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RESUMO

FERRARI, Ana Paula. Atividade alelopatica, antioxidante e antimicrobiana de plantas
com uso popular antimaldrico. 115f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) —
Programa de Pds-Graduagdo em Agronomia (Area de Concentracdo: Producéo
vegetal), Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Pato Branco, 2013

O objetivo desse trabalho foi analisar a influéncia de diferentes concentragdes dos
extratos brutos etandlicos (EET) e diclorometéanicos (EDC) das espécies medicinais
antimalaricas Bidens pilosa L. (picdo-preto), Phyllanthus niruri L. (quebra-pedra),
Petiveria alliacea L. (guiné) e Senna hirsuta L. (fedegoso), sobre a germinabilidade
(GER), tempo médio de germinagdo (TMG), velocidade média de germinacéo
(VMG), comprimento de radicula (RAD) e comprimento de hipocétilo (HIP) de
Lactuca sativa L. (alface) e Ipomoea grandifolia (Dammer) O"Donel (corda-de-viola).
O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, distribuido em um trifatorial
(espécie antimalarica vs. extrator vs. concentragdo). Os bioensaios foram realizados
com quatro repeticdes de 25 sementes, para os testes germinativos, e 10 sementes
pré-germinadas, para os bioensaios de crescimento. As sementes germinadas foram
contadas diariamente, para a obtencdo do TMG e VMG, enquanto a GER, RAD e
HIP foram mensurados apds 144 horas da aplicacdo dos extratos. Paralelamente ao
estudo de atividade alelopatica, objetivou-se também analisar a atividade
antioxidante e antimicrobiana dos EET e EDC das quatro espécies antimaléricas
utilizadas nos bioensaios, assim como, da espécie Quassia amara L. (quéssia-
amarga). As analises antioxidantes foram realizadas através de trés metodologias
distintas, sendo elas: sequestro do radical ABTS™ e sequestro do radical DPPH’,
ambas realizadas com os EET e EDC, e poder antioxidante de redugdo do Ferro
(FRAP), realizada apenas com os EET, assim como o teor de compostos fendlicos
totais (TCF). Os EET foram comparados aos antioxidantes comerciais BHT (butil
hidroxitolueno), BHA (butil hidroxianisol) e a-tocoferol. Os resultados dos bioensaios
dos extratos brutos das plantas antimalaricas, e suas respectivas concentracoes,
demonstraram efeitos inibitérios, e em alguns casos estimulatérios, de magnitudes
diferentes sobre os processos de germinagdo e/ou crescimento das espécies alvo. O
aumento das concentracOes dos EET e EDC de P. alliacea e do EET de S. hirsuta,
nao afetaram o TMG, VMG e GER de corda-de-viola, sendo que o EDC de P.
alliacea também néo influenciou sobre RAD e HIP da mesma, enquanto o EET de B.
Pilosa apresentou 6timos resultados de inibicdo do RAD e HIP de alface e GER,
TMG, VMG, RAD e HIP de corda-de-viola. Em todas as metodologias de atividade
antioxidante analisadas, o EET de Q. amara demonstrou-se como o tratamento mais
eficaz, seguido do EET de P. niruri, sendo estes, analisados em Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia de Fase-Reversa (CLAE-FR), evidenciando a presenca de
rutina, miricetina, quercetina e &cido galico para ambas as espécies, sendo estes
compostos, reconhecidos por suas propriedades antioxidantes. As analises
antimicrobianas foram realizadas através da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)
dos extratos das plantas, com concentracdes entre 5,0 e 0,88 mg mL?, em
microplacas de 96 pocos inoculadas com Baccilus cereus ATCC 11.778. Os EET de
Q. amara, P. niruri e S. hirsuta e o EDC de B. pilosa apresentaram concentragéo
inibitéria minima (MIC) = <0,088 mg mL™. Dessa forma, os dados apresentados



nesse estudo indicam, em especial, um potencial uso do EET de B. pilosa e do EET
de Q. amara como fontes de moléculas com atividade herbicida, antioxidantes e
antimicrobianas, sendo estes extratos, importantes fontes para a busca de
moléculas que possam ser utilizadas como prototipos para o desenvolvimento de
novos produtos nas industrias de agroquimicos, alimenticia e /ou farmacéutica,
requerendo estudos futuros quanto a extragdo, purificagdo, isolamento e
identificacdo dos compostos bioativos e seus respectivos mecanismos de agéo.

Palavras-chave: Bidens pilosa. Phyllanthus niruri. Petiveria alliacea. Senna hirsuta.
Quassia amara.



ABSTRACT

FERRARI, Ana Paula. Allelopathic activity, antioxidant and antimicrobial properties of
plants with antimalarial popular use. 115f. Dissertation (MSc in Agronomy) - Graduate
Program in Agronomy (Area of Concentration: Crop), Federal Technological
University of Paran&. Pato Branco, 2013.

The aim of this study was to analyze the influence of different concentrations of crude
ethanol extracts (EET) and dichloromethanic (EDC) of antimalarial medicinal species
Bidens pilosa L. (beggartick), Phyllanthus niruri L. (shatter stone), Petiveria alliacea
L. (guinea) and Senna hirsuta L. (sicklepod) on germination (GER), mean
germination time (TMG), mean speed of germination (VMG), radicle (RAD) and
hypocotyls (HIP) of Lactuca sativa L. (lettuce) and Ipomoea grandifolia (Dammer)
O'Donel (rope-glory). The experimental design was completely randomized,
distributed in a factorial (species antimalarial vs. extractor vs. concentration).
Bioassays were performed with four replicates of 25 seeds for germination tests, and
10 pre-germinated seeds for the growth bioassays. Germinated seeds were counted
daily for obtaining the TMG and VMG while GER, DAR and HIP were measured after
144 hours of application of the extracts. In parallel to the study of allelopathic activity
aimed also to examine the antioxidant and antimicrobial activities of EET and EDC of
four malarial species used in bioassays, as well as the species Quassia amara L.
(quassia amarga). Analyses antioxidants were performed through three different
methodologies, namely: scavenging of ABTS™, scavenging DPPH’, both performed
with EET and EDC, and antioxidant power reduction iron (FRAP), performed with
EET, as well as the content of total phenolic compounds (TCF). The EET were
compared to commercial antioxidant BHT (butylated hydroxytoluene), BHA (butylated
hydroxyanisole) and a-tocopherol. The results of bioassays of extracts of plants
antimalarial and their respective concentrations showed inhibitory effects, and in
some cases stimulatory, different magnitudes of the processes of germination and/or
growth of the target species. Increasing the concentration of EET and EDC of P.
alliacea and EET of S. hirsuta, did not show significant results for variables TMG,
VMG and GER of corda-de-viola, and the EDC of P. alliacea also did not influence
RAD HIP. The EET of B. Pilosa showed excellent results compared to inhibition of
RAD and HIP lettuce and GER, TMG, VMG and RAD rope-glory, suggesting the use
of this extract for future work of purification, isolation and identification of bioactive
substances. In all methods of antioxidant activity analyzed, the EET of Q. amara
shown as the most effective treatment, followed by EET of P. niruri, which are
analyzed in High Performance Liquid Chromatography Reverse-Phase (HPLC-RP),
indicating the presence of rutin, myricetin, quercetin and gallic acid for both species,
these compounds being recognized for its antioxidant properties. Analyses were
performed using antimicrobial minimum inhibitory concentration (MIC) of the plant
extracts with concentrations between 5.0 and 0.88 mg mL™ in 96-well microplates
inoculated with Baccilus cereus ATCC 11.778. The EET of Q. amara, P. niruri and S.
hirsuta and EDC of B. pilosa showed minimal inhibitory concentration (MIC) = <
0.088 mg mL™. Thus, the data presented in this study indicate the potential use of the
EET of B. pilosa and EET of Q. amara as sources of molecules having herbicidal
activity, antioxidants and antimicrobial properties, and these extracts are important
sources for the search of molecules that can be used as a prototype for the



development of new products in the agrochemical industries, food and/or
pharmaceuticals, requiring future studies on the extraction, purification, isolation and
identification of bioactive compounds and their mechanisms of action.

Keywords: Bidens pilosa. Phyllanthus niruri. Petiveria alliacea. Senna hirsuta.
Quassia amara.
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1 INTRODUCAO GERAL

O intenso e indiscriminado uso de produtos sintéticos para o controle
de plantas daninhas tem elevado o aparecimento de biétipos de plantas resistentes
e tolerantes ao uso de herbicidas, ocasionando aumento nos custos de produgéo
das culturas comerciais, assim como, contaminacdo do ambiente e prejuizos a
saude dos agricultores, devido sua toxicidade, longa persisténcia no meio, atividade
carcinogénica e mutagénica. Dessa forma, a alelopatia apresenta-se como um
método alternativo no controle de plantas daninhas, estimulando a busca por formas
sustentaveis no controle das plantas daninhas, como o uso de biomoléculas, através
da bioprospecgdo, como modelos para a sintese de novos defensivos agricolas
menos agressivos ao ambiente.

A alelopatia é uma ciéncia cujo o termo oriunda-se das palavras gregas
allelon (matuo) e pathos (prejuizo), conceituando a influéncia de um organismo
sobre outro, seja estimulando ou inibindo o seu desenvolvimento. Para a Sociedade
Internacional de Alelopatia, o termo refere-se a “qualquer processo envolvendo
metabdlitos especializados (no passado, cunhados como metabdlitos secundarios)
produzidos por plantas, algas, fungos e bactérias e que influenciam no
desenvolvimento de sistemas naturais e agricolas”.

