoquimica -« fitotoxidade °
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ABSTRACT

ALELOPATIC EFFECT OF EXTRACTS OBTAINED FROM LEAVES OF Clusia
fluminensis ON THE GERMINATION AND INITIAL GROWTH OF Lactuca sativa
L. and Panicum maximum Jacq.

ABSTRACT: Producing in a sustainable way requires that weeds are controlled,
and for this the use of natural products, in substitution to chemical pesticides,
increasingly calls the attention of researchers, who look for the secondary
metabolites of potential allelopathic vegetables as an alternative to replace the
conventional chemical pesticides. The objective of this research was to evaluate
the allelopathic potential of ethanolic, hexane, dichloromethane, ethyl acetate,
butanol and aqueous extracts, from leaves of Clusia fluminensis Planch. &
Triana, on the germination and initial growth of Lactuca sativa and Panicum
maximum. Phytochemical prospecting was carried out by thin layer
chromatography, biological germination and emergence tests, radicle and shoot
lengths, fresh mass, enzyme activity of catalase (CAT), peroxidase (POX) and
superoxide dismutase (SOD) and pigment content (chlorophyll a, chlorophyll b
and carotenoids). The ethyl acetate fraction showed a better result with less
influence on lettuce and greater influence on grass, when comparing the results
of the germination and emergence tests of the six extracts tested in comparison
to the control. In treatments made with ethyl acetate extract, there was a
significant increase in the activity of the three enzymes in lettuce seeds, a
decrease in the activity of CAT and SOD enzymes in seeds of colonido grass.
There was an increase in the levels of chlorophyll a, b, carotenoids, total
chlorophylls and in the total chlorophyll / carotenoid ratio, in addition to no change
in the chlorophyll a/ b ratio in seedlings of colonization grass. The results suggest
that the ethyl acetate extract obtained from leaves of C. fluminensis has a
promising allelopathic potential, with the possibility of exploration as an
alternative for use in biological control instead of conventional agrochemicals.

Keywords: allelopathy e« Clusia fluminensis < secondary metabolites -
phytochemistry, phytotoxicity.
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1. INTRODUCAO

Produzir de forma economicamente sustentavel requer que as plantas daninhas
sejam controladas efetivamente. Estima-se que estas plantas causem grandes prejuizos,
em escala global, comprometendo a producdo de culturas diversas prejudicando seu
estabelecimento e desenvolvimento, atuando como competidoras agressivas, hospedeiras
de pragas e patégenos e como produtoras de compostos secundarios prejudiciais as
plantas (Christoffoleti, 2015).

No que diz respeito a aplicacéo pratica e comercial do uso de extratos vegetais, um
dos principais objetivos dos estudos sobre atividades alelopaticas é a descoberta de
herbicidas naturais que possam servir como alternativa ao uso dos herbicidas sintéticos
convencionais atualmente utilizados na agricultura. O uso de herbicidas de forma racional
e consciente que controlam as plantas daninhas e n&o afetam significativamente o
desenvolvimento das culturas € a pratica mais usual e viavel no controle de infestacdes
(Christoffoleti, 2015). O grande interesse em fitoquimicos para o controle de plantas
daninhas, usando produtos naturais modificados e/ou derivados sintéticos com atividade
herbicida, é dado na medida em que se espera que eles ndo causem contaminacao do solo
e plantas além de baixa toxicidade as diferentes formas de vida, diferentes dos herbicidas
tradicionalmente usados (Caser et al., 2020).

Visando identificar espécies produtoras de metabdlitos secundarios com papel
alelopético, a familia Clusiaceae, também conhecida como Gulttiferae (Kerrigan et al, 2011)
apresenta potencial promissor. Nesta familia destaca-se o género Clusia de grande
interesse paisagistico, no manejo ambiental e reflorestamento de areas de restinga (Correia
et al.,, 1993), com alguns representantes do género de grande importancia na medicina
popular contra hipertensdo (Garcia-Gonzéales & Matamoros, 1998), como para o tratamento
do céancer, processos inflamatérios, infec¢cdes, como purgativos e controle da obesidade
(Hemshekhar te al, 2011). Porém, as pesquisas que envolvam a atividade alelopatica se
mostram carentes, com poucas descricdes de efeito alelopatico de extratos obtidos de
plantas do género Clusia e, principalmente, da espécie Clusia fluminensis. A presenca
comprovada de metabdlitos secundarios em espécies do género Clusia servem como
incentivo para que pesquisas com a finalidade ecofisiol6gica sejam implementadas.

O presente trabalho visa verificar o potencial alelopaticos e fitotoxico do extrato
etandlico e suas fracdes, obtidos de folhas de Clusia fluminensis sobre a germinacéo de
sementes e desenvolvimento de plantulas de alface (Lactuca sativa L.) e capim colonido

(Panicum maximum Jacq.), identificando possiveis extratos que possam ser utilizados como
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herbicidas naturais, em substituicdo aos quimicos usuais. Desta forma, foi testado o
potencial alelopético do extrato etandlico e fracdes identificando o extrato considerado mais
promissor como alternativa para substituicdo de defensivos agricolas tradicionais, bem
como uma identificacdo fitoquimica inicial, associando os compostos identificados aos
efeitos obtidos e as respostas enzimaticas (enzimas CAT, POX, SOD) e de pigmentos
(clorofila e carotendides). Os critérios utilizados para a sele¢do do extrato mais promissor
foram os resultados obtidos a partir de experimentos de germinacgéo e para o crescimento

inicial.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1.Preparacéo do extrato vegetal

Folhas maduras e completamente expandidas, escolhidas aleatoriamente de plantas
de Clusia fluminensis Planck & Triana presentes nos jardins do Instituto Federal do Espirito
Santo (IFES) campus Cariacica, foram coletadas de plantas adultas e acondicionadas em
sacos de papel, sendo conduzidas para o Laboratério de Sementes e Ecofisiologia de
Espécies Florestais (LASEF) do Departamento de Ciéncias Bioldgicas na Universidade
Federal do Espirito Santo (UFES). ApGs a coleta, foram lavadas visando a retirada de poeira
ou outros residuos. Foram desidratadas em estufa a 40°C, por 120 horas, e trituradas, em
liquidificador industrial.

Foi obtido o extrato pelo método de maceracéo exaustiva das folhas sendo utilizado
etanol como solvente. Apos 72 horas, o material foi filtrado, separando o residuo vegetal do
extrato. O extrato etandlico obtido foi concentrado em evaporador rotatorio até a completa
eliminacdo do etanol, que apos recuperado foi novamente adicionado ao residuo vegetal,
para continuar o processo de extracdo por mais 72 horas, que se repetiu até o esgotamento
do material vegetal. O extrato bruto obtido foi armazenado em um frasco de vidro sob
refrigeracdo a 8°C. Parte do extrato etandlico concentrado (bruto), obtido apds o processo
de extracdo, foi ressuspenso em uma mistura de agua:etanol (2:8 v/v) e realizadas
extracBes sucessivas com solventes de polaridade crescente, obtendo as fracbes hexano,
diclorometano, acetato de etila e butanol. O residuo final, apds a separacéo realizadas com
0s respectivos solventes, foi designado fracdo aquosa. Ap6s o fracionamento, o solvente
foi completamente eliminado por evaporacdo em capela, para as fragbes de hexano,
diclorometano e acetato de etila, enquanto na fragéo butanol a eliminacédo ocorreu por meio

de rotoevaporacao.




60

2.2. Analise do potencial alelopatico

Para avaliacdo do potencial alelopético foi realizada o bioensaio de germinacao
utiizando sementes de uma dicotiledonea, alface (Lactuca sativa L., e uma
monocotiledénea, capim colonido (Panicum maximum Jacq.). Inicialmente foi verificado o
pH e o potencial hidrico do extrato etandlico (bruto) e suas fracbes na concentracao de
1mg/mL. O pH foi aferido no pHmetro portatii KASVI-modelo K39-0014P. O potencial
hidrico foi medido por meio do potencidmetro WP4 e os valores expressos em MPa
(Delgado; Barbedo, 2012). As sementes foram distribuidas em quatro placas de Petri com
12 cm de diametro forradas com duas folhas de papel filtro umedecidas com 5,0 mL do
extrato etandlico e suas fracfes: hexano, diclorometano, acetato de etila, butanol e aquoso,
nas concentragdes de 1.0mg/mL, 0.75 mg/mL, 0.50 mg/mL e 0.25 mg/mL. Foram
distribuidas 20 sementes por placa, com cinco repeti¢cdes, as quais foram mantidas em
camara de germinacao (tipo BOD) a 20°C para a alface e 25°C para o capim colonido e luz
constante (Brasil, 2009). A contagem de germinacéo foi realizada a cada 24 horas durante
sete dias e as medidas dos comprimentos das radiculas e das partes aéreas foram
realizadas apds sete dias do inicio do experimento. Foram consideradas germinadas as
sementes que apresentaram radicula com no minimo 50% do tamanho da semente
(Ferreira; Aquila, 2000). Para anélise do potencial alelopatico, foram avaliadas variaveis
em duas etapas de desenvolvimento, germinacdo e crescimento inicial. Variaveis de
germinacao foram porcentagem de variagdo de germinagao (%G) (Casimiro et al., 2017)
(Labouriau et al., 1976), indice de velocidade de germinacdo (IVG) (Maguire, 1962;
Krzyzanowski et al, 1999), tempo médio de germinacdo (TMG) (Ferreira; Borghetti, 2004),
velocidade de germinacdo (VG) (Gao et al., 2006), indice de alelopatia (1A) (Gao et al.,
2006). Variaveis de crescimento inicial (Gatti et al., 2004) foram comprimento da raiz (CR),
comprimento da parte aérea (CPA), massa fresca raiz (MFR) e massa fresca da parte aérea
(MFPA). A massa fresca foi obtida a partir da massa de 10 amostras selecionadas
aleatoriamente dentre as plantulas que tiveram o comprimento da raiz e do epicotilo
avaliados. Foi separada a parte aérea da raiz e pesadas em separado. A pesagem foi
realizada em balanca analitica de precisao. Os resultados foram expressos em gramas por
raiz e gramas por parte aérea.

A atividade enzimatica da catalase (CAT), da peroxidase (POX) e da superoxido
dismutase (SOD) foram obtidas pela maceracdo em N2 liquido de 0,3g de sementes e raizes
de capim colonido submetidas a tratamentos pré-germinativos por 18 horas e a tratamentos
germinativos por 07 dias, na fracdo acetato de etila na concentragcdo de 0,75mg/mL,

seguido da adicdo de 2,0 mL do seguinte meio de homogeneizacéo: tampéo fosfato de
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potassio 0,1 M, pH 6,8, acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto de
fenilmetilsulfonico (PMSF) 1 mM e polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1% (p/v) (Peixoto et al.,
1999). Seguiu-se centrifugacéo a 12.000 xg por 15 minutos, a 4°C, obtendo-se um extrato
enzimatico bruto. A reacdo mede produto consumido (H202).

Para a determinacdo da atividade da catalase (CAT) (Havir; Mchale, 1987), a
atividade enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 36 M cm-
Y(Anderson et al., 1995) e o resultado expresso em pmol min! mg?! proteina. Na
determinacao da atividade da peroxidase (POX) (Kar; Mishra, 1976) a atividade enzimatica
foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,47 mM cm* (Chance;
Maehley,1955) e o resultado expresso em pumol mint mg? proteina. A determinacéo da
atividade da superéxido dismutase (SOD) (Del Longo et al., 1993), uma unidade de SOD
foi definida como a quantidade da enzima necessaria para inibir em 50% a fotorredugéo do
NBT (Beauchamp; Fridovich, 1971). Foram utilizadas quatro repeticdes com duplicatas.

Foi feita a quantificacéo do teor dos pigmentos cloroplastidicos (clorofila a, clorofila
b e carotendides) em plantulas de Panicum maximum, apds 7 dias de germinagdo com a
fracdo acetato de etila 0,75 mg/mL. Foi utilizado 4 mg de tecido foliar liofilizado que foi
triturado em grau e pistilo com 2 mL de acetona a 20% (nuclear). Apos este processo, 0
homogeneizado triturado foi centrifugado por 15.000 g. por 10 min a uma temperatura de 4
°C, em que o sobrenadante foi removido e realizada a quantificacdo das clorofilas a, b e
carotendides utilizando espectrofotdbmetro Agilent, modelo UV-Vis Care Win, de acordo com
metodologia proposta por Lichtenthaler & Buschmann (2001) nos comprimentos de onda
470, 646 e 663 nm. As concentracdes dos pigmentos foram determinadas segundo as
equacles de Lichtenthaler e Buschmann (2001): Clorofila a = 12,25.A663 — 2,79.A646;
Clorofila b =21,50.A646 — 5,10.A663; Clorofila Total = Clorofila a + Clorofila b; Carotenoides
= (1000.A470 — 1,82.clorofila a — 85,02.clorofila b)/198. Onde: A470 = absorbéancia a 470
nm; A663 = absorbéncia a 663 nm; A646 = absorbancia a 646 nm. Os resultados foram

apresentados em mg por grama de massa seca (mg g* MS).

2.3.Prospeccédo quimica por Cromatografia em camada delgada (CCD)

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo baseado na migracao
diferencial dos componentes de uma mistura devido a diferentes interacfes entre duas
fases imisciveis, a fase mével e a fase estacionaria (Tabela 1). As multiplas combinacdes
de fases moveis e estacionarias fazem dela uma técnica muito versatil e altamente aplicavel
(Collins et al., 1993).
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A analise por cromatografia em camada delgada (CCD) foi utilizada para caracterizar
a presenca dos principais grupos de metabdlitos secundarios. Para a fase estacionaria
utilizou-se cromatoplacas de gel de silica 60 (ALUGRAM® Xtra SIL G/UV254, 10 x 10 cm),
com bandas de aplicacdo de 0,5 cm para as amostras e eluicdo da fase mével de 8,0cm.
Com auxilio de uma micropipeta (Hamilton 705SN), foram aplicados 10uL das amostras.
Os grupos quimicos, as condi¢des cromatograficas e os reveladores para cada grupo estao

apresentados na Tabela 1 (Wagner; Bladt, 1996).

Tabela 1: Cromatografia em camada delgada (CCD), sistemas de eluicdo e reagentes reveladores dos
respectivos fitoquimicos.

Grupos quimicos Sistemas de eluicao Reveladores
Alcaloide Tolueno: acetato de etila: dietilamina (7:2:1) Reagente Dragendorff
Derivados Reagente KOH etandlico

Acetato de etila:metanol:agua (10:1,35:1) 10%

Reagente Acido

antrocénicos

Antroquinonas Eter etilico:acetato de étila:acido férmico (7,5:2,5':0,1) fosfomolibdico
Cumarinas Tolueno: éter etilico (1:1 saturado com 10% De Acido Reagente KOH etandlico
acético) 10%

Flavonoides e Acetato de etila: acido férmico:acido acético glacial: agua

taninos (100:11:11:26) Reagente de NEU
Ligninas Cloroférmio: metanol: dgua (7:3:0,4) Reagente vanila fosférica
Mono e diterpenos Tolueno: acetato de étila (9,3:0,7) Reagente vanila sulftrrica
Naftoquinonas Tolueno: &cido formico (9,9:0,1) ?g{;)gente Ot EEnoiEs
Triterpenos e . . . Reagente Liebermann-
esteroides Tolueno: cloroférmio: etanol (4:4:1) Burchard

2.4. Delineamento experimental e andlise estatistica
Os experimentos foram conduzidos num delineamento inteiramente casualizado
(DIC). Na analise estatistica dos resultados dos experimentos, para a variavel extratos, foi
realizada a analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de comparacao de médias de
Tukey (p = 1 e 5%). Também foi utilizado para as analises enzimaticas e de pigmentos o

teste T a 5% de significancia.

3. RESULTADOS

3.1 Andlise do potencial alelopético
Os valores de pH dos diferentes extratos apresentaram-se em uma faixa que varia
de 3,94 a 6,05, tendendo a diminuicdo do pH a medida que a concentracdo dos extratos
aumenta. O pH da agua destilada (controle) ficou em 6,16. O valor do potencial hidrico (PW)

dos extratos e suas fragdes variou de -0,35 a 0,30 Mpa (Tabela 2).
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Tabela 2: Valores de pH, potencial hidrico (PW) dos extratos de folhas de Clusia fluminensis Planck &
Triana nas concentracdes 0.0, 0.25, 0.50, 0.75 e 1.0 mg/mL, na temperatura de 25,2°C.

extrato e fracBes mg/mL pH PW
controle negativo 0.0 6.16 0.0
0.25 5.18 -0.09
etanol 0.50 5.02 -0.32
0.75 4.66 -0.30
1.00 4.58 -0.29
0.25 4.93 0.0
hexano 0.50 4.54 -0.04
0.75 4.13 -0.29
1.00 3.94 -0.33
0.25 4.78 -0.18
diclorometano 0.50 4.64 -0.27
0.75 4.31 -0.27
1.00 4.09 -0.35
0.25 5.65 -0,18
acetato de etila 0.50 5.02 0,12
0.75 4.75 -0,24
1.00 4.33 -0,20
0.25 6.05 -0.35
butanol 0.50 5.88 -0.23
0.75 5.23 -0.19
1.00 4.71 -0.05
0.25 477 -0.20
aquoso 0.50 4.44 -0.26
0.75 4.70 -0.35
1.00 4.32 -0.31

Para o potencial alelopéatico foram realizadas comparagfes dos extratos e das
fracdes sendo feitas as analises dos dados obtidos a partir dos tratamentos com sementes
de alface e de capim colonido.

Observa-se que o percentual de germinacéo (%G) das sementes da alface diminuiu
significativamente em relagédo ao controle negativo nos tratamentos com o extrato etanolico
e as fragbes hexano, diclorometano e butanol. As fracGes acetato de etila e aquoso néo
diferem em relacdo ao controle. Houve reducdo no indice de velocidade de germinacao
(IVG) em todos tratamentos. O tempo médio de germinacéao (TMG) das sementes da alface
aumentou significativamente nos tratamentos submetidos ao extrato etandlico e as fragdes
hexano e butanol. A velocidade de germinacgao (VG) apresentou diminui¢do significativa em
todos os tratamentos. O indice de alelopatia (IA) indica efeito alelopatico inibitério
significativo em todos os tratamentos. Para as variaveis de crescimento inicial analisadas
(CR, CPA, MFR e MFPA) foi observado: diminuigdo significativa do CR em todos os
tratamentos, exceto no tratamento com a fragdo aquoso; diminuigdo significativa do CPA
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nas fracdes etanol, diclorometano, butanol e aquoso; diminuicdo da MFR e MFPA em todos
tratamentos (Tabela 3).

Para o capim colonido a fracdo acetato de etila foi a Unica a promover interferéncia
significativa em todas as variaveis de germinacédo (%G, IVG, TMG, VG e IA), além de
promover diminuicdo significativa em todas as variaveis de crescimento inicial (CR, CPA,
MFR e MFPA) (Tabela 3).

Tabela 3: Andlise de germinagéo e crescimento inicial de alface e capim colonido, submetidos a tratamento com extrato etandlico e
fracdes hexano, diclorometano, acetato de etila, butanol e aquoso. Agua destilada foi utilizada com controle.

Alface

%G VG TMG (H) VG (%) 1A CR CPA MFR MFPA
controle 100.00 a 18.60 a 25.51d 100.00 a 0.00 a 4.68 a 0.84 a 0.40 a 0.096 a
etanol 92.03 bc 1546 b 31.10 be 83.29b -0.17 b 3.43c 0.56d 0.024 c 0.041d
hexano 83.00d 13.00 ¢ 36.15b 69.94 c -0.32¢c 420b 0.80 ab 0.013f 0.030 f
diclorometano  86.39 cd 15.67 b 27.42 cd 84.52b -0.15b 3.85hb 0.74 bc 0.014 e 0.033 ef
acetato 95.72 ab 16.74 b 29.06 cd 90.10 b -0.10b 4.21b 0.87 a 0.024 c 0.058 ¢
butanol 85.73 cd 11.80c 47.17 a 63.64 c -0.36 ¢ 3.26¢ 0.71c 0.020d 0.036 e
aquoso 98.66 a 16.65b 29.93 cd 89.62 b -0.10b 4.76 a 0.72 bc 0.030 b 0.062 b

Capim colonido

%G VG TMG (H) VG (%) IA CR CPA MFR MFPA
controle 100.00 a 5.16 a 91.00 ab 100.00 a 0.00 a 2.88d 2.18b 0.0123 a 0.0246 b
etanol 90.52 b 4.86 b 87.79 bc 90.88 bc -0.09c 3.33 bc 1.54d 0.0042 cd 0.0152 e
hexano 95.82 ab 489 a 94.82 a 9156 b -0.08 b 3.42 bc 191c 0.0044 bc 0.0158 de
diclorometano  91.60 bc 487 a 88.55 bc 91.17b -0.09 b 3.20 cd 1.87c 0.0039 d 0.0178 d
acetato 80.55d 4.48b 85.52 cd 83.78 ¢ -0.16 ¢ 240e 192c 0.0041cd  0.0203c
butanol 90.48 ¢ 4.96 a 85.83 cd 92.73b -0.07 b 3.66 ab 2.08b 0.0041bc  0.0178d
aquoso 89.06 ¢ 5.09 a 83.19d 95.36 ab -0.05 ab 3.82a 2.38a 0.0048 b 0.0282 a

Nota: Os parametros analisados foram porcentagem de germinagédo (%G), determinado em %; indice de velocidade de
germinagéo (IVG); tempo médio de germinacdo (TMG), em horas; velocidade de germinag¢éo, em porcentagem; indice
de alelopatia (IA), em %; comprimento da raiz (CR), em centimetros (cm), comprimento da parte aérea (CPA), em
centimetros (cm); massa fresca da raiz (MFR), em grama e massa fresca da parte aérea (MFPA), em grama. As médias
seguidas pela mesma letra, em uma coluna e em um mesmo tratamento ou comparado com o controle, ndo diferem
estatisticamente entre si. Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias
analisadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Os resultados da analise conjunta do extrato e fracdes, permite identificar a fracéo
acetato de etila como a que menos influenciou na alface, preservando o %G, TMG e CPA,
bem como a Unica a apresentar inibicdo em todas as variaveis de germinacao e crescimento
inicial do capim colonido, sendo portanto considerada a fracdo mais promissora entre as
testadas para o aprofundamentos das pesquisas.

Visando reconhecer na fracdo mais promissora a concentracdo mais efetiva, dentre
as testadas, foi feita uma andlise apenas dos resultados obtidos na fracdo acetato de etila.
Foram testadas as concentragées 0.25, 0.50, 0.75 e 1.0 mg/mL. Agua destilada foi utilizada

como controle.
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Os resultados para os testes de germinacao da alface mostram que a fracao acetato
de etila afetou apenas o TMG, independente da concentracdo testada. Para as andlises de
crescimento inicial foi constatada maior influéncia, com preservacédo do CR e CPA nas
concentracdes 0,50 e 1,00 mg/mL (Tabela 4). A analise de regressdo mostra ndo haver
influéncia da dose nos parametros %G, CR e CPA (Figura 1-A, F e G). Para as outras
variaveis analisadas foi observado que a concentracdo de maior interferéncia sao
0,71mg/mL para o IVG, 0,73mg/mL para o TMG, 0,71mg/mL para a VG, 0,70mg/mL para o
IA, 0,92mg/mL par MFR e 0,99mg/mL para MFPA (Figura 1). Tais valores permitem
reconhecer que concentragbes mais proximas da menor concentracdo dentre as
constatadas na regresséao polinomial preservariam a alface quanto ao crescimento inicial.
Dentre as concentracfes testadas a que mais se aproxima dos resultados obtidos é a de
0,75mg/mL, desta forma o ideal para tratamentos com alface seriam concentragcfes abaixo
desta.

As sementes do capim colonido tiveram maior inibicdo de %G, o IVG,o0VGeolAa
partir de 0,75mg/mL. Quanto ao crescimento inicial apenas o CR ndo mostrou alteragdes
significativas na concentracdo 0,75mg/mL (Tabela 4). A andlise de regressdo mostra
relacdo dose dependente, com exce¢des do TMG, que néo sofreu alteracédo e MFR que
apresentou concentracao inibitéria ideal 0,73mg/mL (Figura 2). Comparando tais resultados
com os obtidos na Tabela 4, observa-se que, a partir da concentracdo 0,75mg/mL o0s
resultados diminuem significativamente para todos os parametros. Desta forma, visando
reconhecer uma menor concentracdo capaz de promover resultados alelopaticos

satisfatérios, opta-se por selecionar a concentracéo 0,75mg/mL, dentre as testadas.

Tabela 4: Anélise de germinag&o e crescimento inicial de alface e capim colonido, submetidos a tratamento com fracéo acetato de
etila nas concentragfes 0.0, 0.25, 0.50, 0.75 e 1.00 mg/mL. Agua destilada foi usada como controle.

alface
mg/mL %G IVG T™MG VG 1A CR CPA MFR MFPA
0.0 100.00a 18.60 a 25,50 c 100.00 a 0.0a 4.68 a 0.84 a 0.0395a 0.0958 a
0.25 94.95 a 16.57 a 28.99 a 89.21a -0.11a 2.46¢c 0.74 c 0.0216 ¢ 0.0742b
0.50 93.78 a 16.08 a 30.40 a 86.59 a -0.13 a 5.12a 1.00ab 0.0279cb 0.0512c
0.75 94.95 a 16.30 a 30.05 a 87.78 a -0.12 a 3.38b 0.76 c 0.0160d  0.0303d
1.0 94.95 a 16.13 a 30.37 a 86.93 a -0.13 a 5.40 a 1.02a 0.0167d 0.0365d
capim
mg/mL %G VG T™MG VG 1A CR CPA MFR MFPA
0.0 100.00 a 5.04 a 90.39a  100.00 a 0.00 a 2.88a 2.18a 0.124 a 0.0246 a
0.25 85.13 b 4.88 a 81.81b 91.07 a -0.09 a 264a 214ab 0.0026b  0.0244 a
0.50 82.97 b 4.77 a 82.57ab 88.99a -0.11a 232ab 2.02ab 0.0024b 0.0215ab
0.75 70.48 c 3.88b 87.06ab  72.95b -0.27b 2.28ab 1.86b 0.0022b  0.0181 bc
1.0 64.15 c 35b 85.75ab  65.91b -0.34b 1.86b 1.40c 0.0011c¢ 0.0131c
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Nota: Os parametros analisados foram porcentagem de germinacdo (%G), determinado em %; indice de
velocidade de germinacgao (IVG); tempo médio de germinagdo (TMG), em horas; velocidade de germinagédo, em
porcentagem; indice de alelopatia (IA), em %; comprimento daraiz (CR), em centimetros (cm), comprimento da
parte aérea (CPA), em centimetros (cm); massa fresca da raiz (MFR), em grama e massa fresca da parte aérea
(MFPA), em grama. As médias seguidas pela mesma letra, em uma coluna e em um mesmo tratamento ou
comparado com o controle, ndo diferem estatisticamente entre si. Os resultados obtidos foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e as médias analisadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 1: Gréficos representativos da regresséo linear das variaveis em estudo em funcéo da concentracéo
da fracdo acetato de etila. Concentragbes analisadas: 0,25, 0,50, 0,75 e 1,0 mg/mL. Variaveis
representadas: A - porcentagem de germinacgdo (%G) em porcentagem relativa; B - indice de velocidade
de germinacao (IVG); C - tempo médio de germinacdo (TMG) em horas; D - velocidade de germinacéo
(VG) em porcentagem; E - indice de alelopatia (IA); F - comprimento da raiz (CR) em centimetros; G -
comprimento da parte aérea (CPA) em centimetros; H - massa fresca da raiz (MFR) em grama; | - massa
fresca da parte aérea (MFPA) em gramas. A analise de regressdo foi realizada usando o programa
SigmaPlot.
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Figura 2: Gréficos representativos da regresséo linear das variaveis em estudo em fungdo da concentracéo
da fracdo acetato de etila. Concentragbes analisadas: 0,25, 0,50, 0,75 e 1,0 mg/mL. Varidveis
representadas: A - porcentagem de germinacéo (%G) em porcentagem relativa; B - indice de velocidade
de germinacgéo (IVG); C - tempo médio de germinagao (TMG) em horas; D - velocidade de germinagéo
(VG) em porcentagem; E - indice de alelopatia (IA); F - comprimento da raiz (CR) em centimetros; G -
comprimento da parte aérea (CPA) em centimetros; H - massa fresca da raiz (MFR) em grama; | - massa
fresca da parte aérea (MFPA) em gramas. A analise de regressao foi realizada usando o programa
SigmaPlot.

A andlise de atividade enzimética foi realizada apenas com o extrato acetato de etila,
selecionado como mais promissor, para sementes de alface e capim colonido. Foram
analisadas as atividades enzimaticas mensuradas em pmol/min/mg proteina. As enzimas
analisadas foram a catalase (CAT), a peroxidase (POX) e a superoxido dismutase (SOD).
Houve aumento significativo nas atividades da CAT, POX e SOD nas sementes da alface
submetidas ao extrato de acetato de etila (Figura 3). Observou-se diminuicao significativa,
da atividade da CAT e SOD em sementes de capim colonido. Nado houve diferenca

significativa na atividade da POX em relacdo ao controle (Figura 4).
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Figura 3: Atividade enzimatica de CAT, POX e SOD, em sementes de Lactuca sativa, submetidas ao
tratamento controle e ao extrato acetato de etila, na concentracdo 0,75mg/mL. O asterisco (*) indica resultados
significativos do extrato em relacdo ao controle. Foi utilizado teste T.
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Figura 4: Atividade enzimética de CAT, POX e SOD, em sementes de Panicum maximum, submetidas ao
tratamento controle e ao extrato acetato de etila, na concentracéo 0,75mg/mL. O asterisco (*) indica resultados
significativos do extrato em relagdo ao controle. Foi utilizado teste T.

Para melhor compreensé&o dos mecanismos danosos da fragéo acetato de etila sobre
a planta invasora, verificou-se o teor dos pigmentos clorofila a, clorofila b e carotenoides,
clorofilas totais, a relacdo clorofila a/b e a relacdo clorofila total/carotenoides. Houve
aumento significativo de todos os pigmentos e relacfes analisadas, exceto na relacao
clorofila a/b, que mostrou manutencao da relagéao, indicando aumento proporcional dos dois
tipos de clorofila. Pode ser verificada também uma diminuicdo significativa da relacdo
clorofila total/carotenoides, indicando um maior aumento do teor de clorofilas do que de

carotenoides (Tabela 5).