Bioensaios laboratoriais que estudam os efeitos de extratos vegetais
sobre a germinagdo de sementes e crescimento de plantulas de espécies alvo, séo
0s experimentos iniciais realizados em estudos alelopéticos. Apos a confirmacédo da
bioatividade dos extratos, técnicas de fracionamento, isolamento, purificacdo e
identificacdo das moléculas naturais podem permitir a descoberta da (s) substancia
(s) natural (ais) responsavel (eis) por determinado efeito (aleloquimicos), de forma
que sua simplificagdo e aperfeicoamento possibilitam o desenvolvimento e
aprimoramento de novas estruturas sintéticas, como ocorrido com os herbicidas
mesotrione e cinmetilina, os quais foram produzidos a partir dos aleloquimicos
leptospermone e cineol, demonstrando o uso dessas moléculas naturais como bons
prototipos para o desenvolvimento de herbicidas sintéticos.

Algumas moléculas com conhecida atividade herbicida vém sendo
estudadas como drogas antimalaricas, atuando sobre a atividade de enzimas e
processos metabdlicos especificos em comum entre plantas e parasitas da espécie

Plasmodium falciparum (agente etiol6gico da malaria), inibindo o desenvolvimento
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de ambos os organismos. Entre essas substancias, destacam-se o glifosato, a
fosmidomicina e a trifluralina. Dessa forma, partindo-se do principio de que um
composto herbicida pode ser testado como medicamento, pressupde-se que um
medicamento, ou uma planta antimalarica, possam ser testados como herbicidas.
Um bom exemplo disto é a Artemisia annua, espécie reconhecida por suas
propriedades antimalaricas e com atividade herbicida j& comprovada.

Dentre os compostos vegetais, a classe dos compostos fendlicos e
terpendides sdo as mais ricas em aleloquimicos. Os compostos fendlicos, em
especial os flavonoides, possuem efeitos sobre o combate de radicais livres
(antioxidante), em sistemas biolégicos e em alimentos, assim como, s&o
reconhecidos devido suas propriedades antimicrobianas, podendo ser utilizados na
substituicdo dos antioxidantes comerciais, utilizados nas industrias alimenticias, ou
na substituicdo de substéncias antimicrobianas, em especial, sobre cepas de
Bacillus cereus, bactéria encontrada em alimentos mal conservados e responsavel
pela proliferagcdo de casos de intoxicagdo alimentar e doencgas diarreicas, podendo
ainda ser utilizados como prot6tipos para a confeccao de novos produtos.

Contudo, o presente trabalho visa, através de um raciocinio inverso,
fazer uso de plantas antimalédricas, que assim como A. annua, possam ser
potenciais fontes de moléculas herbicidas. Devido a complexidade dos estudos que
visam o isolamento, purificagdo e identificagdo dos compostos com atividade
alelopética, o presente trabalho objetivou atender as etapas iniciais desse processo,
como a selegcdo das espécies antimalaricas, através de critérios etnobotanicos, e
bioensaios em laborat6rio, a partir da aplicacéo de extratos brutos, etandlicos (EET)
e diclorometanicos (EDC) das espécies Bidens pilosa L., Phyllanthus niruri L.,
Petiveria alliacea L. e Senna hirsuta L. sobre Lactuca sativa L. (alface), espécie
bioindicadora em estudos de alelopatia, e Ipomoea grandifolia (corda-de-viola),
planta daninha infestante da regido. Paralelamente ao estudo de atividade
alelopética, objetivou-se também, analisar a atividade antioxidante, pelos métodos
sequestro do radical livre DPPH" (2,2 difenil-1-picrilhidrazina), sequestro do radical
livie ABTS™ (2,2"-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido  sulfénico) e poder
antioxidante de reducéo do ferro (FRAP), e atividade antimicrobiana, sobre cepas de
Bacillus cereus 11.778, dos EET e EDC das quatro espécies utilizadas nos

bioensaios, assim como da espécie Quassia amara L.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Os organismos vegetais produzem uma série de substancias quimicas
responsaveis pelas suas atividades metabdlicas, promovendo ndo s6 o seu
desenvolvimento, mas também, sua defesa. Esses compostos de defesa,
denominados tradicionalmente como “metabdlitos secundarios”, ndao possuem
fungcbes diretamente relacionadas aos processos de crescimento do vegetal, no
entanto, restritos dentro de determinados grupos de espécies, sdo de extrema
importancia para a perpetuagdo dos organismos em ambientes adversos (DEWICK,
2001). CROTEAU et al. (2000), sugere a substituicAo do termo “metabdlitos
secundarios” para “produtos naturais vegetais”, no entanto recentemente, Pichersky
& Lewinsohn (2011) cunharam o termo como “metabdlitos especializados”, conceito
que parece ser 0 mais adequado, uma vez que sdo substancias cuja funcdo é
essencial na defesa das plantas, sendo sua distribuicdo restrita as espécies
produtoras.

Durante muito tempo os metabdlitos especializados vegetais foram
considerados apenas como residuos do seu metabolismo, sem funcéo aparente (LI
et al. 2010). Hoje, sabe-se que esses compostos atuam na defesa das plantas ao
ataque de herbivoros e patégenos, assim como, atuam como agentes alelopéticos
(aleloquimicos) na interacdo com outras plantas e micro-organismos que competem
por luz, 4gua e nutrientes, contribuindo também para a atragcdo de agentes
polinizadores e dispersores de sementes, comunicagdo entre plantas e micro-
organismos simbiontes, protegdo contra radiacdo ultravioleta e outros fatores de
estresse fisico (WINK, 2004). Fatores ambientais como radia¢do solar, temperatura,
intensidade luminosa, tipo de solo, ataque de patdgenos, disponibilidade de agua e
nutrientes, podem afetar a produgcdo, acumulo e liberagdo dos metabdlitos
especializados dos vegetais no ambiente, uma vez que essas substancias sao
produzidas para a defesa do vegetal (MARCHESE & FIGUEIRA, 2005; GOBBO-
NETO & LOPES, 2007).

H& muito se tem conhecimento da aplicagdo dos metabdlitos
especializados vegetais como corantes, realgcadores de sabor, fragrancias,
estimulantes, alucin6genos e agentes terapéuticos (WINK, 2004), o que vém

impulsionando a busca por novos medicamentos, inseticidas, herbicidas e o
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desenvolvimento de técnicas de biossintese, separacdo e identificacdo das
estruturas moleculares, as quais vém evoluindo desde entdo (PICKENS et al., 2011).

A*“busca e coleta de material biologico para fins comerciais” designa-se
bioprospeccéo (SANT'ANA, 2002), no entanto, Berlinck (2012) sugere uma definicdo
mais ampla para esse termo, “incluindo a descoberta, descrigdo e potencial
utilizac&o de seres vivos e como estes se relacionam com o ambiente, pois, desse
relacionamento, ocorre a expressdo de seu metabolismo, em parte na forma de
substancias quimicas grandes e pequenas, que atuam em diferentes niveis, como
resultado do longo processo de evolugéo bioldgica”.

Segundo dados do Ministério do Meio Ambiente, o Brasil € um dos
paises mais ricos em biodiversidade, abrigando cerca de 22% da flora mundial
(BRASIL, 2013), sendo fonte de uma infinidade de substéancias biologicamente
ativas, despertando um vasto interesse das indlstrias, que vao de setores de
farmacos, a setores da agricultura, horticultura, cosméticos, alimentos e bebidas
(SANT'ANA, 2002; SIMOES & SCHENKEL, 2002; ZUANAZZI & MAYORGA, 2010).

Dentre as praticas de manejo de plantas daninhas, o uso de defensivos
agricolas, que apesar de ser oneroso aos produtores e estar relacionado a impactos
ambientais e a saude dos agricultores, € uma das técnicas mais utilizadas. Segundo
dados do Sindicato Nacional da Industria de Produtos de Defesa Agricola (SINDAG),
o setor de defensivos agricolas movimentou cerca de U$$ 9,71 bilhdes no ano de
2012, demonstrando a enorme demanda do setor de quimicos sintéticos no Brasil
(AGROLINK, 2013). No entanto, esse uso intenso e indiscriminado de agroquimicos
tem levado a um crescente aparecimento de bidtipos de plantas daninhas
resistentes, como € o caso de Conyza bonariensis (buva) e Lolium multiflorum
(azevém), ambos resistentes ao herbicida de amplo espectro glifosato, assim como
Bidens pilosa (picéo-preto) e Euphorbia heterophylla (amendoim-bravo), ambos
resistentes aos herbicidas inibidores da ALS (CHRISTOFFOLETI, 2002; ROMAN et
al., 2004; VIDAL & WINKLER, 2004; VARGAS et al.,, 2007). H4 também o
aparecimento de plantas daninhas tolerantes ao uso de herbicidas, como Ipomoea
grandifolia (corda-de-viola) e Commelia benghalensis (trapoeraba), ambas tolerantes
ao herbicida glifosato (MONQUERO et al., 2004). Uma planta daninha é considerada
resistente a um herbicida quando resiste a aplicagdo de determinada dose desse
produto, que em condi¢cdes normais, é eficaz no controle das demais plantas