Tabela 5: Teor de pigmentos medidos em plantulas de capim colonido germinadas com tratamento controle
e com extrato acetato de etila (0,75mg/mL). Os resultados foram submetidos ao teste T com 5% de
probabilidade. As letras em uma mesma linha indicam resultados estatisticamente significativos.

VARIAVEIS CONTROLE FRACAO ACETATO
Clorofila a (mg g* MS) 4,94 +0,00 a 5,73+£0,02b
Clorofila b (mg g* MS) 2,58 +0,00 a 3,00+0,07b
Clorofila Total (mg g* MS) 7,52+0,00a 8,73+0,00b
Carotenoides (mg g MS) 1,50 £ 0,00 a 1,66 +0,03b
Clorofila a/b 1,91+0,00 a 1,91+0,00 a

Clorofila total/carotenoides 5,02 +0,00 a 5,26 0,00 b




3.2 Peffil fitoquimico

Por meio da prospeccao fitoquimica feita por CCD identifica-se que o extrato
etanolico de folhas de Clusia fluminensis apresenta alcaloides, antrocenos, cumarinas,
esteroides e triterpenos, lignanas, monoterpenos e diterpenos, além de demonstrar a
auséncia de antroquinonas e naftoquinonas. As fracOes obtidas apresentaram uma
diversidade menor de metabdlitos secundarios, quando comparadas ao extrato etandlico
(bruto). As fracdo hexano apresentou flavonoides, esteroides e triterpenos, lignana,
monoterpeno e diterpeno e a fracdo diclorometano apresentou alcaloides, esteroides e
triterpenos, lignana, monoterpeno e diterpeno. A fracdo acetato de etila apresentou
antraceno, cumarina, flavonoides e lignanas. A fracdo butanol apresentou antraceno e
flavonoides apenas, bem como a fracdo aquoso apresentou cumarinas e flavonoides

apenas (Tabela 6).

Tabela 6: Prospeccao fitoquimica inicial por meio de cromatografia de camada delgada (CCD) dos extratos

obtidos de folhas de Clusia fluminensis e suas fracoes.

Extratos
Compostos Bruto Hexano Diclorometa  Acetato de Butanol AQUOSO
no etila
Alcaloide (+) ) (+) ) ) )
Antraceno (+) ) ) (+) (+) )

Antraquinona
Cumarina
Flavonéide

Esteroides e
triterpeno

Lignana
Mono e diterpeno

Naftoquinona

)
(+)
(+)

(+)

(+)
(+)
)

)
)
(+)
(+)

(+)
(+)
)

¢
¢
Q)
(+)

(+)
(+)
¢

¢
(+)
(+)

Q)

(+)
¢
¢

¢
¢
(+)
¢
¢
¢
¢

¢
(+)
(+)

Q)

¢
¢
¢

4. DISCUSSAO

Visando uma andlise fisiolégica que permita resultados conclusivos quanto ao
possivel efeito alelopatico, ha a necessidade da isencao de fatores que possam mascarar

os verdadeiros resultados alelopéticos, desta forma, a analise de pH e potencial hidrico

(PW) se faz necessario.
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A verificacdo do pH € importante, pois 0s extratos podem conter solutos como
acucares, acidos organicos e aminoacidos que podem proporcionar valores extremos de
pH e mascarar o efeito alelopéatico dos extratos (Ferreira & Aquila 2000).

Os valores de pH dos diferentes extratos apresentaram-se em uma faixa que varia
de 3,94 a 6,05 (Tabela 2), havendo diminuicdo do pH a medida que a concentracdo dos
extratos aumentava. O pH da agua destilada (controle) ficou em 6,16. E descrito que
valores de pH igual ou inferior a 3,0 ou igual e superior a 9,0, exercem efeitos depressivos
sobre a germinacdo e o crescimento da radicula (Rao & Reddy, 1981; Eberlein, 1987;
Pattnaik & Misra, 1987). Os valores de pH dos extratos testados permitem concluir isencéo
deste fator nos experimentos, e qualquer resultado inibitério ou estimulante pode ser
atribuido aos efeitos dos extratos.

Sabe-se que potenciais hidricos acima de -0,4Mpa e -0,8Mpa nado afetam a
germinacdo de sementes de Lactuca sativa (Bertagnolli et al., 2003) e Panicum maximum
(Belido et al., 2016), respectivamente. A variacdo do potencial hidrico do extrato e suas
fracdes foi de -0,35Mpa a 0,30Mpa, portanto, todos os valores de potencial hidrico dos
extratos utilizados estdo fora da faixa de possivel estresse de natureza osmatica para as
sementes da alface e do capim colonido, sendo entéo, possivel afirmar que tal variavel nao
teve influéncia sobre a germinacao e/ou desenvolvimento das plantulas teste.

O presente trabalho tem como objetivo principal a busca de eventuais extratos ou
compostos com atividade alelopatica que sejam uma alternativa natural ao uso de
herbicidas sintéticos. Desta forma, foi feita uma sele¢do que pudesse filtrar a diversidade
de extratos pesquisados até a obtencdo do considerado mais promissor para a finalidade
desejada. Nesse sentido, o extrato mais promissor para controle biolégico por meio da acéo
alelopética é o extrato que menos influencie na cultivar (alface), e ao mesmo tempo, iniba
o crescimento da daninha ou invasora, neste caso o0 capim colonido. Os critérios utilizados
para a selecao do extrato mais promissor foram os resultados obtidos para a germinacgéo e
0 crescimento inicial. Ap6s o reconhecimento desse extrato passou-se a discutir 0s
resultados dele apenas.

A preparacgdo do extrato inicial (extrato etandlico) foi realizada visando a coleta de
uma maior variedade de compostos que pudessem trazer um efeito alelopatico ou fitotdxico
nos experimentos que se seguem. Quando se pretende identificar e isolar um composto
guimico vegetal com potencial herbicida, os extratos alcoélicos como o0 metandlico e etilico,
por serem polares, se tornam mais eficientes, por extrairem mais substancias dos tecidos
das plantas (Inderjit & Dakshini, 1995), desta forma foi feita a extragdo inicial dos

metabolitos presentes nas folhas de C. fluminensis com etanol, seguindo posterior
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fracionamento do extrato com os solventes que pudessem selecionar diferentes grupos de
metabdlitos para analise de efeitos alelopaticos. A separacao das fracdes foi estabelecida
em ordem crescente de polaridade com o intuito de selecionar metabdlitos com
caracteristicas compativeis com os solventes utilizados.

Ao submeter as sementes de alface e capim aos tratamentos com o extrato etanélico
e as fracdes foi constatado que além de ter sido a fracdo com menor influéncia na alface,
apresentou os resultados mais deletérios para o capim. A fracdo acetato de etila nao
influenciou a %G, no TMG e CPA da alface, diferente do capim que teve todas essas
variaveis de germinacéo prejudicadas, além do IVG, VG e IA.

Em relacdo ao %G é reconhecido que quanto maior for o percentual, maior sera a
uniformidade e distribuicdo das plantas o que sugere melhor produtividade (Krzyzanowski
et al., 2018). A nao interferéncia no %G da alface e maior interferéncia no capim sugerem
gue a fracdo acetato de etila pode atuar como um modulador que promova menor
populacao de capim sem interferir na alface. A diminuicdo do TMG pode representar uma
estratégia para estabelecimento mais acelerado da planta no meio de germinacéo, o que
neste caso pode ser prejudicial por expor a planta a um ambiente desfavoravel ao seu
desenvolvimento (Ferreira & Borghetti, 2004). O aumento do TMG indica um atraso de
geminacado, 0 que sugere ajuste para que as plantas encontrem melhores condicbes em
um ambiente alterado (Laboriau & Agudo, 1987). A alface néo teve alteracéo significativa
de TMG, sugerindo que a presenca da fracéo acetato de etila ndo gerou resposta adaptativa
para o desenvolvimento inicial. Em contrapartida, houve uma resposta de diminuicdo do
TMG do capim, fazendo com que a planta seja exposta a um ambiente hostil precocemente,
reforcando a acédo danosa da fracdo acetato de etila.

Segundo Ferreira & Borghetti, 2004, o enfraquecimento da semente causa perda
progressiva na capacidade produtiva, com a reducéo na uniformidade da germinacgéo, dai
a necessidade de se avaliar o vigor das sementes, o que é feito pelo IVG e VG (Maguire,
1962; Nakagawa, 1999). Menores IVG e VG permitem que se possa reconhecer a
diminuicdo do vigor das sementes de capim colonido devido ao efeito toxico do extrato
(Tabela 4). De acordo com Fenner (2000), o tempo de germinacao é um fator determinante
para a sobrevivéncia das plantulas, trazendo consequéncias no crescimento e nos estagios
subsequentes do desenvolvimento, assim, alteracdes na velocidade de germinacao podem
gerar consequéncias ecolégicas significativas. Além disso, sementes de germinacao mais
lenta podem gerar plantulas menores, o que influencia no processo de competicdo por

recursos tornando essas plantas mais suscetiveis a estresses e predagdo, e,
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consequentemente, apresentando menor chance de sobrevivéncia (Jefferson & Pennachio,
2003).

Outro fator levado em consideragéo para a selecao do extrato foi o indice de efeito
alelopaticos (lIA), que indica estimulo quando apresenta valores positivos em relacdo ao
controle e valores negativos indicam inibicdo demonstrando a acao alelopéatica (Khong et
al., 2002; Abdelgaleil e Hashinaga, 2007), podendo ser verificado a partir de algumas
variaveis de germinagdo, como %G, IVG, VG ou outro parametro do processo (Ferreira e
Aquila, 2000). O IA demonstra que a fracdo acetato e etila apresenta efeito alelopético
significativo sobre o capim colonido (Tabela 4).

A diminuicdo do %G e aumento do TMG, somado a diminuigdo do IVG e da VG,
indicando uma perda de vigor nas sementes, e indice de alelopatia compativel com efeito
alelopéticos, podem ser um indicativo de que a presenca da fracdo acetato de etila exerca
influéncia sobre mecanismos fisioldgicos, o0s quais manifestam-se nos resultados
observados dessas variaveis. O efeito sobre a atividade enzimatica pode ser um
mecanismo influenciado levando a diminuicdo da qualidade fisiolégica das sementes de
capim colonido. A investigacdo das possiveis rotas de acédo aleloquimica pode levar ao
entendimento de como o desenvolvimento do capim colonido esta sendo severamente
afetado pelo tratamento, levando a diminuicio de uma acdo competitiva que essa
invasora/daninha poderia exercer sobre uma eventual cultivar.

Os resultados de influéncia desse extrato sobre a germinacéo estdo adequados ao
desejado para um eventual herbicida que traga menor influéncia para a espécie cultivar de
interesse econdmico e a0 mesmo tempo promova resisténcia ou danos ao desenvolvimento
da daninha/invasora.

Ferreira & Borghetti (2004), relatam que o efeito alelopatico ndo se da apenas sobre
a porcentagem de germinacao final, e que pode estar relacionada a outro parametro, como
por exemplo, o comprimento médio da raiz primaria, e, segundo Ferreira e Aquila (2000), a
germinacao pode ser menos sensivel aos aleloquimicos que o crescimento da plantula.
Desta forma, a andlise do crescimento inicial também se torna um critério importante a ser
avaliado para confirmacédo do extrato acetato de etila como o mais eficaz para o objetivo
deste trabalho.

A fracdo acetato de etila reduziu significativamente o comprimento de raiz (CR) e da
parte aérea (CPA) do capim colonido (Tabela 4), com perda de 16,67% e 11,93%,
respectivamente. Em ambos casos houve diminuicdo progressiva dos comprimentos a
partir de Img/mL para CR e de 0.75mg/mL para CPA (Tabela 5). A analise de regressao

realizada segue o um modelo polinomial linear, com Rz acima de 95% para CR e acima de
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84% para CPA e descreve uma relacdo dose dependente em ambas variaveis analisadas
(Figura 2 — F e G). Esses resultados corroboram a escolha do extrato acetato de etila como
0 mais promissor entre os estudados. Para a alface, a analise de regressdo demonstrou
nao haver distincdo entre a concentracdo utilizada, indicando ndao haver significancia do
tratamento sobre a alface, seguindo o desejado para o proposito deste trabalho.

Os resultados mais marcantes para a raiz do que para a parte aérea € perfeitamente
justificavel pelo fato de haver um maior contato do extrato com a raiz. Correia et al. (2005),
destacam que os aleloquimicos sédo concentrados e absorvidos pelo tecido radicular, devido
ao maior contato com o substrato, desta forma, espera-se que a resposta da radicula por
substancias alelopaticas seja mais significativa. Além disso é reconhecido que o
alongamento radicular depende das divisGes celulares, que podem ser comprometidas e
inibidas por acdo de aleloquimicos, comprometendo o desenvolvimento radicular normal
(Hoffmann et al., 2007).

Foram observadas altera¢des anatdmicas nas raizes, com regifes de escurecimento
e necrose, o que leva a percepc¢éao de que aleloquimicos presentes no extrato possam estar
trazendo modificagcOes radiculares. Pires e Oliveira (2001) descrevem que o0 escurecimento
e endurecimento da raiz, durante o desenvolvimento da plantula, representam algumas das
alteracOes secundarias da alelopatia, sendo elas reflexo de alteracdes que se estabelecem
em nivel celular. Reigosa et al. (2006) relatam que os aleloquimicos podem exercer efeitos
na rizosfera, desencadeando mudancas na relacdo agua-planta, promovendo distarbios
nas membranas celulares das raizes, causando diminuicdo significativa da biomassa
vegetal e area foliar.

De acordo com Gatti et al. (2004) a acéo de varios aleloquimicos se faz pela inibicao
e modificacdo nos padroes de desenvolvimento das plantas, ou em ambos. Segundo
Rodrigues et al. (1999), os compostos alelopaticos sdo inibidores de germinacdo e
crescimento, pois interferem na divisdo celular, permeabilidade de membranas e na
ativacado de enzimas.

Os resultados obtidos de diminuicdo de massa fresca tanto em alface quanto em
capim (tabelas 3 e 4) podem ser reflexo da resposta fisioldgica desencadeada por
aleloquimicos presentes nos extratos vegetais. Em relacdo a alface foi constatada uma
relacdo polinomial quadratica tanto para MFR quanto para MFPA, com R2 acima de 75%
para MFR e acima de 95% para MFPA e concentragdes mais danosas 0,91mg/mL e
0,99mg/mL, respectivamente. Em relacdo ao capim colonido a regressao linear mostrou um
comportamento polinomial quadratico para a MFR, com concentracdo mais danosa

0,73mg/mL e comportamento polinomial linear para MFPA e relacdo dose dependente. Os
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resultados demonstraram que ha influéncia significativa sobre o desenvolvimento das
plantas teste, de modo a promover perdas de massa. As médias de perdas para MFR foram
de 40% na alface e 66,94% no capim colonido, enquanto as médias de perdas de MFPA
foram de 39,58% na alface e 17,48% no capim colonido.

Em diversos estudos realizados, o que se tem observado € um efeito alelopatico
mais drastico sobre o desenvolvimento inicial de uma plantula alvo quando comparado a
germinacao, ja que na germinacao se utiliza reservas da prépria semente (Aquila, 2000). E
evidente a perda na massa fresca das plantulas, tanto de alface como de capim coloniéo,
com uma perda de massa bem mais marcante nas raizes do capim. Apesar dos resultados
sobre a germinacdo e sobre o crescimento inicial terem sido favoraveis, ao se comparar 0s
efeitos sobre a cultivar e sobre a daninha/invasora, fica evidente que a interferéncia dos
extratos na massa fresca pode comprometer a viabilidade futura de ambas espécies
testadas.

O isolamento, caracterizacdo e quantificacdo de substancias com potencial
alelopético representa uma etapa fundamental para a determinacéo da atividade biol6gica
individual ou em conjunto com outras substancias (Trezzi et al, 2005), desta forma se faz
necessario a utilizacédo de técnicas que permitam a identificacdo de classes de compostos
guimicos presentes nos extratos.

O uso da técnica de cromatografia de camada delgada (CCD) permitiu uma
identificacdo inicial dos metabdlitos presentes em cada um dos extratos produzidos (Tabela
6), possibilitando associar os resultados dos testes a presenca de diferentes aleloquimicos.
Vale ressaltar a auséncia de antroquinonas e naftoquinonas em todos os extratos, porém
esse resultado ndo é conclusivo de que tais metabdlitos ndo estdo presentes na espécie
estudada, até porque a presenca de antraceno, que pode ser oxidado a antraquinona,
corrobora a possibilidade da presenca desses compostos na espécie.

Gobbo-Neto e Lopes (2007) relatam a influéncia de variacdes temporais e espaciais
no conteudo e proporc¢des relativas de metabdlitos secundarios em plantas, com possiveis
alteracdes em consequéncia da interacdo de fatores bioquimicos, fisiol6gicos, ecolégicos e
evolutivos, sem muitos conhecimentos relativos a essas interagdes, mesmo havendo um
controle genético voltado a producéo inicial dos metabdlitos.

E descrito que a familia Clusiacea apresenta biflavondides, cumarinas, xantonas e,
principalmente, benzofenonas como os principais compostos oriundos do metabolismo
secundario, sendo eles biossintetizados como mecanismos de defesa da planta (Acufa;
Jancovski; Kennelly, 2009). Espécies do género Clusia possuem benzofenonas

verdadeiras, benzofenonas poliisopreniladas, terpenos, benzoquinonas, flavonoides,
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dihidrofenantrenos e acidos tocotrienoldicos (Oliveira, et al. 1991), além de fontes de
benzofenonas polipreniladas (Kumar; Sharma; Chattopadhyay, 2013). Os resultados aqui
obtidos estdo condizentes com o proposto na literatura que referéncia a fitoquimica de
Clusiaceas.

Tomando por base a presenca de antraceno, cumarina, flavonoides e lignana na
fracao acetato de etila, a presenca de compostos com acao alelopatica se faz evidente.

No tocante a lignanas, poucos trabalhos identificam o efeito alelopéatico em plantas,
e no geral inconclusivos. Porém, ja foram identificadas atividades antitumoral, antiviral,
fungicida, inibidora enzimatica, antimitotica etc. (MacRae, 1984). Ja os outros metabdlitos
descritos para o extrato acetato de etila sdo bem descritos como alelopaticos.

Compostos fendlicos como as cumarinas e os flavondides sdo desde outrora
associados com o efeito alelopéatico (Einhellig, 1986). Os flavondides participam dos
processos relacionados a absorcéo idnica que pode comprometer o gradiente eletroquimico
das membranas celulares das raizes (Glass; Dunlop, 1974), e dependendo da
concentracdo poderdo promover ou inibir o crescimento de raizes (Macias et al., 1997).
Segundo Baratto et al. (2008) as cumarinas podem ser mediadoras de efeitos alelopaticos,
sendo apontadas como inibidoras potentes do crescimento de plantas e da germinagéo de
sementes (Rice, 1984; Willis, 2010). A identificacdo de antraceno, cumarinas, flavonéides
e lignana na frac&o acetato de etila (Tabela 6) permite sugerir que os efeitos obtidos sobre
a germinagcdo e sobre o crescimento inicial poderia estar associada a acdo alelopatica
dessa fragéo, com promocéao de efeitos danosos em diferentes alvos nas sementes e nas
plantulas de capim colonido, porém, é evidente que as acdes dos diversos aleloguimicos
passa por alteracfes a serem desvendadas de forma mais conclusiva.

Variados processos fisiologicos vegetais podem ser afetados pelos aleloquimicos:
germinacao das sementes, assimilacdo de nutrientes, crescimento das plantulas,
fotossintese, sintese proteica, respiracdo, atividade de enzimas, além da perda de
nutrientes pelos efeitos na permeabilidade da membrana celular (Rodrigues et al., 1993;
Einhellig, 1995), o que gera a necessidade de buscas de respostas que possam justificar
resultados promissores de extratos alelopéticos ou fitotoxicos. Ainda na busca de respostas
alelopaticas, Fujii & Hiradate (2007) sugerem que os efeitos alelopaticos causados nas
plantas sdo mediados por substancias como alcaldides, cumarinas e fendis, compostos
secundarios que podem ser liberados por volatilizagéo, lixiviagdo da parte aérea ou da
matéria em decomposic¢ao no solo e também por exsudacgao das raizes (Macias et al., 2003;
Fujii & Hiradate, 2007).
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Dependendo da concentracdo dos metabdlitos no meio, estes podem afetar
negativamente a germinacdo ou desenvolvimento das plantulas. Entre as responsaveis
pela agcéo alelopatica estdo os alcaloides, antraquinonas, cumarinas, fendis, flavonoides,
heterosideos antraquinénicos e cardioativos, taninos e terpenos, devido a toxicidade sobre
as células vegetais, alterando a permeabilidade da membrana das células meristematicas
ou atuando em seu citoesqueleto, por exemplo, levando-as a morte (Weir et al. 2004; Fuijii
& Hiradate 2007; Adams et al. 2011; Mulac & Humpf 2011).

Shilling & Yoshikawa (1987), verificaram, em bioensaio para determinacdo da
atividade alelopéatica de compostos fendlicos, que a biomassa fresca da parte aérea e das
raizes foram as melhores caracteristicas para se avaliar a fitotoxicidade dos compostos
fendlicos. J4, os aleloquimicos podem desencadear mudancas na rizosfera interferindo na
relacdo agua-planta, promovendo disturbios nas membranas das células das raizes,
causando diminuicao significativa da biomassa vegetal e area foliar (Reigosa et al., 2006).

Visando compreender possiveis mecanismos fisiologicos de acdo dos metabdlitos
presentes no extrato acetato de etila, foram realizadas andlises enziméticas de vias
metabdlicas de protecdo. As enzimas catalase (CAT), peroxidase de fenodis (POX) e
superoxido dismutase (SOD) foram analisadas em sementes tratadas com o extrato acetato
de etila (Figuras 3 e 4).

Com o surgimento da fotossintese e o consequente acumulo posterior de oxigénio
na atmosfera, ele passou a ser utilizado no metabolismo energético aerdbio proporcionando
vantagens adaptativas aos seres aerobios (Foyer & Noctor, 2000). Porém, junto ao
beneficio energético, apareceram problemas resultantes do metabolismo aerdbio, como o
aparecimento das espécies reativas de oxigénio (EROs). No metabolismo aerdbico a
producdo de EROs ocorrerd como o radical superéxido (O2"), peroxido de hidrogénio
(H202), radical hidroxil (*OH), e o oxigénio “singlet” (*O2). Todos eles podem promover
danos celulares (Scandalios, 2000).

Todos os tipos celulares estdo sujeitos a danos oxidativos, e, ao analisar o
mecanismo de protecéo de plantas contra tais danos alguns mecanismo enzimaticos e ndo
enzimaticos atuam na detoxificacdo, estando as enzimas catalase (CAT), superoxido
dismutase (SOD) e peroxidases de fendis (POX) entre as principais enzimas detoxificantes
(Billy et al., 2008). Em plantas as EROs podem ser produzidas em reacfes ocorridas nas
mitocondrias, cloroplastos e peroxissomos (Foyer & Noctor, 2000), locais onde também
agem SOD, POX e CAT (Mittler, 2002; Kim & Kwak,2010; Dinakar et al., 2012). A acgéo
desses agentes antioxidantes pode evitar que sejam formados, promover a degradagao ou

0 sequestro dos radicais livres, prevenindo as plantas da ocorréncia de danos celulares
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(Serkedjieva, 2011). Porém, quando sob estresse ambiental e o equilibrio entre a producéo
de EROs e a atividade antioxidante é rompido a favor dos compostos oxidantes, ocorrem
danos oxidativos nas estruturas celulares (Kim & Kwak, 2010). Logo, a capacidade de
acionar mecanismos de defesa antioxidantes pode prevenir o acumulo de EROs e o
estresse oxidativo extremo (Bhattacharjee, 2010).

O aumento significativo da atividade das trés enzimas em sementes da alface
guando submetidas a fracdo acetato de etila (0,75mg/mL) mostra resposta enzimatica ao
estresse ocasionado pelo tratamento. Houve aumento de 66,76% na atividade da CAT,
44,29% na atividade da POX e 40,09% na atividade da SOD.

As SODs sado enzimas que catalisam a dismutacao de dois radicais superoxido (O2
), gerando H202 e Oz, sendo consideradas a primeira linha de defesa contra as EROs. Elas
participam da modulacdo do nivel de H202 em cloroplastos, mitocdndrias, citosol e
peroxissomos (Mittler, 2002; Bhattacharjee, 2010). O aumento da atividade da SOD é
indicativo de que houve aumento na producédo de anion superoxido (O2’), produzido pela
oxidacdo parcial do oxigénio molecular (O2), uma ERO de vida curta, que é transformada,
por acdo da SOD, em H202, um substrato das enzimas POX e CAT. Espera-se que, com 0
aumento da atividade da SOD, haja uma resposta fisiologica para a eliminacdo do H20:2
produzido, o que se dara pelo aumento da atividade da CAT e da POX, como pode ser
constatado nos graficos apresentados na Figura 3.

Segundo Seigel (1993), a POX tem como uma de suas principais fun¢des a protecéo
celular contra reagdes oxidativas, tento sua atividade, comumente, aumentada em resposta
as condicOes de estresse. Ja segundo Dubey (2011), em concentracdes relativamente altas
de H20: a atividade da CAT ¢é efetiva, sendo por isso consideradas enzimas fundamentais
e indispensaveis para a eliminacdo de EROs, em especial quando em condi¢cdes de
estresse severo, guando os niveis de H202 estdo mais elevados.

Sementes de capim colonido respondem diferente da alface quando expostas a
fracdo acetato de etila (0,75mg/mL). Ao contrario do ocorrido com a alface, houve
diminuicdo da atividade das trés enzimas. Quando comparadas ao controle, A CAT
apresentou atividade 30% menor; a SOD atividade 18,79% menor e a POX uma atividade
1,41% menor, neste Ultimo caso sem significancia estatistica (Figura 4).

Em varias situacdes, os aleloguimicos tém inibido proteinases e enzimas
pectoliticas, catalases, peroxidases, fosforilases, celulases e outras (Rice, 1984), tal como
observado nas sementes de capim colonido tratadas com a fracao acetato de etila. Assim

como o estimulo da SOD leva a formagéo de H20:, e, por consequéncia, uma elevacédo da
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atividade de CAT e POX, uma inibicdo da SOD levaria a menor formacédo de H202, o que
nao seria suficiente para sensibilizar aumento de atividade de CAT e POX.

Alguns compostos antioxidantes podem capturar os radicais livres, dentre eles
flavondides e compostos fendlicos (Malencinc et al., 2000). Os flavonoides modulam os
niveis de EROs e apresentam efeitos alelopéticos, sendo capazes de inibir a germinacgéo e
o crescimento de plantas (Peer & Mutphy, 2007). No extrato acetato de etila foi identificado
presenca de flavonoides e outros compostos fendlicos. Segundo Buer e Djordjevic (2009)
h& uma ligacdo entre os flavondides e a arquitetura vegetal, de modo que alteragdes no
crescimento e na parte aéreas das plantas podem ser causadas por flavonoides mutantes.
Relatam ainda haver trés possibilidades para sua acdo: efeito direto dos flavondides em
moléculas néo identificadas; efeito indireto mediado pela sua habilidade em modular os
niveis de auxina ou através da regulacédo das espécies reativas de oxigénio (EROs) (Buer
et al., 2010).

A homeostase das células vegetais pode ser alterada durante as sinalizacdes de
resposta celular ao estresse, e como mecanismos de defesa as plantas tendem a aumentar
a concentracao e atividade de sistemas antioxidantes (Shi et al., 2014) ou desencadear o
mecanismo de morte celular programada, o que se faz importante para a eliminacao de
células severamente danificadas, sendo que o aumento da concentracdo das enzimas
antioxidantes e a maior atividades das mesmas, nesses casos, podem estar relacionados
a uma maior producdo de EROs nas células vegetais (Yun et al., 2011). O que ira definir
entre potencializar a maquinaria antioxidante ou desencadear a morte celular programada
sera o equilibrio entre producéo e eliminacdo de EROs (Yun et al., 2011). Desta forma,
podemos propor que a menor atividade da SOD em sementes de capim colonido no
tratamento com a fracdo acetato de etila pode ser devido a esse balanco entre producgéao e
eliminacdo das EROs, onde a exposi¢cédo das sementes ao extrato pode ter promovido uma
elevacdo muito significativa das EROs intracelulares ocasionando o estresse oxidativo que
levasse a ndo promocao de aumento de SOD e sim ao caminho de morte celular ou
bloqueio de alguma outra via metabdlica que possa levar a tal caminho. O reflexo poderia
ser justificado pelas diminui¢des significativas da emisséo de raiz e perda de massa fresca.

Outra possibilidade é reconhecer que uma diferenca de sensibilidade do capim
colonido, quando comparado a alface, pode levar a formacdo de menos EROs, o que
promoveria menor atividade de SOD e, por consequéncia, de CAT e POX. Segundo Bernat
et al., (2004), a forma com uma espécie ou cultivar responde a presenca dos aleloquimicos

no meio varia, podendo algumas espécies expressar maior resisténcia a acao alelopética.
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O nivel de dano que determinado estresse pode estar causando a planta também
pode ser evidenciado pelo teor de clorofila e contetdo de carotenoides, uma vez que esses
pigmentos estdo relacionados com a defesa da planta, de modo que, em situacdes de
estresse desencadeado por herbicidas, as clorofilas totais sdo destruidas com maior
intensidade que os carotenoides (Hendry et al., 1987). A capacidade fotossintética da planta
diminui de acordo com o tamanho do estresse a que ela estd submetida (Chagas, 2007).

A fotossintese pode ser prejudicada devido a acdo de aleloquimicos que atuam
induzindo alteracdes no conteudo de clorofila das plantas receptoras (Carmo et al., 2007).
Em contrapartida, como consequéncia a tentativa de aclimatacdo da espécie, pode haver
um aumento do teor de clorofila (Marenco & Lopes, 2005). Nos dois casos os efeitos sao
similares ao que promovem alguns herbicidas em plantas, como por exemplo, as
piridazinonas e imidazolinonas (Carmo et al., 2007).