integrantes da mesma populacdo. J4 a tolerAncia é uma caracteristica inata de
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algumas plantas em sobreviver e se reproduzir, mesmo apés a aplicacdo de
determinado herbicida (VARGAS & ROMAN, 2006). Casos de resisténcia e
tolerancia de plantas daninhas frente ao uso de herbicidas, assim como os impactos
ambientais e os riscos a saude dos agricultores e consumidores (MOURA et al.,
2008) vém estimulando a busca por formas sustentéveis no controle das plantas
daninhas, como o uso de biomoléculas, através da bioprospeccdo, como modelos
para a sintese de novos defensivos agricolas menos agressivos ao ambiente (DUKE
et al,, 2000), pois, por serem moléculas naturais, entende-se que o ambiente
consiga degradar essas substancias de maneira mais eficiente. A bioprospeccéo de
moléculas possibilitou o desenvolvimento e aprimoramento de estruturas sintéticas,
utilizando recursos de simplificacdo de moléculas naturais, no entanto, sem deixar
de reproduzir a bioatividade dessas estruturas (BARREIRO & BONZANI, 2009). As
estratégias para a descoberta de um composto aleloquimico séo idénticas as
utilizadas pela industria farmacéutica na busca por novos farmacos (DUKE et al.,
2000), envolvendo o screening de extratos brutos e purificagdo dos compostos com
atividade biologica.

Dessa forma, considerando o elevado tempo e custos empregados
para o desenvolvimento de novos produtos, técnicas corretas que direcionam a
selecdo das plantas em potencial para a reproducédo dos efeitos desejados, sdo
imprescindiveis. Existem quatro tipos de estratégias para a escolha das espécies a
serem estudadas, sendo elas: randdmica, etologica, quimiotaxondbmica e
etnobotanica (SANT'ANA, 2002; ALBUQUERQUE & HANAZAKI, 2006).

A estratégia randdmica compreende a pesquisa por plantas que
contenham principios ativos de interesse através de buscas ao acaso, sem critérios
especificos. A estratégia etoldgica € baseada em estudos de comportamento animal,
tendo como objetivo, analisar a utilizacdo de metabdlitos especializados vegetais,
por animais, com a finalidade de combater doencas ou controla-las. A estratégia
quimiotaxonémica baseia-se na sele¢do de espécies de uma familia ou género que
ja se tenha um conhecimento sobre o perfil fitoquimico de pelo menos uma espécie
do grupo. E por ultimo, a estratégia etnoboténica, que se baseia na sele¢céo de
espécies de acordo com os conhecimentos populares de uma comunidade local a
respeito dos seus efeitos terapéuticos e toxicologicos (ALBUQUERQUE &
HANAZAKI, 2006).
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Neste presente trabalho, optou-se pela estratégia etnoboténica, onde
plantas com atividade antimalarica, reconhecida por estudos cientificos e por
conhecimentos culturais de popula¢gées/comunidades, foram selecionadas para a
realizacdo de testes de potencial alelopatico, assim como, atividade antioxidante e
antimicrobiana. No entanto, foco maior foi dado para o potencial alelopético dessas
espécies.

As pesquisas de bioprospeccdo de moléculas com atividade herbicida
sobre o controle de plantas daninhas inicia-se com estudos laboratoriais referentes
ao seu potencial alelopatico (alelopatia).

O termo “alelopatia” foi determinado pioneiramente pelo fisiologista
vegetal austriaco Hans Molisch em 1937, a partir das palavras gregas alleton
(mutuo) e pathos (prejuizo). Rice (1984) definiu alelopatia como o efeito inibitorio ou
estimulatério de uma planta (incluindo micro-organismos) sobre outra, através da
liberagdo de compostos quimicos (aleloquimicos) no ambiente, de forma que esse
efeito é dependente da concentracdo das substancias liberadas no meio. Para a
Sociedade Internacional de Alelopatia, o termo se refere a “qualquer processo
envolvendo metabdlitos secundarios (especializados) produzidos por plantas, algas,
fungos e bactérias e que influenciam no desenvolvimento de sistemas naturais e
agricolas” (IAS, 2012).

Apesar de ser considerada uma nova ciéncia, desde os tempos da
antiguidade as intera¢des entre plantas séo relatadas por estudiosos da época. Em
300 a.C., o estudioso grego Theophrasthus j& havia relatado os efeitos de gréo-de-
bico sobre o desenvolvimento de outras plantas (PENG et al., 2004). Para Weir et al.
(2004), os aleloquimicos sdo metabolitos especializados liberados em interacfes
quimicas entre planta-planta, micro-organismo-micro-organismo, planta-micro-
organismo, planta-inseto e planta-patdégeno que afetam positiva ou negativamente o
seu desenvolvimento. Esses compostos encontram-se distribuidos em diferentes
concentragdes em varias partes da planta, como nas folhas, caules, raizes e seus
exsudatos, sementes, frutos, flores, e até mesmo no polen dos agentes doadores,
de forma que, estresses bibticos e abidticos influenciam na produgdo dessas
substancias quimicas (ALBUQUERQUE et al., 2011).

Em estudos de interagdes alelopaticas, é importante ndo confundir
alelopatia com competicdo. O primeiro termo refere-se a liberagdo de substancias

quimicas por um organismo doador sobre um organismo receptor, jA 0 segundo
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termo, refere-se aos organismos que, ao retirarem elementos essenciais do
ambiente, como agua, luz, nutrientes e reducdo do espaco fisico, baixam os niveis
desses elementos para os demais organismos, abaixo da concentragdo considerada
critica, dificultando o seu desenvolvimento. No ambiente, esses mecanismos
ocorrem simultaneamente, o que dificulta a identificacdo dos processos, de forma
que muitas vezes a competicdo pode ser ocasionada pelo efeito alelopético de
alguma substancia liberada no meio, sendo a alelopatia uma estratégia ecoldgica de
competicdo (ALMEIDA, 1988; GOLDFARB et al.,, 2009), pois através desse
mecanismo, uma planta pode interferir no desenvolvimento de outra, influenciando a
dominéncia de certas espécies vegetais, assim como a produtividade e manejo de
culturas (OLIVEIRA et al., 2010).

Bioensaios em laboratério, que visam a inibicdo do processo
germinativo das espécies alvo, constituem os primeiros passos para a identificagéo
de um extrato vegetal com potencial alelopatico. Nesses experimentos, as sementes
alvo séao dispostas em placas de Petri, ou em caixas do tipo gerbox, sendo
normalmente, utilizadas espécies sensiveis, ditas bioindicadoras, as quais devem
apresentar rapida e uniforme germinacdo, sendo sensiveis j& em baixas
concentracdes de extratos (PIRES & OLIVEIRA, 2011). Dentre as espécies sensiveis
bioindicadoras, normalmente utilizam-se Lactuca sativa L. (alface) ou Lycopersicon
esculentum Miller (tomate) (FERREIRA & AQUILA, 2000). No entanto, considerando
que as verdadeiras “pragas da agricultura” sdo as plantas daninhas, o uso dessas
sementes também se torna interessante para a investigacdo de extratos com
potencial atividade herbicida. Condi¢Oes ideais de fotoperiodo e temperatura devem
ser reguladas conforme a necessidade para germinagdo de cada espécie alvo
(FERREIRA & AQUILA, 2000), confirmando que o efeito observado sobre as
mesmas € derivado dos compostos presentes no extrato, e ndo de fatores abidticos.

O controle da concentragcdo osmotica dos extratos brutos €
fundamental, uma vez que substancias como acUcares, aminoacidos e &cidos
organicos podem estar presentes nos extratos e serem osmoticamente ativos,
influenciando a (n&o) germinacdo das sementes, mascarando os efeitos alelopaticos
(FERREIRA & AQUILA, 2000).

No ambiente, os mecanismos de liberacdo dos aleloquimicos nos
vegetais normalmente ocorrem por meio de lixiviagdo foliar pelas aguas das chuvas,

exsudacao das raizes, decomposi¢do de residuos ou volatilizacdo. A fitotoxicidade
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destes compostos esta relacionada com a sua capacidade de afetar processos
metabdlicos essenciais nas plantas, como fotossintese e respiracdo, podendo
ocorrer também a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Os
aleloguimicos que estimulam a germinacdo e o crescimento de outras plantas ndo
sdo menos importantes que os aleloquimicos inibidores, sendo também
fundamentais para as pesquisas de alelopatia (VYVYAN, 2002; WEIR et al., 2004).

Fatores como meios de liberacdo, efeito fitotoxico, concentracdo dos
compostos bioativos e persisténcia no ambiente, influenciam a determinagdo do
efeito dos compostos aleloquimicos, uma vez que uma substancia quimica pode
promover efeito alelopatico em uma determinada situagdo, mas ndo em outra (WEIR
et al., 2004). O mesmo organismo é capaz de produzir uma ampla variedade de
aleloguimicos e estes, podem atuar de forma isolada, sinérgica ou antagonicamente
entre si, de modo que os efeitos observados nos organismos alvos tornam-se
dificeis de serem atribuidos a apenas uma substancia especifica (ALMEIDA, 1988;
DUKE et al., 2000). A sensibilidade das espécies alvo pode variar consideravelmente
conforme a concentragdo do aleloquimicos, estagio de desenvolvimento da planta e
condi¢cdes ambientais (WEIR et al., 2004).

Para a comprovagdo da atividade alelopatica de um determinado
composto, Vyvyan (2002) cita alguns requisitos necessérios, que vao desde a
demonstracdo da interferéncia de uma espécie doadora sobre a espécie alvo,
através de bioensaios em laboratério e em campo, ao isolamento, identificacdo,
caracterizacdo e determinacdo do modo de acdo dos possiveis aleloquimicos.
Bioensaios de laboratério demonstram o potencial alelopatico de um determinado
composto ou extrato vegetal, no entanto, estudos em casa de vegetagao devem ser
realizados como forma de reproduzir os seus efeitos no ambiente (DUKE et al.,
2000). Alguns desses requisitos sao relativamente dificeis de serem alcancgados,
uma vez que os aleloquimicos podem estar presentes em concentragfes muito
pequenas e/ou juntamente com outros produtos do metabolismo das plantas, de
forma que as interagdes entre esses compostos podem afetar os efeitos observados.
Dessa forma, o avanco de estudos que visam a identificagcdo da estrutura quimica,
do modo de acéo e da rota de biossintese dessas substancias de interesse tém se
demonstrado atraentes para a sintese de produtos quimicos (VYVYAN, 2002).

Uma variedade de compostos aleloquimicos ja foram identificados, no

entanto, apenas um pequeno grupo possui seus mecanismos de acéo reconhecidos.
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Muitos aleloquimicos possuem mecanismo de acdo diferente dos herbicidas
sintéticos ja conhecidos, tornando os metabdlitos especializados, fontes promissoras
para o desenvolvimento de novos herbicidas sintéticos. Dentre 0s mecanismos ja
desvendados, observam-se interferéncias sobre a sintese de aminoacidos, sintese
de pigmentos, funcionamento da membrana plasmatica, fotossintese, sintese de
lipideos e sintese de acidos nucleicos (PENG et al., 2004).

As plantas receptoras podem responder de diferentes formas a agéo
dos aleloquimicos, de maneira que algumas desenvolvem mecanismos que
diminuem os efeitos dessas substincias sobre o seu metabolismo, como a
detoxificagdo, que inclui a oxidagdo, conjugagdo de carboidratos e outras
substancias e incorporagdo dos aleloquimicos em compartimentos, normalmente em
vacuolos, e sua excrecdo. A formagéo de aglcares conjugados através da atividade
de glicosil-transferases € um importante passo para a detoxificagdo de determinados
aleloguimicos. Essas reacdes resultam em compostos menos téxicos, que ao serem
liberados no ambiente, podem ser metabolizados por micro-organismos do solo
(INDERJIT & DUKE, 2003). O mecanismo de detoxificacdo de aleloquimicos pode
servir também para evitar a autotoxicidade da planta ou fornecer resisténcia a
substancias aleloquimicas produzidas por outras espécies (WEIR et al. 2004).

Os metabdlitos especializados, ndo s6 das plantas, mas também de
fungos e bactérias, podem ser utilizados como fonte de biomoléculas com atividade
herbicida, demonstrando seu efeito através de uso direto, ou como modelos
moleculares para a sintese de novos quimicos. Um exemplo disso é o herbicida
cinmetilina, que foi desenvolvido a partir dos compostos monoterpénicos 1,4 e 1,8-
cineol, presentes em uma variedade de 6leos essenciais vegetais. Devido a alta
volatilidade desses compostos e suas dificuldades de aplicagdo como herbicida,
esses compostos ndo puderam ser utilizados de forma direta, no entanto, serviram
como prototipos para o desenvolvimento do herbicida cinmetilina (VYVYAN, 2002;
DUKE & OLIVA, 2004). Outros exemplos de herbicidas produzidos a partir de
metabdlitos especializados sédo o Bialaphos e a Fosfinotricina (PPT), produzidos a
partir de bactérias Streptomyces sp., e a AAL-toxina, produzida a partir de fungos
Alternaria alternata, que apesar de j4 patenteada, encontra barreiras em seu uso
devido sua citoxicidade e potencial carcinogénico (DIAS & DIAS, 2007).

Uma importante espécie vegetal produtora de excelentes aleloquimicos

que, assim como as espécies utilizadas neste estudo, é reconhecida por sua
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propriedade medicinal antimalarica, € a Artemisia annua. Devido aos casos de
resisténcia de Plasmodium falciparum (agente etiologico da doenca), aos
medicamentos antimalaricos ja existentes, essa espécie destacou-se na década de
70, na China, como um potente agente antimalarico natural, gragas a presenca do
composto artemisinina (BRAZ_FILHO, 2010). A artemisinina é uma lactona
sesquiterpénica isolada a partir dos tricomas glandulares de A. annua e apresenta-
se como um potente aleloquimico sobre a inibicdo de varias espécies vegetais,
possuindo atividade fitotoxica semelhante a do herbicida cinmetilina (WESTON &
INDERJIT, 2007). Seu modo de acgdo ainda é desconhecido, sugerindo um novo
mecanismo de ac¢do, o que torna essa molécula uma interessante fonte de
exploragédo quando ao desenvolvimento de novos herbicidas (DUKE & OLIVA, 2004).
No entanto, o uso direto desse composto como herbicida encontra barreiras devido
seu alto custo e baixa absorgéo pelas plantas (DUKE et al., 2000), de forma que
pesquisas que visam o aperfeicoamento dessa molécula séo ainda necessérias.

O potencial alelopatico de A. annua foi confirmado por Magiero et al.
(2009), com a aplicacdo de diferentes concentragdes de extratos aquosos das folhas
da espécie sobre Lactuca sativa L. (alface) e Euphorbia heterophylla L. (leiteiro),
demonstrando interferéncia dos extratos nos processos germinativos e de
desenvolvimento de ambas as espécies alvo. Lydon et al. (1997) e Moussavi-Nik et
al. (2011) também evidenciaram o potencial alelopatico de A. annua, no entanto,
apesar da artemisinina ser um composto aleloquimico produzido nas folhas de A.
annua, o efeito fitotoxico dessa espécie pode ndo ser oriundo apenas da presenca
de artemisinina, e sim da interagdo quimica entre véarios compostos (BHOWMIK &
INDERJIT, 2003), uma vez que os resultados fitotoxicos de extratos aquosos de A.
annua, sem artemisinina, foram semelhantes aos resultados observados pela
atividade de artemisinina pura (LYDON et al., 1997; INDERJIT et al., 2002),
evidenciando a acao conjunta entre aleloquimicos. Além de antimalarica e fitotoxica,
a A. annua possui ainda atividade antioxidante, devido seus altos teores de
compostos fenolicos, especialmente de flavonoides (FERREIRA et al., 2010), e
antimicrobiana, com efeito sobre as cepas de Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, e Enterococcus faecalis (MASSIHA et al., 2013).

Algumas substancias aleloquimicas identificadas nas plantas possuem
destaque, como o sorgoleone, um complexo de substéncias lipidicas, constituintes

de exsudatos radiculares das espécies de Sorghum (SANTOS et al., 2012). O
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sorgoleone possui diferentes tipos de efeitos sobre os vegetais (WESTON &
INDERJIT, 2007). Em teoria, sua atividade alelopética deriva do seu efeito sobre a
inibicdo da transferéncia de elétrons no fotossistema Il (CZARNOTA et al., 2001).
Devido sua atividade alelopética, tem sido muito utilizado em sistemas de cultivo
consorciado na tentativa de diminuir o uso de herbicidas sintéticos (SANTOS et al.
2012).

Outros compostos aleloquimicos de grande relevancia séo o ailantone
e o leptospermone. O primeiro trata-se de um composto quassinoide isolado a partir
de arvore-do-céu (Ailanthus altissima), possuindo atividade herbicida em pré e pos-
emergéncia (WESTON & INDERJIT, 2007). Apesar do seu reconhecido efeito
fitotdxico, esse composto ainda ndo é utilizado como herbicida devido sua rapida
degradagdo no solo, sendo necessarias mlultiplas aplicagbes ao longo do
desenvolvimento da cultura, tornando seu uso inviavel (BHOWMIK & INDERJIT,
2003). J4 o leptospermone, componente do Oleo essencial de Lepstorpermum
scoparium e secretado pelas raizes de Callistemon citrinus, foi utilizado pela
Syngenta AG como protétipo para o desenvolvimento de um herbicida analogo
sintético, o mesotrione (Callisto®), herbicida pré e pés-emergente inibidor da p-
hidroxifenilpiruvato dioxigenase (HPPD), utilizado no controle de plantas daninhas de
folhas largas nas culturas de milho (WESTON & INDERJIT, 2007; CORNES, 2005),
evidenciando o potencial de metabdlitos especializados vegetais como modelos para
a elaboracéo de novos compostos quimicos sintéticos com atividade herbicida.