Foi observado elevacédo dos teores de todos os pigmentos (clorofila a, clorofila b e
carotenoides) (Tabela 6), podendo a elevacéo da clorofila ser uma resposta a aclimatacao
da espécie ao estresse promovido pela fracdo acetato de etila, estresse esse que pode ser
0 responsavel pela elevacdo dos teores de carotenoides, uma vez que tais pigmentos
exercem atividade protetora antioxidante, promovendo a eliminagao de EROs.

E reconhecido que carotenoides possuem capacidade de prevenirem a foto-
oxidacao das clorofilas (Hendry e Price, 1993), além de possuirem um papel importante na
extincdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Krieger-Liszkay, 2004), sendo assim,
esse efeito protetivo dos carotenoides, poderia representar um argumento para 0 nao
aumento significativo da SOD nas sementes de capim colonido tratadas com o extrato
acetato de etila, levando a crer que a acédo antioxidante dos carotenoides pode ter atuado
de forma mais rapida do que a resposta fisioldgica de ativacdo ao aumento da atividade da
SOD.

Vale o destaque que situacdes normais de estresse tendem a promover a destruicdo
de clorofilas, o que leva a diminuicdo do teor de clorofila total, bem como tende a levar a
diminuig&o da relagéo clorofila/carotenoides, porém os resultados mostram comportamento
diferente. Houve um incremento de 16,09% na clorofila total e de 4,78% na razdo
clorofila/carotenoide, tendo a relacdo entre as clorofilas a e b permanecido inalterada
(Tabela 6). Tais informacfes mostram que o aumento dos dois tipos de clorofila ocorreu de
forma proporcional. O fato de os carotenoides apresentarem a capacidade de prevenir a
foto-oxidacédo das clorofilas e capacidade de extinguir as EROs pode ter influenciado no
aumento das clorofilas a e b e, consequentemente, na relagcao clorofila/carotenoide e

manutencéao da proporc¢ao clorofila a / clorofila b.
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O incremento dos teores de pigmentos pode ter sido preponderante para a
manutengdo no comprimento das folhas na concentragdo 0,75mg/mL (Tabela 4). A
diminuicdo do comprimento foliar na concentracdo mais elevada, em comparagao ao
controle, pode ser um indicativo de que concentracdes mais elevadas do extrato possam
exercer perdas no aparato fotossintético quanto aos pigmentos, porém, essa € apenas uma
suposicdo, pois os testes de pigmentos foram realizados apenas na concentracao
0,75mg/mL, j& que buscamos avaliar a menor concentragdo com efeitos significativos para

a alelopatia.

5. CONCLUSOES

A fracd@o acetato de etila de folhas de Clusia fluminensis € apontada como a mais
promissora como alternativa ao controle de invasoras agricolas por promover menor
influéncia na cultivar testada (alface) e maior influéncia na invasora/daninha (capim
colonido). Com foco no uso da fragcéo acetato de etila como um herbicida natural, os danos
sobre o capim colonido se colocam como 0s mais importantes em nossos resultados. Os
resultados negativos para o capim colonido se mostram significativos a partir da
concentracéo 0,75mg/mL. Apesar dos resultados promissores na geminagao e crescimento
inicial, os resultados de massa fresca mostraram efeito danoso dos extratos da fracao sobre
o desenvolvimento das plantulas de alface e capim, o que requer novas avaliacbes. A
andlise fitoquimica da fracdo acetato de etila comprova a presenca de aleloquimicos
potentes para efeito alelopatico, que podem ter afetado a atividade das enzimas CAT, SOD
e POX com efeito promotor na alface, e inibidor no capim, o que pode explicar a possivel
resposta alelopatica mais efetiva sobre o capim colonido do que sobre a alface. A elevacao
das taxas de pigmentos se mostra como uma possivel resposta do capim colonido ao efeito
danoso do extrato, bem como uma interferéncia na atividade fotossintética pode ser a
responsavel por varios danos no crescimento inicial. Ao final concluimos que C. fluminensis
se mostra como uma espécie promissora para o aprofundamento das pesquisas com

finalidade alelopética.
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RESUMO

A busca de substancias terapéuticas alternativas leva ao aumento da exploracéo
da biodiversidade visando reconhecer alternativas que possam minimizar
impactos e abrir novas perspectivas de exploracéo biolégica. Espécies vegetais
de uso paisagistico e ornamental se mostram como alternativa de exploracéo,
visando o aproveitamento de residuos que naturalmente seriam descartados,
como ocorre com a espécie Clusia fluminensis. O género Clusia se enquadra em
um grupo de plantas portadoras de metabdlitos especiais com potencial a serem
explorados com finalidade biolégica, como a atividade antioxidante e
fotoprotetora. Visando reconhecer potencial antioxidante e fotoprotetor de
extratos etandlico e fracbes hexano, diclorometano, acetato de etila, butanol e
aquoso, obtidos de folhas de C. fluminensis, foram realizadas analise de teores
de fendis totais, taninos e flavonoides associando-os aos efeitos pesquisados.
Também foi realizada uma pesquisa mais especifica de alguns compostos
potencialmente bioativos por meio de CLAE e CG/EM, além de ensaios
antioxidantes ABTS, DPPH, FRAP e Fosfomolibdénio para reconhecimento de
potencial antioxidante do extrato e fragcdes analisados. Os resultados
demonstraram presenca significativa de fendis totais, taninos e flavonoides no
extrato e nas fracdes, com destaque para a fracdo acetato de etila. Analise de
CLAE demonstrou a presenca de hyperosideo na fracdo acetato de etila, de
modo a permitir uma correlagdo a atividade antioxidante mais significativa
encontrada nessa fracao frente aos ensaios ABTS, DPPH e FRAP. A atividade
fotoprotetora se mostrou mais significativa para a fragéo diclorometano, com FPS
7,01, compativel ao uso como fotoprotetor, além de identificar a fracdo acetato
de etila como um possivel efetivador de atividade fotoprotetora devido ao seu
efeito antioxidante constatado. Os resultados permitem concluir que a fracao
acetato de etila obtida de folhas de C. fluminensis seria a melhor a ser explorada
visando a obtencdo e formas naturais de antioxidantes e promotores de
fotoprotecéao, bem como a fragédo diclorometano se apresentam como alternativa
ao uso como FPS.

Palavras chave: antioxidante, fotoprotecdo, metabdlitos especiais, extratos
vegetais.




87

ABSTRACT

WASTE OF Clusia fluminensis Planck & Triana: AN ALTERNATIVE TO USE AS
AN ANTIOXIDANT AND PHOTOPROTECTOR

ABSTRACT: The search for alternative therapeutic substances leads to an
increase in the exploitation of biodiversity in order to recognize alternatives that
can minimize impacts and open new perspectives for biological exploration.
Vegetable species for landscape and ornamental use are shown as an
exploration alternative, aiming at the use of residues that would naturally be
discarded, as occurs with the species Clusia fluminensis. The Clusia genus fits
into a group of plants with special metabolites with potential to be explored for
biological purposes, such as antioxidant and photoprotective activity. In order to
recognize the antioxidant and photoprotective potential of ethanolic extracts and
hexane, dichloromethane, ethyl acetate, butanol and aqueous fractions, obtained
from C. fluminensis leaves, analysis of the contents of total phenols, tannins and
flavonoids was carried out, associating them to the researched effects. More
specific research was also carried out for some potentially bioactive compounds
by means of HPLC and GC/MS, in addition to ABTS, DPPH, FRAP and
Phosphomolybdenum antioxidant tests to recognize the antioxidant potential of
the extract and analyzed fractions. The results showed a significant presence of
total phenols, tannins and flavonoids in the extract and in the fractions, with
emphasis on the ethyl acetate fraction. HPLC analysis demonstrated the
presence of hyperoside in the ethyl acetate fraction, in order to allow a correlation
to the most significant antioxidant activity found in this fraction compared to the
ABTS, DPPH and FRAP assays. The photoprotective activity was more
significant for the dichloromethane fraction, with SPF 7.01, compatible with use
as a photoprotector, in addition to identifying the ethyl acetate fraction as a
possible effector of photoprotective activity due to its antioxidant effect. The
results allow us to conclude that the ethyl acetate fraction obtained from C.
fluminensis leaves would be the best to be explored aiming at obtaining and
natural forms of antioxidants and photoprotection promoters, as well as the
dichloromethane fraction are presented as an alternative to use as SPF.

Keywords: antioxidant, photoprotection, special metabolites, plant extracts.
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1. INTRODUCAO

Visando a melhoria da qualidade de vida da populagéo, a rica biodiversidade
brasileira vem sendo explorada pela quimica de produtos naturais em busca de
compostos bioativos que possam ser isolados e identificados como substancias
terapéuticas alternativas (Bolzani; Montanari, 2001).

Nesse sentido, o desenvolvimento de estudos com plantas e seus extratos
sdo de grande relevancia, considerando a possibilidade da utilizacdo das
substancias ativas naturais (Stein, 2011). Fontes naturais estdo disponiveis em
abundancia e oferecem as melhores possibilidades de encontrar substancias ativas
de interesse terapéutico (COSTA-LOTUFO et al, 2010).

Plantas da familia Clusiaceae tém sido motivo de estudos fitoquimicos por
apresentarem metabdlitos especiais com estruturas diversificadas e com atividades
biolégicas. Estudos realizados com este grupo de plantas levaram a caracterizagao
de metabdlitos especiais pertencentes a varias classes, tais como: benzofenonas,
floroglucindis, biflavonoides, bifenilas e xantonas.1,4-7. Entre as atividades
relatadas para substancias e/ou extratos obtidos de plantas deste género,
destacam-se as propriedades anti-inflamatérias, antimicrobianas e antioxidantes
(Ferreira et al., 2012; Ribeiro et al, 2011; Farias et al., 2012).

Uma fonte natural ndo atentada € representada pelo que se costuma
designar como “lixo”. Neste caso, sera designado “lixo” os residuos obtidos de poda
de plantas ornamentais. Residuos esses que, normalmente, sdo descartados e que
aqui, serdo enxergados como matéria prima para pesquisas. Folhas de Clusia
fluminensis, uma planta tradicionalmente utilizada como ornamental, e cujos
residuos de poda sao descartados como lixo, serao utilizadas para producéo de
extratos vegetais que serdo avaliados como alterativa ao uso como antioxidantes
naturais e fotoprotetores naturais.

Produtos naturais de origem vegetal tém a capacidade de reduzir o estresse
oxidativo, atuando como antioxidantes (Silva et al., 2013), retardando ou
prevenindo a oxidacao do substrato envolvido nos processos oxidativos impedindo
a formacdo de radicais livres (ROCHA, SARTORI, NAVARRO, 2016; SILVA,
SANTOS, CAVALCANTE, 2016). Além da atividade antioxidante o estudo do
potencial fotoprotetor tem sido cada vez mais explorado, pois estudos recentes tém

demonstrado que compostos de origem vegetal possuem agdes fotoprotetoras
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(EINSPAHR et al., 2003; ROSA et al., 2008 e ZAID et al., 2009). Desta forma, o
desenvolvimento de antioxidantes, de fotoprotetores ou até mesmo de
potenciadores de efeito fotoprotetivo naturais se mostram como uma alternativa ao
uso dos convencionais ja existentes.

Pensando assim, reconhece-se que os métodos de analises de atividade
antioxidante in vitro tém se tornado relevantes, uma vez que auxiliam na busca por
substancias bioativas, bem como na sele¢cao de matéria-prima para estudo, bem
como os testes de fotoprotecao in vitro, por meio da analise espectrofotométrica,
que visam verificar a presenga de compostos capazes de bloquear e/ou filtrar
radiacbes (UVA e UVB), vem sendo amplamente utilizados para verificagdo do
potencial fotoprotetor de extratos vegetais (BOBIN et al.,, 1994; MORLEY et al.,
2005; VELASCO et al., 2008; VIOLANTE et al., 2009).

O presente artigo visa reconhecer se os metabdlitos especiais presentes em
folhas de Clusia fluminensis possuem potencial atividade bioldgica para uso como

antioxidantes e fotoprotetores naturais.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Material biologico de pesquisa

Folhas maduras e completamente expandidas, escolhidas aleatoriamente de
plantas de Clusia fluminensis Planck & Triana presentes nos jardins do Instituto
Federal do Espirito Santo (IFES) campus Cariacica, foram coletadas de plantas
adultas e acondicionadas em sacos de papel, sendo conduzidas para o Laboratorio
de Sementes e Ecofisiologia de Espécies Florestais (LASEF) do Departamento de
Ciéncias Bioldgicas na Universidade Federal do Espirito Santo (UFES). Apos a
coleta, foram lavadas visando a retirada de poeira ou outros residuos. Foram
desidratadas em estufa a 40°C, por 120 horas, e trituradas, em liquidificador

industrial.

2.2 Maceracao e particao dos extratos
Para maceracdo das partes aéreas trituradas foi utilizado etanol como
solvente. Foram utilizadas 500 g das folhas trituradas em um baldo volumétrico
contendo 1000 mL de alcool etilico absoluto 99,8% P.A. lote 34526 da marca
NEON. Apos 96 horas o extrato foi rotaevaporado, sendo obtido o extrato etandlico
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bruto. O alcool recuperado pelo rotaevaporador foi reutilizado para uma extracdo a
exaustdo. O extrato bruto obtido das folhas de C. fluminensis foi submetido a um
processo de separacao fracionada, utilizando para tal, quatro solventes: hexano,
diclorometano, acetato de etila e butanol. Para o procedimento de separacéo dos
extratos foi feita a preparacdo do material com adicdo de 100mL de etanol ao
extrato bruto visando a dissolucédo dele. Para melhor dissolucdo o material foi
colocado para dissolver em lavadora ultrassonica digital SoniClean2. Apds o
material estar totalmente dissolvido, foi transferido para um funil de separacéo
iniciando assim o procedimento de fracionamento, sendo o extrato bruto submetido
a fracionamento com extracdo sequencial com hexano, diclorometano, acetato de
etila e butanol. As fracdes obtidas foram designadas como fragcdo hexano, fracédo
diclorometano, fracdo acetato de etila, fragcdo butanoico, e o residual, fracéo
aquoso. De cada fragdo adquirida, o solvente foi evaporado até a secura. Com 0s

extratos secos obtidos foram realizados os ensaios.
2.3 Analises
2.3.1. Avaliacéo in vitro de Atividade Antioxidante

2.3.1.1. DPPH: capacidade do extrato em doar a&tomos de hidrogénio

e estabilizar o radical livre DPPHe
A analise da atividade antioxidante dos extratos foi realizada por meio do método
de captura do radical livre DPPH (RUFFINO et al., 2007), com adaptacdes. O teste
de DPPH+ é um método direto para se determinar a atividade antioxidante de um
composto, por meio da doacédo de hidrogénio. Esse método consiste em avaliar a
capacidade antioxidante via atividade sequestradora do radical livre DPPH-. O
radical DPPHe possui coloracdo puarpura, absorvendo em um comprimento de onda
méaximo de aproximadamente 517 nm. As amostras analisadas foram preparadas
utilizando 1mL de solugdo de DPPH 0,1mM e 3mL do extrato etandlico e suas
fracGes, na concentracdo de 1,0mg/mL. As amostras permaneceram reagindo por
30 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo de luz até a realizacao das leituras
das absorbancias das amostras. Para determinacdo da curva padrao foi utilizado
4mL de solugdo DPPH nas concentragdes de 10 uM, 20 yM, 30 uM, 40 pM, 50 uM
e 60 uM, com as diluicdes feitas em metanol. Foi utilizado metanol como branco

para calibrar o espectrofotdmetro. O estudo foi realizado em triplicatas e as leituras
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em cubetas de vidro. A leitura das absorbéancias foi realizada em espectrofotbmetro
(Biospectro SP-220) no comprimento de onda de 517nm. Utilizou-se o Trolox como
padrdo antioxidante e os resultados foram expressos em termos da capacidade
antioxidante do composto equivalente ao trolox, expresso em valor de TEAC (Trolox

Equivalent Antioxidant).