Dessa forma, considerando-se a ampla variedade de compostos
aleloquimicos de origem vegetal, vé-se a alelopatia como uma alternativa a
descoberta de novos herbicidas. No entanto, devido a baixa persisténcia no solo e
alta especificidade no controle de plantas daninhas, e até mesmo a toxicidade a
organismos nao-alvo (BHOWMIK & INDERJIT, 2003), pesquisas que compreendam
a regulagcdo da producdo desses aleloquimicos, assim como o seu mecanismo de
acdo e o0s genes responsaveis pelo seu efeito e sua especificidade, séo
imprescindiveis para elaboracdo de novos herbicidas (PIRES & OLIVEIRA, 2011). A
complexidade das estruturas quimicas de alguns metabdlitos especializados é uma
das principais dificuldades para a producéo sintética de determinado composto em
grande escala, de forma que, ao serem simplificadas, essas moléculas podem
reduzir a sua bioatividade (BHOWMIK & INDERJIT, 2003), assim como, corre-se o

risco de, apOs todo o processo de bioensaios, isolamento e identificacdo dos
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compostos, chegar-se a uma molécula com bioatividade j4 conhecida (DUKE et al.,
2000). Além disso, nas plantas, os compostos bioativos geralmente produzem seu
efeito através de interagbes com outras substancias, de forma que, quando isolados,
os aleloquimicos podem ter sua bioatividade reduzida (VYVYAN, 2002).

Para Weir et al. (2004), estudos que comprovem a atividade alelopética
no ambiente sdo mais dificeis de serem demonstrados, uma vez que as
concentragdes de aleloquimicos liberadas pela planta produtora podem ser
insuficientes para garantir o efeito alelopético na planta alvo, de forma que os efeitos
s6 seriam observados se somados os aleloquimicos de todo o vegetal, como nos
estudos laboratoriais onde se utilizam extratos das plantas inteira. Outro fator que
dificulta a observacdo dos efeitos é que, em alguns casos, algumas espécies
desenvolvem resisténcia a determinadas fitotoxinas, diminuindo o seu efeito.

No entanto, apesar do longo e dificil caminho, existe um enorme
potencial dos produtos naturais vegetais serem utilizados como protétipos para
desenvolvimento de novos produtos agroquimicos. Considerando os altos custos
envolvidos nesse tipo de pesquisa, sdo necessérios maiores incentivos financeiros e
a busca por estratégias de exploracdo e purificacdo desses compostos bioativos,
através de uma equipe capaz de estudar e alterar suas estruturas bioguimicas no
intuito de se criar uma nova molécula com maior atividade herbicida, assim como,
com caracteristicas de persisténcia no solo e seletividade adequada e baixa
toxicidade & organismos ndo-alvos e ao ambiente. A ideia de que novos produtos
possam dispor de novos mecanismos de agdo nas plantas e que o desenvolvimento
de bancos de germoplasma de culturas, que expressam caracteristicas melhoradas
quanto a competicdo e aos efeitos alelopaticos no manejo de plantas daninhas,
possam ocasionar a redu¢do do uso de produtos quimicos sintéticos nas lavouras,
impulsionam a busca por novas moléculas e/ou a reducdo (WESTON & INDERJIT,
2007).

Além de substancias aleloquimicas, as plantas s@o fontes de uma
variedade de substancias, incluindo antioxidantes e antimicrobianas, auxiliando
diversos ramos de industrias na procura por novas moléculas que possam ser
utilizadas na producédo de novos farmacos e aditivos alimentares, conferindo a esses
produtos, menos toxicidade e efeitos prejudiciais a saude, assim como,
apresentando-se como uma alternativa a resisténcia de patdgenos, com Bacillus

cereus, bactéria gram-positiva aerébia facultativa encontrada em solos, vegetais e
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alimentos, processados ou crus, e responsavel pelos quadros intoxicagdo alimentar,
seguidos de diarreia e vomito (GOMES et al., 2004).

Os metabdlitos especializados vegetais sdo importantes fontes de
moléculas com atividade herbicida, antioxidante, antimicrobiana, entre outras, sendo
divididos em trés principais classes bioquimicas, sendo elas: compostos fendlicos,
terpendides e alcaldides. Os compostos fendlicos e terpendides sdo as maiores
classes que estéo relacionadas ao fendmeno de alelopatia (WEIR et al., 2004). Os
compostos fendlicos mais comuns na alelopatia sdo derivados do acido cinamico,
sendo fenodis simples, acido benzdico, cumarinas, taninos e polifendis complexos.
Os &cidos fendlicos e aldeidos sdo compostos amplamente identificados como
inibidores de crescimento de plantas e micro-organismos (EINHELING, 2004). Os
efeitos fitotoxicos dos acidos fendlicos dependem da sua concentragdo, de forma
que em alguns casos, podem causar respostas estimulatérias nos bioensaios
(EINHELING, 2004). Geralmente, a concentracdo de aleloquimicos necessaria para
inibir a germinagdo da semente é maior do que a concentragdo necessaria para
inibir o desenvolvimento das plantulas (FERREIRA & AQUILA, 2000).

Embora os flavonoides sejam um grupo bastante extenso dentro dos
compostos fendlicos, apenas um pequeno numero € reconhecido como potencial
alelopético, de forma que seus mecanismos de acdo sdo pouco conhecidos
(EINHELLIG, 2004). No entanto, essas substancias sdo amplamente reconhecidos
devido sua atividade antioxidante (DORNAS et al., 2007) e antimicrobiana
(MANRIQUE & SANTANA, 2008). Nos vegetais, os compostos fendlicos possuem
uma vasta diversidade quimica e diferentes fung¢des, incluindo defesa contra
estresses bidticos e abidticos, suporte mecéanico, atrativos a agentes polinizadores e
protecdo a radiacdo ultravioleta, sendo capazes também de inibir ou retardar o
desenvolvimento de plantas adjacentes (CROTEAU et al., 2000).

Em vegetais superiores, o A&cido-chiquimico €& o intermediario na
principal rota de biossintese dos compostos fendlicos, a rota do acido-chiquimico
(Figura 1). Essa rota de biossintese deriva-se do &cido fosfoenolpiruvato (PEP),
resultante da glicolise, e da eritrose-4-fosfato, proveniente da rota da pentose
fosfato, formando o corismato, substancia precursora dos aminoacidos aromaticos
fenilalanina, tirosina e triptofano. Esses aminoacidos sdo essenciais para a sintese
de proteinas em todos 0s organismos vivos, e nos vegetais, atuam como

precursores para a formacdo de uma variedade de produtos. A enzima fenilalanina
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amobnia-liase (PAL) é a enzima central para a produ¢édo de compostos fendlicos em
plantas, convertendo o aminoacido fenilalanina em acido trans-cinamico, sendo este,
precursor de uma variedade de outros fendis, fenilpropanoides, flavonoides, taninos,
alcaltides, pigmentos, horménios, cumarinas, ligninas, lignanas, &cido salicilico,
constituintes  celulares, entre outros, proporcionando 0 crescimento,
desenvolvimento, e as respostas de defesas dos vegetais (DEWICK, 2001; MAEDA
& DUDAREVA, 2012).
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Figura 1. Rota do &cido-chiquimico composta pelas enzimas, 3-deoxi-D-arabino-acido heptulosonico
7-fosfato Sintase (DAHPS), 3-Desidroquinato Sintase (DHQS), 3-Desidroquinato
Desidratase (DHQD), Chiquimato-5-Desidrogenase (CD), Chiquimato Quinase (CQ), 5-
Enolpiruvilchiquimato 3-fosfato Sintase (EPSPS) e Corismato Sintase (CS). A acdo do
herbicida glifosato inibe a atividade da enzima EPSPS, interrompendo a biossintese dos
aminodacidos fenilalanina, tirosina e triptofano, precursores de uma série de compostos
fendlicos, ocasionando consequentemente, a morte do vegetal e de parasitas P. falciparum.
Adaptado de Estevez & Estevez, 2012.

Ausente em mamiferos, no entanto presente em plantas, algas, fungos,
bactérias e em parasitas do filo Apicomplexa, como o Plasmodium falciparum
(agente etiolégico da malaria) (PHILLIPIS, 1998; ROBERTS et al., 1998;
McROBERT et al., 2005), a rota do &cido-chiquimico apresenta-se como um alvo
interessante para a producdo de substancias antimicrobianas e herbicidas, sem ou

com menores riscos de intoxicagdo aos mamiferos. O herbicida glifosato (N-
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fosfonometil glicina), amplamente utilizado em cultivos agricolas, possui seu
mecanismo de acdo sobre uma enzima especifica dessa rota, a enzima 5-
fosfoenolpiruvil-chiquimato-3-fosfato-sintase (EPSPS) (SCHONBRUNN et al., 2001),
que catalisa a reacao de chiquimato-3-fosfato e fosfoenolpiruvato (PEP) para formar
5-enolpiruvilchiguimato-3-fosfato (EPSP). A acdo do glifosato inibe a atividade da
enzima EPSPS (Figura 1), interrompendo a biossintese de amino&cidos essenciais,
ocasionando, consequentemente, a morte do vegetal (POWLES & YU, 2010;
MAEDA & DUDAREVA, 2012) assim como de parasitas P. falciparum.

Diferentemente dos compostos fendlicos, os compostos terpénicos séo
biossintetizados a partir de duas rotas metabdlicas diferentes, sendo elas a rota do
acido mevaldnico (MAV) e 1-deoxi-D-xilulose 5-fosfato (DXP), a Ultima também
conhecida como rota do metileritritol fosfato (MEP) (DEWICK, 2001; PICKENS et al.,
2011).