2.3.1.2. ABTS: Capacidade do extrato em sequestrar o cation radical
livre ABTS™

Para a atividade antioxidante do extrato etandlico e suas fragcdes por meio
da captura do cétion radical ABTS (RUFFINO et al., 2007). Neste ensaio, o ABTS
€ oxidado, por meio da retirada de um elétron, pelo persulfato de potassio,
formando o radical catidbnico ABTS" +. Este ultimo possui coloragao verde intensa
com absorcdo maxima em 734 nm. Por acdo de um antioxidante ocorre a doagcao
de um elétron que reage com o ABTS" + reduzindo a coloragao pela formagao do
ABTS de cor verde clara ou incolor. A solucao do radical ABTS foi preparada pela
reacdo do ABTS 7 mM com persulfato de potassio 140 mM. Para completa reagéo
e estabilizacdo do radical, a solucéo radical ABTS permaneceu ao abrigo de luz, a
temperatura ambiente, por um periodo de 16 horas. Diluiu-se a solu¢do de ABTS
em etanol até obter uma absorbancia de 0,7 £ 0,05 a 734 nm. A curva de calibracao
do padrao Trolox foi feita nas concentragdes de 100, 500, 1000, 1500 e 2000 pMol.
As concentragOes utilizadas para construgcdo da curva de calibracdo para
capacidade antioxidante do extrato etanolico e suas frac6es foram de 1 mg/mL. Em
ambiente escuro foi transferida uma aliquota de 30 yL de cada solugdo padrao,
para tubos de ensaio e adicionados 3,0 mL da solugdo de radical ABTS. As
absorbancias foram medidas a 734 nm apés 6 min de reacéo, utilizando-se o etanol
como branco. Realizou-se 0 mesmo procedimento para as solu¢gées do extrato
etandlico e suas fracdes. A atividade em capturar o cation radical ABTS foi expressa
em UM trolox/g de extrato, obtida a partir das equacdes das retas das curvas
concentracdo de Trolox versus absorbancia e concentracdo da amostra versus
absorbéancia (RUFFINO et al., 2007). Utilizou-se o Trolox como padrao antioxidante
e 0s resultados foram expressos em termos da capacidade antioxidante do
composto equivalente ao trolox, expresso em valor de TEAC (Trolox Equivalent

Antioxidant Capacity)
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2.3.1.3. Poder antioxidante redutor do ferro (FRAP) dos extratos

No teste FRAP (SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2005), o poder de reducio
do extrato etanolico e suas fragbes estudadas foi estimado, resumidamente,
processando 900 pL de reagente FRAP, recém preparados e aquecidos a 37°C,
foram misturados com 90 uL de agua destilada e 30 pL de amostra (1,0 mg/mL) de
teste ou branco de reagente padrao ou apropriado. O reagente FRAP continha 2,5
ml de uma solugéo TPTZ 10 mM em HCI 40 mM, mais 2,5 ml de FeCls 6H20 20
mM, mais 25 ml de tampéo acetato 0,3 mM, pH 3,6. Realizou-se as leituras a 595
nm, sendo realizadas a cada 15s, utilizando um espectrofotémetro Beckman DU-
640 (Beckman Instruments Inc., Fullerton, CA, EUA) equipado com um suporte de
célula auto termostato. A temperatura foi mantida a 37 °C. As leituras aos 30 min
foram selecionadas para o calculo dos valores de FRAP. A curva padrao foi feita
substituindo a aliquota da amostra por uma aliquota de 10uL de Trolox em
concentragdes de 0,5, 0,75, 1,0, 1,25, 1,5, 1,75 e 2,0 uMol de Trolox. Solucdes
metandlicas de concentragdes conhecidas de trolox foram usadas para calibracao.
Os resultados antioxidantes foram expressos em equivalentes umol de trolox / g de

extrato.

2.3.1.4. Capacidade antioxidante total pelo método do
fosfomolibdénio (TAC-fosfomolibdenio)

A capacidade antioxidante total (TAC) do extrato etandlico e suas fracfes
hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol foi avaliada pelo método do
fosfomolibdénio (PRIETO et al., 1999). Uma aliquota de 300 uyL (1 mg / mL) do
extrato e de cada fracdo foi adicionada em 3 mL de solucéo reagente contendo
(acido sulfarico 0,6 M, fosfato de sédio 28 mM e molibdato de amdénio 4 mM). A
solucdo da mistura foi sujeita a incubacdo em banho-maria a 95 °C por 90 min. A
absorbéancia foi medida a 695 nm com espectrofotdmetro UV/VIS. A capacidade

antioxidante total foi expressa em equivalentes ao acido ascoérbico (ug EAA / mg).

2.3.2. Atividade Fotoprotetora
A atividade fotoprotetora foi avaliada in vitro através da determinag&o do

comprimento de onda maximo (Amaxmo) € da absorbancia méxima (Amaxima). OS
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extratos secos foram diluidos em Metanol (0,1 pg.mL? p/v) e realizada varredura
entre os comprimentos de onda de 260 a 400 nm (Espectrofotdmetro FEMTO,
modelo 800XI, em cubeta de quartzo de 1,0 cm caminho 6ptico), para verificar a
absorgao nas regides ultravioleta A e B (UVA e UVB). O Metanol absoluto PA foi

utilizado como branco e o experimento realizado em triplicata.

Célculo do Fator de Protecao Solar (FPS)
O calculo do fator de protecdo solar (FPS) foi obtido de acordo com a

equacao desenvolvida por Mansur et al, 1986.:

320
SPFepectrophotometric = CF X Z EE (1) x I (4) x Abs(4)
290

Onde: CF = fator de corregdo (10), referente a um FPS = 4; EE (A) = efeito
eritemogénico da radiagdo; | (A) = intensidade do sol; Abs (A) = leitura
espectrofotométrica da absorbéancia do extrato. Os valores do efeito eritemogénico
da radiacéo - EE (M) e intensidade do sol — | (A) utilizados para o calculo do FPS

foram os mesmos usados na literatura.

2.3.3. Determinacédo de Fendis Totais

Utilizou-se metodologia de Waterhouse (2002). Para a quantificacdo de
fendis nas amostras, foi retirado 0,2 mL de cada extrato (1mg/mL), acrescido de 0,5
mL da solucéo de Folin-Ciocalteau a 10% (v/v), 1,0 mL da solucdo de carbonato de
sédio a 7,5% (P/V) e 8,4 mL de agua, tendo sido protegidos da luz; apds 30 minutos,
foi medida a absorbancia em espectrofotémetro, a 760 nm. Como branco foi feita a
substituicdo da aliquota da amostra por metanol. O mesmo procedimento foi
adotado para as solucdes-padrdo de &cido galico, nas seguintes concentracdes:
100-50-25-12,5-6,25-3,125-1,56-0,78ug.mL?. As determinacdes foram
realizadas em triplicata e o resultado expresso em equivalente de acido galico por

miligrama de matéria seca (ug EAG/mQ).

2.3.4. Determinacao de Taninos

As analises dos extratos foram realizadas para determinacéo de fendis totais
pelo método Folin-Ciocalteau e os taninos totais, pelo método da precipitacdo da
caseina (FOLIN e CIOCALTEAU, 1927; MUELLER-HARVEY, 2001; QUEIROZ et
al., 2002; SEIGLER et al., 1986; READEL et al., 2001). Alterac6es no método foram
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inseridas visando a adequacdo aos teores de compostos fendlicos e taninos
encontrados em cada espécie. Os taninos foram determinados pelo método da
precipitacdo pela caseina, que consistiu em adicionar a um erlenmeyer de 50 mL 1
g de caseina em po e aliquotas de 6 mL do extrato diluido em 12 mL de agua, que
foram mantidos sob agitagdo constante por trés horas na temperatura ambiente (25
°C). Depois, as amostras foram filtradas em papel-filtro Whataman de 9 cm e o
volume do filtrado resultante, completado para 25 mL. Aliquotas variando de 8 a 12
mL foram removidas dessa solucao e os fendis residuais determinados pelo método
Folin-Ciocalteau. A quantidade de taninos correspondeu a diferenca entre o valor
encontrado nessa leitura e o obtido na determinacdo de fendis totais. As
determinacdes foram realizadas em triplicata e o resultado expresso em

equivalente de acido galico por miligrama de matéria seca (ug EAG/mg).

2.3.5. Determinacao de Flavonoides Totais

O conteudo total de flavonoides do extrato etanolico de folhas de Clusia
fluminensis e suas fragfes foi realizado pelo método colorimétrico de cloreto de
aluminio adotado por Djeridane et al. [15]. Um volume de 1,5 mL de solucdo de
AICl3 2% em etanol foi misturado com 1,5 mL de solu¢cdo de amostra (1mg/mL).
Ap6s incubacdo por 10 minutos a temperatura ambiente, a absorbancia foi medida
a 415 nm com espectrofotometro UV / VIS (Thermo, Waltham, MA, EUA). Para o
branco foi utilizado o etanol em substituicdo a amostra. A quercetina foi utilizada
como padrao para a curva de calibracdo e os resultados foram expressos como

equivalentes de quercetina (ug EQ/mQ).

2.3.6. CLAE

As andlises realizadas por CLAE foram realizadas em método Unico no
laboratorio LABPETRO da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES). A
metodologia conta com um volume de injecéo de 10 pL e uma vazao de 1 mL min-
1, As amostras e os padrdes foram solubilizados em metanol (em concentracéo
para andlise CLAE). O método se inicia com uma concentracdo de agua de 100%,
sendo esta variada de 100 % para 50 % em 45 minutos, sendo tal concentracao
mantida por 10 minutos, posteriormente a concentracéo retorna para 100 % em 10

minutos, sendo tal concentracdo mantida por mais 10 minutos. Para estas analises
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foi utilizado como fase movel, além da agua, a acetonitrila (em concentragdo para
analise CLAE). Trata-se de uma metodologia que envolve analise apenas dos
extratos obtidos de solventes polares, desta forma, foram feitas analise com o

extrato etandlico e as fragfes acetato de etila, butanol e aquoso.

2.3.7. Cromatografia gasosa acoplada com espectrometria de massa
(CG/EM)

A Cromatografia gasosa com espectrometria de massas (CG/EM) foi
realizada em um equipamento Agielant no laboratério de cromatografia do
LABPETRO da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES). A coluna utilizada
no processo cromatografico foi uma HP-5 de 30m x 250um x 0,25um. O injetor foi
ajustado para uma temperatura de 290°C e o detector para 310°C. A eluicao foi em
uma rampa de aquecimento iniciando a 40°C com taxa de aquecimento de 5°C/min
até 280°C, seguido com taxa de aquecimento de 15°C/min até 310°C. Para
caracterizacao foi utilizado padrédo de alcano de C10 a C40. A identificacdo das
substancias foram realizadas através da comparacao dos espectros de massas da
biblioteca NIST com os indices de retencao e semelhanca dos espectros de massas
com dados da literatura (ADAMS, 2009; THE PHEROBASE-DATABASE, 2020;
CHEMISTRY WEBBOOK, 2020).

2.4 Delineamento experimental e andlise estatistica
Os experimentos foram conduzidos por um delineamento inteiramente
casualizado (DIC). A analise estatistica dos resultados dos experimentos foi
realizada a partir da analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de comparacao
de médias de Tukey (p <1 e 5%).

3. RESULTADOS

3.1 Atividade antioxidante: ABTS, DPPH, FRAP, TAC-fosfomolibdénio
Os testes antioxidantes, ABTS, DPPH, FRAP e TAC-fosfomolibdénio,
mostraram atividade antioxidante significativa com todos o0s extratos e na
concentracdo testada, quando comparado aos padrbes utilizados nos

experimentos, sendo que nos ensaios ABTS, DPPH e FRAP os resultados foram
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obtidos a partir de uma curva padrdo Trolox e para o ensaio fosfomolibdénio os
resultados foram obtidos a partir de uma curva padrao com acido ascorbico.

Para todos os ensaios realizados foi observado aumento da atividade
antioxidante a medida que aumentava a concentracao dos extratos (uma relagao
dose dependente), sendo que no ensaio DPPH com extrato etanolico, fragGes
hexano e aquoso, nas concentracdes 0,25 e 0,50 mg/mL, assim como no ensaio
FRAP, com o extrato etanolico, concentra¢gdes 0,50 e 0,75mg/mL e fracdo hexano,
concentracbes 0,25 e 0,5 mg/mL, ndo observa-se diferenca significativa.
Comparando o extrato e as fragbes entre si, nota-se que os melhores resultados
foram os alcancados nos testes realizados com a fracdo acetato de etila, exceto
para o ensaio fosfomolibdénio, no qual os melhores resultados foram observados
nos tratamentos com a fragcao hexano. Entende-se por melhores resultados a maior

atividade antioxidante obtida em referéncia a curva padréo (Tabela 1).

Tabela 1: Atividade antioxidante do extrato etandlico de folhas de Clusia fluminensis e suas fragcdes
hexano, diclorometano, acetato de etila, butanol e aquoso.

Ensaio Concentracgéo dos Extratos e Atividade Antioxidante
antioxidante  extratos (mg/mL) Etanol Hexano DCM Acetato Butanol AQuOSO

0,25 71.31dC 62.09 dC 159.11dB 381.91dA 180.23dB 171.51dB
0,50 142.62cD 124.17cD  318.22cC  763.82cA 360.45cB 343.02cB

ABTS 0,75 213.93bD 186.26bD 477.33bC  1145.74bA 540.68bB 514.53bB
1,00 285.24aE 248.34aF 636.45aD  1527.65aA 720.68aB 686.04aC
0,25 218.89cC 160.28dD  289.50cB  375.16dA  258.44dB 270.17cB

DPPH 0,50 235.22cD 199.94cE 283.61cC 441.06cA 325.44cB 291.28cC
0,75 290.67bE 230.61bF 359.56bD 554.50bA 421.33bC 475.50bB
1,00 332.00aD 291.67aE  470.11aC  645.22aA  487.67aBC  511.06aB
0,25 1.59cD 1.15¢cD 5.18dC 17.63dA 9.16dB 7.61dBC
0,50 4.31bD 3.02bcD 10.40cC 26.82cA 13.18cB 11.50cBC

FRAP 0,75 5.86bD 3.88bD 15.43bC 35.68bA 22.26bB 16.37bC
1,00 13.31aD 10.23aE 29.25aC 60.04aA 38.26aB 31.61aC
0,25 47.37dB 61.04dA 39.04dC 44.55dB 44.75bB 42.72dB
0,50 84.21cA 88.95cA 45.91cC 73.47cB 51.55cC 50.98cCD

Mou! 0,75 107.21bB 126.77bA 75.96bE 87.63bD 83.65bD 101.75bC
1,00 118.22aB 135.98aA 100.99aD 94.89aE 92.81aE 105.39aC

Nota: Os ensaios antioxidantes realizados foram ABTS, DPPH, FRAP e FOSFOMOLIBDENIO. O
extrato e suas fracBes foram testados nas concentracbes 0,25, 0,50, 0,75 e 1,0 mg/mL. Os
resultados para os ensaios ABTS, DPPH e FRAP foram expressos em equivalente Trolox (UM
trolox g). Os resultados para o ensaio fosfomolibdénio foram expressos em equivalente acido
ascorbico (UM &cido ascérbico g'). A andlise estatistica foi feita em experimento fatorial com
andlise de variancia Anova. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si, com letras mailsculas comparando mesma linha e mindsculas em mesma coluna. Foi
aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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3.2 Atividade fotoprotetora
A atividade fotoprotetora do extrato etandlico e suas fracdes foi avaliada
mediante as andlises espectrofotométricas na faixa do ultravioleta (260 a 400 nm),
(Figura 1).
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Figura 1: Andlise espectofotométrica do extrato etandlico e suas fragGes hexano, diclorometano,
acetato de etila, butanol e aquoso.