Arota do MEP, além de presente nos vegetais, € também presente nos
parasitas P. falciparum (JOMAA et al., 1999). A fosmidomicina (3-[N-formil-N-hidroxi
amino] propil acido fosfénico), um composto antibiotico isolado a partir de cepas de
Streptomyces lavendulae, também com atividade herbicida (KAMURO et al., 1991),
apresenta-se como um potente inibidor dessa rota (Figura 2), inibindo a atividade da
enzima DXR (1-deoxi-D-xilulose 5-fosfato redutoisomerase), impedindo a formagé&o
dos compostos penta-carbonados isopentenil difosfato (IPP) e seu isdmero dimetilalil
difosfato (DMAPP), precursores dos demais terpenos (KUZUYAMA et al., 1998). O
IPP e DMAPP reagem entre si para a formag&do de uma molécula de geranil difosfato
(GPP), uma molécula de 10 carbonos, precursora dos monoterpenos (Cio). A partir
do (GPP), novas moléculas de IPP podem ser ligadas, originando os demais
terpenos, que podem ser classificados de acordo com o ndmero de unidades
isoprénicas presentes, podendo ser hemiterpenos, com apenas uma unidade
isoprénicas (Cs), monoterpenos (Cig), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Cyo),
sesterpenos (Czs), triterpenos (Cszp), tetraterpenos (Cao) € politerpendides ([Cs)n
carbonos, onde n >8) (KIRBY & KEASLING, 2009).



35

o o OH ® OH
OH DXPS
)H( + H)H/\c)@ _Dxps \’(k(\OH DXR N 0® -
o HO o OH OH

.. OH 2-C-Metil-D-eritritol-
Piruvato D-gliceraldefdo-3-fosfato 1'0‘:::;;2,"23;2;5)&5' 4-fosfato (MEP)

o/% °® OH
2"‘1/\ , MCS No@@cnwina MK S A 0®®ciﬁdina CMS
o " OH OH OH H

4-difosfocitidil-D-erititol-2- ;
2.C-metil-D-erittitol- fosfato-(COP-ME2P) ey
2,4-ciclodifosfato

)\/\o :"LL; )\/\o

Isopentenil Dimetilalil
difosfato difosfato

Figura 2. Rota do 1-deoxi-D-xilulose 5-fosfato (DXP), também conhecida como rota do metileritritol
fosfato (MEP), composta pelas enzimas 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato sintase (DXPS), 1-
desoxi-D-xilulose-5-fosfato  redutoisomerase (DXR), 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol
sintase (CMS), 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol quinase (CMK), 2C-metil-D-eritritol-2,4-
ciclodifosfato sintase (MCS), 1-hidroxi-2C-metil-2-(E)-butenil-4-difosfato sintase (HDS) e
1-hidroxi-2C-metil-2-(E)-butenil-4-difosfato ~ redutoisomerase  (HDR). A acdo da
fosmidomicina inibe a atividade da enzima DXR, inibindo a biossintese de isopentenil
difosfato (IPP) e seu isomero dimetilalil difosfato (DMAPP), precursores dos demais
compostos terpénicos, ocasionando, consequentemente, a morte do vegetal e de
parasitas P. falciparum. Adaptado de LANGE et al., (2001).

A produgdo, armazenamento e liberagdo dos compostos terpénicos
estdo relacionadas a presenca de estruturas especializadas. Os terpenos produzidos
nos tricomas glandulares das folhas e nas glandulas epidérmicas das pétalas de
flores sintetizam, armazenam e liberam 6leos essenciais que auxiliam a polinizagao
por insetos (CROTEAU et al.,, 2000; REGNAULT-ROGER et al., 2011). Em outros
casos, as substancias terpénicas volateis produzidas pelas plantas podem ser
fundamentais para a defesa indireta do vegetal, como é o caso do tabaco selvagem
(Nicotiana attenuata). Essa planta, ao sofrer ataque da lagarta do género Manduca,
reconhece as secregOes orais liberadas pelo agressor e estimula a liberagdo de
compostos organicos volateis, os quais atraem predadores naturais da lagarta,
demonstrando a evolucdo dos mecanismos de defesa dos vegetais atraveés do
auxilio de outros organismos (KESSLER & BALDWIN, 2002).

Alguns compostos terpénicos podem ser considerados como

metabdlitos primérios, atuando em funcdes essenciais ao crescimento e




36

desenvolvimento dos vegetais, como € o0 caso dos hormdnios giberelina e acido
abscisico, esterois e carotenoides, que auxiliam no crescimento celular e elongacéo
no vegetal, na fotossintese e protecdo contra foto-oxidacdo, e na fluidez e
permeabilidade das membranas (KIRBY & KEASLING, 2009).

O numero de substancias aleloquimicas derivadas dos terpenos €
considerado extenso, no entanto, apenas um pequeno numero dessas fitotoxinas
possui seu mecanismo de acdo compreendido. As piretrinas, ésteres de
monoterpeno com baixa toxicidade aos mamiferos e de baixa persisténcia no
ambiente, isolado a partir das flores de Chrysanthemum cinerariaefolium e espécies
relacionadas, séo reconhecidas pela sua forte atividade como inseticidas. Por ser
uma substancia facilmente degradada pela acdo da luz e muito volatil,
pesquisadores empenharam-se em alterar sua estrutura quimica a fim de se
aumentar a sua eficacia no controle de pragas na agricultura, aumentando sua
estabilidade e potencial inseticida, dando origem aos inseticidas sintéticos
piretréides (SANTOS et al., 2007).

Os dleos essenciais vegetais, compostos por uma mistura de mono e
sesquiterpenos volateis e fenilpropandides, séo importantes fontes de matéria prima
para as industrias. Os derivados do 6leo essencial de laranja (Citrus sinensis L.) séo
muito utilizados pelas inddstrias mundiais de perfumaria, produtos farmacéuticos e
alimentos (BIZZO et al.,, 2009). Muitos estudos empregam também os Oleos
vegetais como potentes substancias antioxidantes e antimicrobianas (CANSIAN et
al., 2010; STIEVEN et al.,, 2009; TRAJANO et al.,, 2009; BIANCHIN & CARPES,
2012).

Por fim, a classe dos alcaldides é reconhecida por seus mecanismos
de defesa vegetal, incluindo compostos geralmente amargos, tdxicos e deterrentes
aos mamiferos e artropodes, atuando sobre o mecanismo de enzimas e afetando
diversos processos metabdlicos (MITHOFER & BOLAND, 2012). Os alcaldides s&o
compostos nitrogenados biossintetizados a partir de aminoacidos comuns,
classificando-se em mais de 20 classes diferentes. A produgcdo e armazenamento
dessas substancias muitas vezes resultam da mistura de alcaldides estruturalmente
diversos, que sdo armazenados em locais especificos, podendo variar quali e
guantitativamente em resposta a fatores externos. Alcaléides como a nicotina,
piperina, alcaldides esteroidais, efedrina, estricnina, berberina e cafeina, séo

exemplos de alcalbides inseticidas. Uma variedade de alcaléides, como quinino,
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cinchonina, ergotamina, harmalina, estricnina, berberina, colchicina, morfina,
cocaina, cafeina e nicotina tem sido relacionados a efeitos alelopaticos, apresentado
também fungdes ecoldgicas importantes, como atividade antibacteriana e antifingica
(BLUM, 2004). Dessa forma, muitos alcaléides apresentam-se como importantes
modelos para as industrias agroquimicas e farmacéuticas na descoberta de novos
produtos (BARREIRO & BOZZANI, 2009).

Além do glifosato e da fosmidomicina, ha ainda outra substancia
herbicida com atividade inibidora sobre o parasita P. falciparum, a trifluralina
(NAUGHTON et al. 2008), um herbicida pré-emergente utilizado no controle de
plantas daninhas do tipo gramineas. Essa substancia inibe o arranjo dos
microtubulos na mitose, inibindo a polimerizac&o e despolimerizagdo das proteinas
tubulinas, impedindo a formag&o do fuso croméatico e a migracdo dos cromossomos
da regido equatorial para a regido dos polos das células, promovendo a ruptura da
sequéncia mitotica, ja iniciada, tendo efeito direto sobre a divisdo celular, com o
aparecimento de células multinucleadas (OLIVEIRA-JUNIOR, 2011). Em parasitas P.
falciparum, a trifluralina afeta importantes fungdes dos microtdubulos, interferindo na
divisdo, suporte e mobilidade celular, no entanto em mamiferos, apresenta baixa ou
quase que indetectavel citoxicidade, tornando-se uma fonte interessante de
exploragédo quanto ao desenvolvimento de novas drogas antimalaricas (NAUGHTON
et al., 2008).

Com o intuito de buscar novas fontes de biomoléculas com atividade
herbicida, extratos etandlicos e diclorometénicos de quatro espécies vegetais, com
reconhecimento cientifico e popular quanto ao seu uso como antimalaricas (critério
etnobotanico), foram selecionadas para a realizacdo de bioensaios, sendo elas:
Bidens pilosa L., Phyllanthus niruri L., Petiveria alliacea L. e Senna hirsuta L. Para a
realizac@o das analises complementares de atividade antioxidante e antimicrobiana,
além das quatro espécies citadas, utilizou-se também a espécie Quassia amara.