Os resultados para o fator de protecdo solar (FPS), de acordo com a
equacao desenvolvida por Mansur et al., mostram que os melhores valores foram
observados para a fracdo diclorometano (7,01), seguido das fracdes butanol (5,12)
e acetato (4,90), sendo ambos com a mesma significancia estatistica; bruto (2,74)
e hexano (2,51) ambos com a mesma significancia estatistica, e a fracdo aquosa
(1,56) a menos efetiva e estatisticamente distinta de todos os outros (Figura 2).
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Hexano Dicloro Acetato Butanol Aquoso

Figura 2: Graficos representativos do Fator de Protecdo Solar (FPS) identificado no extrato etanélico
e em suas fra¢Bes hexano, diclorometano, acetato de etila, butanol e aquoso, seguindo o céalculo
proposto por Mansur et. al, 1986. Acima das barras estdo os valores de FPS obtidos. A analise
estatistica foi feita em experimento fatorial com andlise de variancia Anova. As médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade.
3.3 Teores de fendis totais, taninos e flavonoides

Os resultados para os teores de fendis totais, taninos e flavonoides do
extrato etandlico de folhas de Clusia fluminensis e suas fragbes hexano,
diclorometano, acetato de etila, butanol e aquoso encontram-se apresentados na

tabela 2.

Tabela 2:Teores de fendis totais, taninos e flavonoides.

Teor de Teor de Teor de
Extrato fendis taninos flavonoides
(Mg GAE/mg) (g GAE/mg) (ug CE/mg)
Etandlico 173.51b 92.82e 4.07b
Hexano 193.56b 173.86d 5.12a
DCM 499.83a 413.90c 3.83bc
Acetato 576.16a 478.59b 3.38bc
Butanol 498.76a 498.76ab 3.00c
Aquoso 530.91a 510.72a 0.55d

Em relacdo ao teor de fendis totais as fracdes com os maiores teores foram
a fracdo acetato de etila com 576,16 pgeAG/mg, aquoso com 530,91 pgeAG/mg,
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diclorometano com 499,83 ugeAG/mg e a fracdo butanol com 498,76 ugeAG/mg,
sem diferencas estatisticas significativas, seguidas das fracdes hexano com 193,56
HOQEAG/mg e o extrato etandlico com 173,51 ugEAG/mg, sem diferencas
significativas entre estes dois ultimos, porém com diferencas significativas em
relac@o as outras quatro fracdes descritas.

Houve aumento significativo no teor de taninos com o aumento da polaridade
das fragcOes (Tabela 1). Os maiores teores de flavonoides foram observados na
fracdo hexano com 5,12 ugCE/mg, seguido do extrato etandlico com 4,07 ungCE/mg

e 0s menores teores identificados na fragéo aquoso, com 0,55 ngCE/mg.

3.4 CLAE e CG/EM
Os resultados obtidos para os testes CLAE e CG/EM estdo expressos na

Tabelas 3 e 4, respectivamente.

Tabela 3: Resultados obtidos de CLAE.

Padréo utilizado Extrato e fragdes

EtOH AE But Aq
Hyperosideo + + + +
Isoquercitrina + - - -
Rutina + - - -

Nota: Foram usados os padrdes hyperosideo, isoquercitrina e rutina. Foram analisados o extrato
etandlico (EtOH)e as fracOes acetato de etila (AE), butanol (But) e aquoso (Aq). O sinal (+) indica
a presenca do componente e o sinal (-) indica a ndo presenca dele.

Observa-se a presenca de hiperosideos no extrato etandlico (= 375 mAU) e
nas fracbes acetato de etila (= 950 mAU), butanol (= 825 mAU) e aquoso (= 20
mAU), sendo que no extrato etandlico, além dos hiperosideos isoquercitrina (= 400
mAU) e rutina (= 375 mAU) que também foram detectados de forma significativa.
A unidade mAU representa a é&rea total de absorbancia (mAU) obtida no
experimento CLAE no cromatograma. Os valores de mAU de referéncias obtidos
no cromatograma para os padrdes foram: hiperosideo (= 4250), isoquercitrina (=
4000) e rutina (= 4200 mAU).

Na Cromatografia gasosa com espectrometria de massas (CG/EM) das
fracOes apolares, a fracdo hexano apresentou como destaque o composto 4a,14-
Dimethyl-5a-ergosta-8,24(28)-dien-33-ol, um intermediario na biossintese do
colesterol também conhecido como obtusifoliol. Além dele, se destacaram os

compostos B-Sitosterol, B-Amyrin e a-Amyrin (Tabela 4). Na frac&do diclorometano
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foi observada uma maior variedade de compostos e quantitativamente mais
préximos, com destaques para o0 composto Benzaldehyde, 2,5-dimethyl, o
composto Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl), o composto n-Hexadecanoic acid, o
composto Squalene, o composto 3-Cyclohexene-1-ethanol, a-ethenyl-a,3-dimethyl-

6-(1-methylethylidene), e o composto prebucol (Tabela 4).

Tabela 4: Principais compostos identificados por Cromatografia Gasosa com Espectrometria de
Massas (CG/EM) nas fracdes apolares de folhas de Geonoma schottiana Mart.

RT (min) Area % Compostos - Hexano
45,523 34,24 4a,14-Dimethyl-5a-ergosta-8,24(28)-dien-33-ol
45,813 12,93 B-Sitosterol
46,094 10,74 B-Amyrin
46,415 17,52 a-Amyrin

RT (min) Area % Compostos - Diclorometano
13,545 7,04 Benzaldehyde, 2,5-dimethyl
21,463 14,67 Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)

31,295 10,91 acido n-hexadecandico

43,255 6,9 Squalene

45,979 1512 3-Cyclohexene-1-ethanol
a-ethenyl-a,3-dimethyl-6-(1-methylethylidene)

50,499 5,21 prebucol

4. DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho permitem algumas correlactes
significativas quanto aos teores de fendis totais, taninos e flavonoides X atividade
antioxidante X fotoprotecdo. Trés fatores correlacionados que podem promover
explicagdes convincentes quanto a alguns aproveitamentos bioldgicos de extratos
vegetais para uso humano, para reducéo de impactos ambientais, para melhoria da
saude, para sustentabilidade entre outras possibilidades de uso biolégico. Além
disso, os resultados obtidos permitem acrescentar e referendar algumas
informagBes que envolvam a aplicabilidade do género Clusia e da espécie Clusia
fluminensis, ja indicados com alguns fins bioldgicos.

A andlise de teores de fenois totais, taninos e flavonoides reafirma a

presenca desses compostos no extrato de folhas de Clusia fluminensis e fragcdes
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(Tabela 2). A identificacdo e quantificacdo de tais compostos permitem a
exploracdo dos extratos para fins biolégicos, como a acdo antioxidante (Tabela 1)

e a atividade fotoprotetora (Figuras 1 e 2).

Atividade antioxidante

A atividade antioxidante é relacionada a capacidade de um composto
bioativo eliminar efetivamente radicais livres, inibindo reacdes de lipoperoxidacao,
mantendo a estrutura e fun¢des celulares e evitando outros danos oxidativos (ZOU
et al., 2016). Entre os compostos com agao antioxidante destacam-se os polifendis,
representados, por exemplo, pelos flavonoides e pelos taninos, dois dos compostos
fendlicos analisados neste trabalho. O grande destaque se da aos flavonoides, visto
gue, juntamente com os compostos fendlicos, os flavonoides sdo indicativos de
atividade antioxidante (CHEN, XIE, NIE, LI, & WANG, 2008; QIAO et al., 2009).
Taninos sdo compostos fendlicos, que normalmente estdo vinculados a
macromoléculas, com uma conhecida atividade antioxidante (SOARES, 2002).

Como ndo existe um método padronizado oficialmente para determinagéo
da atividade antioxidante em espécies de origem vegetal e seus subprodutos, tendo
em vista 0s varios mecanismos antioxidantes que podem ocorrer, bem como a
diversidade de compostos bioativos (Sousa et al (2011), € necessario que a
avaliacd@o seja realizada por diferentes técnicas para melhor indicar a capacidade
antioxidante desse tipo de matriz.

A variacao da atividade obtida pelo método ABTS, de 381,91 a 1527,65 uM
trolox g, mostrou a fracdo acetato de etila com uma atividade antioxidante
significativamente maior quando comparada ao extrato etandlico e as outras
fracOes analisadas, levando a crer que o material obtido das folhas de C.
fluminensis exercem efeito marcante na neutralizacao de radicais livres.

Assim como ocorreu com o0s testes no ensaio ABTS, a variacdo da atividade
obtida no ensaio DPPH, de 375,16 a 645,22 uM trolox g, mostrou que a fracdo
acetato de etila exerce efeito marcante na neutralizagao de radicais livres, ajudando
a referendar o potencial efetivo como agente antioxidante.

O ensaio antioxidante FRAP se apresenta como um processo de reducao
baseado na transferéncia de elétrons. Estima o potencial antioxidante a partir da
capacidade da matriz promover a reducéao do estado féerrico (Fe3+) para o estado

ferroso (Fe2+) (IQBAL et al., 2012). Tanto o extrato etandlico como suas fracdes
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foram ativos frente a reducéo de ions férricos em todas as concentracdes testadas,
com destaque de eficiéncia para a fracdo acetato de etila, que apresentou os
melhores resultados quando comparados a todos o0s outros e com um
comportamento dose dependente, mostrando-se o0 mais ativo entre todos os
extratos testados, apresentando a concentragcéo 1,0 mg/mL como mais eficaz, com
valores de atividade antioxidante 60,04 uM trolox g.

O ensaio de FRAP mede somente os mecanismos de transferéncia de
elétrons que em combinagcdo com outros métodos, pode ser util na distingcdo de
mecanismos dominantes com diferentes antioxidantes (PRIOR; XIANLI; SCHAICH,
2005). Segundo Thaipong et al. (2006), FRAP foi a técnica que apresentou elevada
correlagcdo com os teores de acido ascorbico e grupos fendlicos.

Nogueira, Cardoso & Vilhena (2019), identificaram atividade antioxidante em
casca e sementes da espécie Garcinia macrophylla (familia Clusiaceae), mostrando
gue diferentes 6rgdos vegetais na familia em estudo geram extratos com
comprovado poder antioxidante. Demonstraram a atividade antioxidante de extrato
hidroalcoolico (0,75 mg/mL e 0,1875 mg/mL) obtido a frio e a quente de cascas e
sementes da espécie citada, com resultados significativos para os ensaios ABTS,
DPPH e FRAP. Para o ensaio ABTS e DPPH foram encontrados valores em
equivalente trolox (mg TE/g), e para o FRAP valores em umol Fe (ll)/g de extrato.
Dos extratos hidroalcodlicos obtidos a quente de G. macrophylla, aquele das
cascas foi mais ativo do que o das sementes, sendo que, na concentracao de 0,75
mg.mL-1, as atividades foram de 180,02 (+ 3,30x10-3) e 94,89 (+ 1,02x10-3) pmol
Fe (I)/g de extrato, respectivamente. Observou-se que os extratos de G.
macrophylla foram ativos na captura do radical ABTS™ e demonstraram atividades
similares variando em torno de 64,00 mg de TE/g de extrato, para a concentracao
de 3 mg/mL. Os resultados do ensaio DPPH foram expressos em funcdo do
equivalente em trolox (TE) por grama de extrato e se mostraram muito préximos
variando de 275,49 a 281,74 mg de TE/g. Apesar da distancia taxondmica em
relacdo a C. fluminesis, e dos testes terem sido utilizados com 6rgaos e extratos
distintos, os resultados obtidos pelos autores fortalecem a exploracao de atividade
antioxidante em espécies da familia Clusiaceae e do género Clusia.

Extrato e fracdes obtidas das partes aéreas de C. paralicola foram capazes
de sequestrar os radicais livres DPPH' e ABTS™ e a fragdo acetato de etila foi

também a mais ativa (Lins et al, 2016). Os testes para o DPPH e ABTS aqui foram
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realizados em diferentes concentracdes e com resultados em equivalente Trolox
(uM trolox g?), e, assim como no observado para C. paralicola, os melhores
resultados foram obtidos com a fragdo acetato de etila, com valores variando de
375,16 a 645,22 pM de Trolox no ensaio DPPH e 381,91 a 1527,65 uM trolox g
no ensaio ABTS.

O fato de os melhores resultados para atividade antioxidante nos testes
ABTS, DPPH e FRAP, terem sido obtidos com a fracao acetato de etila (Tabela 1),
levanta a sugestdo de que as substancias com melhor atividade antioxidante em
folnas de espécies de Clusia tém provavelmente um carater de polaridade
intermediaria e carater positivamente carregada. Além disso pode-se notar o
comportamento dose dependente, fato em praticamente todos os ensaios, com
poucas excecbes em alguns resultados que nao apresentaram significancia
estatistica.

O aumento do potencial antioxidante observado para 0S ensaios esta
seguindo o obtido em varios estudos que indicam uma relacdo direta ente a
presenca de compostos fendlicos a atividade antioxidante (LEFAHAL et al., 2018),
conforme observado nos estudos realizados com folhas de Cordia verbenécea, que
demonstrou que as fracbes acetato de etila, butanol e diclorometano,
respectivamente apresentaram consideravel quantidade de compostos fenodlicos
(SANTI, 2014) e com estudos de folhas de Dicksonia sellowiana, em que a maior
atividade antioxidante foi observada em compostos com maiores conteudos de
compostos fenolicos (BORA, 2005).

Ha uma diversidade muito grande de fendis, podendo serem destacados 0s
flavondides, acidos fendlicos, taninos, fendis simples, ligninas, cumarinas e
tocoferois (Shahidi & Naczk, 1995). Constituem um dos grupos mais interessantes
de compostos no reino vegetal, principalmente devido a sua forte capacidade
antioxidante, sua alta eficacia como preservantes e sua ampla aceitacdo pelo
publico em geral, sendo muitas vezes aplicados nos alimentos atraves de extratos
de plantas, se valendo dos efeitos sinérgicos entre compostos, ou também sédo
adicionados individualmente, no caso de moléculas com elevada atividade
(CAROCHO; MORALES; FERREIRA, 2016; ZOU et al., 2016).

Para que os compostos fendlicos sejam considerados antioxidantes e
possam exercer seu papel biolégico € necessario que, mesmo em baixas

concentracdes, sejam capazes de impedir, retardar ou prevenir a auto oxidagcéo ou
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oxidacdo mediada por radicais livres e que o produto formado apo6s a reacao seja
estavel (RICE-EVANS, 1996). Os teores mais elevados de fendis totais na fracao
acetato de etila corroboram os resultados dos testes antioxidantes DPPH, ABTS e
FRAP, que mostraram os melhores resultados de atividade antioxidante para a
fracdo acetato de etila, e, apesar dos resultados do ensaio fosfomolibdénio da
fracdo acetato ndo terem sido os melhores, é fato que a discrepancia em relacao
aos mais significativos ndo é muito grande, o que torna essa fragao importante para
o ensaio fosfomolibdénio.

A analise dos teores de fendis totais mostrou dois niveis de significancia,
com teores mais elevados nos extratos de polaridade intermediaria e maior
polaridade, com destaque quantitativo para a fracdo acetato de etila (tabela 2).
Apesar de ndo haver diferenca estatistica significativa dos teores de fendis obtidos
pela extragcdo das fracOes diclorometano, butanol e aquoso, o maior teor em
namero absoluto foi 0 obtido pela extracao feita com a frac&o acetato de etila. Esses
resultados podem ser comparados com fontes da literatura, visando referendar os
dados de teores de fendis.

Lins et al. (2016) mostraram que as fragoes obtidas por meio da extragéo
com acetato de etila de folhas de Clusia paralicola, apresentaram as maiores
guantidades de compostos fendlicos (92,4mgEAG g?). Da mesma forma, 0s
resultados aqui obtidos, mostram os maiores teores de fendis totais em folhas de
C. fluminensis a partir da fracdo acetato de etila, porém, os teores encontrados
foram maiores para C. fluminensis (576.16 pgEAGmMg™Y).

Como o observado na tabela 2, e de acordo com o descrito na literatura, a
presenca de flavonoides no extrato etandlico e fragBes analisadas pode ser um
indicativo de efetivacao da atividade antioxidante descrita na tabela 1, uma vez que
os flavonoides estéo relacionados a diversas atividades bioldgicas, entre elas a
acao antioxidante. A acéo antioxidante dos flavonoides se da pela sua capacidade
de sequestrar radicais livres e quelar ions metalicos (Vinayagam, 2015).

De acordo com Pietta (2000), os flavonoides, devido ao seu baixo potencial
de reducdo, sdo termodinamicamente aptos para reduzirem radicais livres
altamente oxidantes como o superoxido, peroxila, alcoxila e hidroxila através da
doacéo de um atomo de hidrogénio.

A anadlise da tabela 2 permite reconhecer que os teores de flavonoides foram

significativamente maiores no extrato etandlico e na fracdo hexano, com as fracdes
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de maiores polaridades apresentando teores quantitativamente menores, porém,
de quantificacéo relevante. Assim, a correlacdo destes compostos com a atividade
antioxidante passa a ser feita de forma destacada e com algumas correlagdes na
literatura.

Macedo et al. (2013) correlacionou os teores de flavonoides e taninos em
cipo-caboclo (Davilla rugosa) associando tais compostos a atividade antioxidante
guantificada pelo método DPPH, relatando uma relacdo direta entre o teor de
flavonoides e taninos e a atividade antioxidante. Eles utilizaram extracbes com
solventes hexano e acetato de etila enfatizando a maior capacidade seletiva de
compostos antioxidantes na extracdo realizada com acetato de etila, assim como
os resultados obtidos neste trabalho.

Silva & Paiva, 2012, quantificaram flavonoides expressos como equivalentes
de rutina em pgmL1, e o ensaio DPPH, expresso em EC50, medido em g extrato
/g DPPH, com extrato metandlico obtido de folhas de C. fluminensis. Para a
guantificacado de flavonoides, os resultados obtidos foram 8,07% de flavonoides e
para o ensaio DPPH os valores obtidos foram 3,48 g extrato/g DPPH. Esses
resultados mostram a presenca significativa de flavonoides e o efeito antioxidante
do extrato metandlico obtido de folhas e C. fluminensis. No presente trabalho,
obtivemos valores de flavonoides em equivalente de quercetina (ug EQ/mQ)
variando de 0,55 a 5,12 ug EQ/mg e valores de DPPH em equivalente Trolox (UM
trolox g*) variando de 375,16 a 645,22 uM trolox g1, sendo os melhores resultados
de DPPH obtidos com a fragao acetato de etila, e os melhores resultados dos teores
de flavondides obtidos para a fracdo hexano.

Ao se comparar os resultados de atividade antioxidante com os teores de
flavonoides, nota-se que os melhores resultados antioxidantes ndo foram das
fracdes que possuem os maiores teores de flavonoides encontrados, e sim os de
teores médios (Tabela 2). Isso sugere que os flavonoides presentes no extrato e
fracOes podem ser de diferentes tipos, e que ndo é a quantidade de flavonoides
gue tende a influenciar na atividade antioxidante e sim a presenca de diferentes
tipos de flavonoides, ou até mesmo outros compostos presentes no extrato e suas
fracbes, que podem exercer efeito sinérgico para efetivacdo da atividade
antioxidante.

Pelo exposto no ensaio CLAE, dentre os flavonoides presentes nos extratos,

houve um grande destaque para a presenca de hiperosideos na fracdo acetato de
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etila (a que se mostrou mais eficaz frente a atividade antioxidante para ABTS,
DPPH e FRAP). Sabe-se que o hiperosideo (hiperina, quercetina-3-O-galactosideo;
HYP) é um metabdlito secundario pertencente ao grupo dos flavonoides
glicosilados, encontrado em diferentes espécies vegetais (Zheng et al., 2012). Os
hiperosideos sdo moléculas relativamente hidrofilica (Jia et al., 2012), com
capacidade de citoprotecdo (Zhang et al., 2010; Zhang et al., 2011), atividade
antioxidante (Luo et al., 2004; Gioti et al., 2009; Rainha et al.,, 2013) e anti-
inflamatoria (Hammer et al., 2007; Sosa et al., 2007; Suntar et al., 2010). A presenca
de tal flavonoide, sugerida pelo CLAE, corrobora o comportamento do extrato
etandlico e das fracdes analisadas quanto ao perfil antioxidante, verificado nos
ensaios antioxidantes (Tabela 1). Corrobora ainda a hipotese de que o tipo e ndo
necessariamente a maior quantidade de flavonoides tende ser mais marcante para

efetivacdo da atividade bioldgica.

Fotoprotecéao

Os resultados apresentados na figura 1 representam um indicativo de que o
extrato etandlico e, principalmente trés de suas fracdes (diclorometano, acetato de
etila e butanol), possam ser utilizados como produtos fotoprotetores. A faixa
espectral, com maximo em 305nm, € a de maior relevancia em termos de
fotoatividade, pois é a faixa onde ocorre a maior inducéo a quebra de dimeros de
ciclobutanopiridina encontrado no DNA epidermal, conforme descrito no relatorio
da Organizacdo Mundial da Saude (Rosa et al., 2008). Foram observadas faixas
elevadas de absorbancias em diferentes comprimentos de onda, com destaque
para a faixa entre 290 e 360 nm (espectro especifico da regido UVB), que, apesar
de ndo ter sido o maior pico de comprimento de onda (os mais elevados foram entre
270 e 280 nm), apresentaram-se com valores relativamente altos, merecendo
destaque para avaliacdo de efetividade biolégica de Fatores de Protecdo Solar
(FPS) (Figura 1).

Os parametros de FPS foram determinados pelo método
espectrofotométrico desenvolvido por Mansur et al. (1986), utilizando a RUV-B
como representativa, isso pois tal radiacdo é considerada a de maior incidéncia
durante o dia promovendo maior tempo de exposicdo as pessoas. Para se
determinar a eficacia do extrato como protetor solar adotou-se a referéncia de

classificacdo dos FPS em fatores de minima protecdo quando apresentarem FPS
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de 2-12, fatores de moderada protecdo quando apresentarem FPS de 12-30 e
fatores de alta protecédo quando o FPS for > 30 (Ratnasooriya et al., 2016). Porém,
seguindo recomendacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA,
2012) o fator minimo de protecédo, segundo essa resolucao, € de FPS 06.

Segundo as orientagdes de classificacdo, apenas a fragdo aquoso (1,56) nado
seria recomendado como possivel protetor solar natural, e, a fracdo diclorometano
se apresentaria como um potencial extrato a ser utilizado como FPS, apresentando-
se com valores de FPS 7,01, acima do sugerido pela ANVISA, inclusive.

Vale o destaque do relato de que os raios UV-B absorvidos pela pele levam
a producdo de radicais livres agressivos como Oz, 'Oz, HO2, OH, ROO
(RATNASOORIYA et al.,, 2014). Desta forma, a incorporacdo de antioxidantes
tende a ser amplamente recomendada em filtros solares. Assim, para a avaliacédo
dos extratos mais eficientes, a atividade antioxidante seria importante para o
desenvolvimento de filtros solares mais eficazes (NAPAGODA, 2016). Isso leva a
reconhecer que a possivel eficacia das fracfes diclorometano, acetato de etila e
butanol podem ser levadas em consideracdo também pelo fato de estarem sendo
associados com efeitos antioxidantes (Tabela 1).

Os resultados de atividade antioxidante ABTS, DPPH e FRAP, mostraram
gue as fracOes acetato de etila e butanol demonstraram os melhores resultados
(com destaque para a fracdo acetato de etila), e, apesar de ndo demonstrarem
valores de FPS compativeis com o requisitado pela ANVISA, demonstraram valores
gue se enquadram acima no minimo (FPS minimo = 2) para atividade fotoprotetiva,
0 que sugere a possibilidade de avaliacéo de tais fracfes, principalmente a fracédo
diclorometano com efeito protetor e a fragdo acetato de etila como efetivo
fotoprotetor, ou, ao menos, como promotores de eficacia, lembrando que, visando
aumentar a eficiéncia dos protetores solares, a combinacdo do uso de compostos
antioxidantes e/ou anti-inflamatérios com os protetores solares podem promover
maior eficacia dos fotoprotetores, e, mais uma vez, a avaliacdo dos teores de fenais,
taninos e principalmente flavonoides corroboram tanto com o potencial fotoprotetor
guanto com o potencial antioxidante.

A relacao entre a composicdo quimica descrita no extrato etanélico e suas
fracOes permite que se possa levantar a possibilidade de exploracdo deles como
componentes de protecéo solar ou acentuadores de efeito protetivo, e a presenca

de polifendis, taninos e flavonoides favorece tal atividade.
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No caso de atividade fotoprotetora, foi descrito que os flavondides tém
efeitos fotoprotetores significativos por causa de sua capacidade de absorcdo de
UV e seus efeitos antioxidantes (Saewan & Jimtaisong, 2013). Recentemente, foi
bem relatado que extratos de plantas ricos em flavonéides sédo capazes de absorver
luz ultravioleta nas regides UV-B e UV-A (COSTA et al., 2015). Nesse contexto,
varios autores associaram a atividade fotoprotetora de extratos vegetais ao seu
conteudo de flavondides (SOUZA et al., 2015; SILVA et al., 2014; De-Oliveira-Junior
et al., 2013).

Os flavondides séo acidos fracos e, como sao polares, ou moderadamente
polares, sédo soluveis em etanol, metanol, butanol e combinacdes de solventes com
agua (MARKHAM, 1982). Absorvem radiacdo eletromagnética na faixa do
ultravioleta (UV) e do visivel, e dessa maneira apresentam papel de defesa nas
plantas frente a radiagdo UV da luz solar (ROBARDS et al., 1999). Além disso,
representam a classe de polifendéis com maior atividade antioxidante e
sequestradora de radicais livres, além de apresentarem significativa atividade anti-
inflamatéria (KOH; MITCHELL, 2008; MANACH ET AL et al., 2004).

A presenca de flavonoides e taninos nos extratos conferem um destaque
guanto a absorcao espectral pela radiacdo solar na faixa do UV-B com finalidade
de antienvelhecimento e fotoprotecdo (Ramos et al., 2010; Dal'Belo, 2008; Gobbo-
Neto & Lopes, 2007), além de ser, um indicativo de absorcdo da radiacdo UV,
proporcionando altas absortividades molares (¢/M~*cm™) para comprimentos de
onda (A) que culminem com um FPS biologicamente efetivo (Simdes et al., 2010).

O perfil de CG/EM da fracéo diclorometano revelou alguns componentes que
podem corroborar o melhor efeito de FPS obtido. Destaca-se o composto escaleno
(Tabela 4), um triterpeno relatado como um protetor de varias doencas na literatura
(Ryan et al., 2007).

Segundo o descrito por Fernando et al., 2018, em experimento envolvendo
a analise de extrato de etanol, e das fracGes acetato de etila e hexano de Caulerpa
racemosa, para identificar principios bioativos, o composto esqualeno aumentou 0s
efeitos protetores nos queratindcitos HaCaT contra danos celulares induzidos por
UV, reduzindo os niveis de EROs. Além disso, o esqualeno pode reduzir os niveis
de oxido nitrico (NO), 6xido nitrico sintase indutivel (iNOS), prostaglandina E2
(PGE 2), ciclo-oxigenase (COX-2) e algumas citocinas pro-inflamatorias nos

macréfagos brutos induzidos por lipopolissacarideo, exercendo assim efeito
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antioxidante e anti-inflamatoério. Apesar do estudo ter sido realizado com uma
espécie de macroalga, os resultados podem ajudar a associar uma possivel acao
benéfica do composto esqualeno, presente na fracdo diclorometano, como
promotor de atividade fotoprotetora.

Outro fator que corrobora com os resultados obtidos para promocéo de efeito
fotoprotetor da fracdo diclorometano € a presenca de acido n-hexadecandico,
(Tabela 4). Sugere-se que o acido n-hexadecandico possa funcionar como um
agente anti-inflamatério, pois demonstrou atividade inibidora significativa no estudo
da cinética enzimatica do fosfolipase A2(PLAz) (Aparma et al., 2012), enzima que
controla o passo inicial na formacgéo de potentes mediadores inflamatoérios (Ueno &
Rosemberg, 1990), além de apresentarem potencial citotoxico e anticancer (Ravi &
Krishman, 2017).

Tanto a presenca de esqualeno, quanto de &cido n-hexadecandico poderiam

ajudar a explicar o maior valor obtido de FPS para a referida fracéo diclorometano.

5. CONCLUSOES

Extratos de folhas de C. fluminesis apresentam potencial para ser explorados
com fins biolégicos. O extrato etandlico e suas as fracdes analisadas apresentam
potencial acédo antioxidante, com destaque para a fragao acetato de etila. Apresenta
potencial atividade fotoprotetora, exatamente pelo poder antioxidante demonstrado.
A fracdo diclorometano destaca-se pela potencial atividade fotoprotetora,
demonstrando FPS compativel com o aceitavel para uso como protetor solar. As
analises bioquimicas realizadas referendaram a busca de uma exploracdo
sustentavel a partir de rejeitos biolégicos que naturalmente seriam descartados

como lixo.
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