Bidens pilosa L., conhecida popularmente como picdo-preto e
pertencente a familia Asteraceae (Compositae), € uma planta nativa da América
Tropical, com maior presenca na Ameérica do Sul. No Brasil esta presente em quase
todo o territorio (KISSMANN & GROTH, 1999). Em todo o mundo destaca-se como
uma planta daninha de alta disseminagdo em meios agricolas, no entanto, também é
reconhecida devido suas propriedades terapéuticas (SANTOS & CURY, 2011).

Estudos fitoquimicos evidenciaram a presenca de compostos alcaldides, esterdis,
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antraquinonas, flavonoides, saponinas, taninos e glicosideos, polissacarideos, entre
outros (VALDES & REGO, 2001; BALANGCOD et al., 2012). Entre as propriedade
medicinais, sdo observados efeitos anti-inflamatéria, diurético, anti-reumatico,
antibiético e anti-diabético na medicina tradicional (BRANDAO et al.,, 1998), assim
como atividade antimalarica (BRANDAO et al., 1997; KRETTLI et al.,, 2001;
BOTSARIS, 2007; CLARKSON et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2004; PILLAY et al.,
2008; MARIATH et al.,, 2009; e REINERS et al., 2010), antifangica (DEBA et al.,
2007) antimicrobiana (KHAN et al., 2001; DEBA et al., 2007; BALANGCOD et al.,
2012) e antioxidante (DEBA et al., 2007; MUCHUWETI et al., 2007; KRISHNAIAN et
al., 2011; KATERERE et al., 2012). Extratos aquosos de folhas de B. pilosa indicam
potencial alelopético sobre a germinacdo e o crescimento de plantulas de Brassica
oleracea (repolho), Brassica rapa (nabo), Lactuca sativa (alface) e Raphanus sativus
(rabanete) (RABELO et al.,, 2008) e (Lycopersicum esculentum Miller) tomate
(GUSMAN et al., 2011). O extrato etandlico das parte aérea de B. pilosa, preparados
em suspensdo do material vegetal em etanol por sete dias, também apresentou
potencial alelopatico sobre o crescimento de plantulas de alface (LIMA et al., 2011).
Apesar do efeito do extrato etandlico de B. pilosa ja ter sido estudado sobre
sementes de alface, mesmo que em diferentes condigbes de preparacdo do extrato,
o efeito do extrato etandlico da espécie ndo foi estudado sobre Ipomoea grandifolia.
De acordo com estudo de reviséo realizado por Santos & Cury (2011), a atividade
alelopética de B. pilosa pode estar relacionada com a presenca da substancia fenil-
heptatrina (PHT), um poliacetileno produtor de radicais livres toxicos a larvas de
insetos herbivoros, fungos, bactérias, virus e plantas. Outras espécies vegetais,
pertencentes a familia Asteraceae, s@o reconhecidas quanto ao seu potencial
alelopéatico, como € o caso de Helianthus annuns (girassol), onde importantes
aleloguimicos da classe dos fendis, terpenos e flavonoides ja foram identificados
(VYVYAN, 2002). A lactona sesquiterpénica dehydrozaluzanin C (DHZ), obtida de
diferentes plantas da familia Asteraceae, € um aleloquimico que ocasiona a ruptura
das membranas das células, possuindo forte atividade inibidora sobre o crescimento
de diferentes espécies de dicotiledéneas (MACIAS et al.,, 2000). Outra lactona
sesquiterpénica com atividade aleloquimica reconhecida é a artemisinina, extraida
da A. annua, espécie pertencente a mesma familia que B. pilosa (WESTON &
INDERJIT, 2007).
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Phyllanthus niruri L., conhecida popularmente como “quebra-pedra”, é
pertencente a familia Euphorbiacea, nativa do continente americano, ocorrendo em
toda a regiao tropical. As plantas do género Phyllanthus possuem grande
semelhanca, dificultando sua classificagcdo e caracterizagdo botanica (KISSMANN &
GROTH, 1999). Essa planta é muito utilizada em tratamento de doencas renais
(MARQUES, 2010; BOIM et al., 2010), sendo também um importante antioxidante
(AMIN et al., 2012), antimicrobiano (RAJESHWAR et al., 2008; GAMI & KOTHARI,
2011), anti-inflamatorio, analgésico, antiespasmoddica, anti-hepético, diurético
(BAGALKOTKAR et al., 2006), nematicida (SHAKIL et al.,, 2008). Sua atividade
antimalarica foi comprovada (MILLIKEN, 1997; TONA et al., 2001; CARABALLO &
RODRIGUEZ-ACOSTA, 2004; CIMANGA et al., 2004; TONA et al., 2004). Em estudo
de revisdo, Calixto et al. (1998) descreve a presenca de alcaldides, benzenoides,
cumarinas, flavonoides, lignanas, lipideos, esteréis, taninos e terpenos como
constituintes de P. niruri. Em alguns locais, é reconhecida como planta daninha
(ALBERTINO et al., 2004; ALL, 2010). Estudos referentes ao potencial alelopético
dessa espécie ndo foram encontrados na literatura.

Petiveria alliacea L., conhecida popularmente como guiné, é uma
planta da familia das Phytolaccaceae, nativa da regido Amazdnica, possuindo habito
persistente e de dificil erradicacdo em algumas regides (LORENZI & MATOS, 2002).
Em analise fitoquimica, Lucena et al. (2011) evidenciaram a presenca de
flavonoides, fendis, taninos, saponinas, quinonas, triterpenos, esteroides e
alcal6ides em folhas de P. alliacea L. Essa espécie é reconhecida devido suas
atividades antimicrobiana (KIM et al., 2006; GUEDES et al., 2008; PACHECO et al.,
2011), antioxidante (OKADA et al., 2008), hipogliceminante, com efeito secundario
sobre o sistema nervoso central (CAMARGO, 2007), antiagregante plaquetéria
(VILLAR et al., 1997), analgésica (LIMA et al., 1991), antitumoral (URUENA et al.,
2008), abortiva (BOSCOLO & VALLE, 2008), entre outros. De acordo com Vigneron
et al., (2005), em estudo investigativo, constatou-se que folhas de Petiveria alliacea,
sdo utilizadas para a cura e prevencdo da malaria. O uso de P. alliacea como
antimalarico também € descrito por Caraballo et al. (2004) e Milliken (1997). O
potencial alelopatico de extratos metandlicos e diclorometanicos de folhas de P.
alliacea sobre germinacédo e desenvolvimento de Amaranthus hypochondriacus e

Lactuca sativa foi estudado por Pérez-Leal et al., (2005), no entanto, dados
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referentes ao efeito de extratos etandlicos e diclorometanicos de P. alliacea sobre
Ipomoea grandifolia, e do extrato etandlico sobre alface, ainda séo desconhecidos.

Senna hirsuta (L.) H.S. Irwin & Barneby, conhecida popularmente como
fedegoso e pertencente a familia Fabaceae, € uma planta nativa do Brasil e
amplamente distribuida na América, desde os Estados Unidos da América até o
Brasil (KISSMANN & GROTH, 1999). Estudos botanicos recentes levaram a
transposicdo taxon6mica de espécies do género Cassia para o tdxon Senna, de
forma que as espécies de Cassia e Senna formam um dos maiores géneros da
familia Fabaceae (VIEGAS—JUNIOR et al., 2006), sendo Cassia hirsuta L. citada
como sindénimo botanico de Senna hirsuta L. (SOUZA & BORTOLUZZI, 2010). Em
estudo etnomedicinal em aldeias em torno da reserva florestal de Kimboza, na
Tanzénia, Amri & Kisangau (2012), relatam o uso de folhas de S. hirsuta no
tratamento de doencas como pneumonia, hérnia e dores estomacais e de cabeca
por essas comunidades. Em levantamento etnobotanico em Ponta Poré, no estado
do Mato Grosso do Sul, Brasil, S. hirsuta foi relatada, pelas comunidades locais,
como laxante e com efeitos sobre doengas relacionadas ao figado. As sementes
torradas auxiliam em tratamentos de inflamacfes da préstata e também podem ser
utilizadas como vermifugo (PEREIRA et al.,, 2009). S. hirsuta possui acao
antimicrobiana contra cepas de Escherichia coli, Shigella dysenteriae, Shigella.
flexnerii, Salmonella typhi, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e
Bacillus cereus (TEKWU et al., 2012), e atividade antioxidante correlacionada com o
teor de compostos fendlicos totais (VADIVEL et al., 2011). Algumas espécies do
género Senna sdo descritas como plantas infestantes de sistemas agricolas, como
S. obtusifolia (ERASMO et al., 2000), S. occidentalis (CHRISTOFFOLETI et al.,
2010) e S. alata (RODRIGUES et al., 2009). Segundo Titanji et al. (2008), a casca do
caule e as folhas de S. hirsuta sdo utilizados na medicina popular de Camarfes no
tratamento contra malaria. A espécie S. occidentalis, pertencente ao género Senna e
a familia Fabaceae, € amplamente reconhecida devido sua ac&o antimalarica (TONA
et al., 1999, TONA et al., 2001; CIMANGA et al., 2004; ZIRIHI et al., 2005).

Quassia amara L., conhecida popularmente como quassia-amarga, €
uma planta da familia das Simaroubaceae, nativa do norte do Brasil (LORENZI &
MATOS, 2002). Dentre os componentes quimicos j& descritos na espécie, destacam-
se 0s quassinoides (quassina e neoquassina), alcaldides inddlicos (derivados da

cantina e de [-carbolina), esteroides, acidos alifaticos e acidos aromaticos
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(GILBERT & FAVORETO, 2010). Os quassindides - substancias triterpénicas com
alto poder de oxigenagdo, encontrados principalmente em plantas da familia
Simaroubaceae - como ailantone, holancatone, glaucarubolone e chaparrinone, séo
compostos vegetais altamente fitotoxicos, no entanto, a maioria dos mecanismos de
acao dessas substancias permanecem desconhecidos (DUKE & OLIVA, 2004). Em
estudo de revisdo, Almeida et al. (2007) destaca outras propriedades dos
quassindides, como anticancer, antimalarica, inseticida, amebicida, nematicida,
antiviral, antioxidante, anti-inflamatoria, entre outros. Espécies como Ailanthus
altissima e Samandera indica, da familia Simaroubaceae, também demonstram-se
como importantes antimicrobianos (RAHMAN et al., 2008; VISWANAD et al., 2012).
Na medicina tradicional, Q. amara € utilizada em problemas gastrointestinais, dores
de cabeca, arritmia cardiaca, leucemia, anemia, picadas de cobras (GILBERT &
FAVORETO, 2010) e analgésica (TOMA et al., 2003). Sua atividade antimalérica foi
comprovada por Ajaiyeoba et al. (1998), Bertani et al. (2005), Bertani et al. (2007),
Cachet et al. (2009) e Houel et al. (2009). Estudos referentes a atividade

antimicrobiana e antioxidante de Q. amara nao foram encontrados na literatura.
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3 ATIVIDADE ALELOPATICA DE PLANTAS COM USO POPULAR
ANTIMALARICO

3.1 RESUMO

Considerando-se que compostos herbicidas, como o glifosato, estédo sendo testados
como medicamento antimalarico, pressupde-se que um medicamento, ou uma
planta medicinal antimalarica, possam ser testados como herbicidas. Dessa forma, o
objetivo desse trabalho foi analisar a influéncia de diferentes concentragdes dos
extratos brutos etandlicos (EET) e diclorometéanicos (EDC) das espécies medicinais
antimalaricas Bidens pilosa L. (picdo-preto), Phyllanthus niruri L. (quebra-pedra),
Petiveria alliacea L. (guiné) e Senna hirsuta L. (fedegoso), sobre a germinabilidade
(GER), tempo médio de germinagdo (TMG), velocidade média de germinacao
(VMG), comprimento de radicula (RAD) e comprimento de hipocétilo (HIP) de
Lactuca sativa L. (alface) e Ipomoea grandifolia (Dammer) O"Donel (corda-de-viola).
O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado distribuido em um trifatorial
(espécie antimalarica vs. extrator vs. concentragdo). Os bioensaios foram realizados
com quatro repeticdes de 25 sementes, para os testes germinativos, e 10 sementes
pré-germinadas, para os bioensaios de crescimento. As sementes germinadas foram
contadas diariamente, durante o periodo de 144 horas, como meio de obtencado das
variaveis TMG e VMG, ja as variaveis GER, RAD e HIP foram mensuradas apés 144
horas da aplicacdo dos extratos. Os extratos brutos das plantas antimaléricas, e
suas respectivas concentragbes, demonstraram efeitos inibitérios, e em alguns
casos estimulatorios, de magnitudes diferentes sobre os processos de germinacao
e/ou desenvolvimento das espécies alvo. O aumento da concentracdo dos EET e
EDC de P. alliacea e do EET de S. hirsuta, ndo influenciaram o TMG, VMG e GER
de corda-de-viola, sendo que o EDC de P. alliacea também néo influenciou sobre
RAD e HIP da mesma. O EET de B. Pilosa apresentou 6timos resultados frente a
inibicdo do RAD e HIP de alface e GER, TMG, VMG, RAD e HIP de corda-de-viola,
sugerindo-se a utilizagdo do mesmo para trabalhos futuros de purificagéo,
isolamento e identificagdo das substancias bioativas e seus respectivos mecanismos
de agéo.

3.2 ABSTRACT

Considering that compounds herbicides such as glyphosate are being tested as
antimalarial drugs, it is assumed that a drug or a antimalarial medicinal plant, can be
tested as herbicides. Thus, the aim of this study was to analyze the influence of
different concentrations of crude ethanol extracts (EET) and dichloromethanic (EDC)
of antimalarial medicinal species Bidens pilosa L. (beggartick), Phyllanthus niruri L.
(shatterstone), Petiveria alliacea L. (guinea) and Senna hirsuta L. (sicklepod) on
germination (GER), mean germination time (TMG), mean speed of germination
(VMG), radicle (RAD) and hypocotyls (HIP) of Lactuca sativa L. (lettuce) and
Ipomoea grandifolia (Dammer) O'Donel (rope-glory). The experimental design was
completely randomized distributed in a factorial (species antimalarial vs. extractor vs.
concentration). Bioassays were performed with four replicates of 25 seeds for
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germination tests, and 10 pre-germinated seeds for the growth bioassays.
Germinated seeds were counted daily for a period of 144 hours, to obtaining the
TMG and the VMG variables, the variables have GER, RAD and HIP were measured
after 144 hours of application of the extracts. The results of bioassays of extracts of
plants antimalarial and their respective concentrations showed inhibitory effects, and
in some cases stimulatory, different magnitudes of the processes of germination
and/or growth of the target species. Increasing the concentration of EET and EDC of
P. alliacea and EET of S. hirsuta, not influenced the TMG, VMG and GER rope-glory,
and the EDC of P. alliacea also did not influence RAD and HIP the same. The EET of
B. Pilosa showed excellent results compared to inhibition of RAD and HIP of lettuce
and GER, TMG, VMG, RAD and HIP of do rope-glory, suggesting the use of the
same for future work of purification, isolation and identification of bioactive
substances and their mechanisms of action

3.3 INTRODUCAO

O intenso uso de agroquimicos no controle de plantas daninhas tem
elevado o desenvolvimento de biétipos de plantas daninhas resistentes e tolerantes
ao uso de herbicidas sintéticos, como Ipomoea grandifolia (Dammer) O"Donel,
tolerante ao herbicida de amplo espectro glifosato (N-fosfonometil glicina)
(MONQUERO et al., 2004), assim como, ocasiona aumento nos custos de produgao
das culturas comerciais (MACIAS et al., 2000; CHRISTOFFOLETI et al., 2008),
causando também contaminagdo do ambiente e prejuizos & salde dos agricultores,
devido sua toxicidade, longa persisténcia no meio, atividade carcinogénica e
mutagénica (ABRASCO, 2012).

Através de estudos alelopéticos, substancias quimicas liberadas pelas
plantas e micro-organismos podem ser utilizadas para o desenvolvimento de novos
produtos para o controle eficiente de plantas daninhas, auxiliando na prevencéo de
novos casos de resisténcia e degradagcdo ambiental (WESTON & INDERJIT, 2007).
H& uma compreensdo de que herbicidas com base natural possam ser mais
rapidamente absorvidos e degradados pelo ambiente, minimizando os impactos
ocasionados pela persisténcia desses produtos. A bioprospecc¢do de moléculas com
atividade herbicida envolve o screening de extratos brutos e a purificagdo dos
compostos com atividade biologica, de forma que a simplificagdo e o
aperfeicoamento das moléculas naturais bioativas possibilitam o desenvolvimento e
aprimoramento de novas estruturas sintéticas (DUKE et al., 2000). Muitos

aleloguimicos possuem mecanismo de acado diferente dos herbicidas sintéticos ja
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conhecidos, tornando os metabdlitos especializados (no passado, cunhados
metabdlitos especializados), fontes promissoras para o desenvolvimento de novos
herbicidas sintéticos de base natural. Exemplos disso sdo os aleloquimicos
leptospermone, protétipo do herbicida sintético mesotrione e os compostos 1,4 e
1,8-cineol, protétipos do herbicida sintético cinmetilina. Esses modelos sdo bons
arquétipos do uso de moléculas naturais como prototipos para o desenvolvimento de
herbicidas sintéticos (VYVYAN, 2002; DUKE & OLIVA, 2004; CORNES, 2005;
WESTON & INDERJIT, 2007).

Algumas moléculas com conhecida atividade herbicida vém sendo
testadas como drogas antimaléricas, como o i) glifosato (ROBERTS et al., 1998;
PHILLIPIS, 1998; McROBERT et al., 2005), a ii) fosmidomicina (JOMAA et al., 1999)
e a iii) trifluralina (NAUGHTON et al., 2008). O glifosato possui como mecanismo de
acdo a inibicdo da atividade da enzima 5-fosfoenolpiruvil-chiguimato-3-fosfato-
sintase (EPSPS) da rota do &cido chiquimico (SCHONBRUNN et al., 2001),
interrompendo a biossintese dos aminoacidos tirosina, triptofano e fenilalanina,
ocasionando, consequentemente, a morte do vegetal (POWLES & YU, 2010;
MAEDA & DUDAREVA, 2012). Arota do acido chiquimico é ausente em mamiferos
e presente em plantas, algas, fungos, bactérias e também em parasitas do filo
Apicomplexa, como o Plasmodium falciparum, agente etiolégico da malaria, de
forma que o herbicida glifosato ocasiona ndo s6 a morte de vegetais, mas também
do parasita P. falciparum (ROBERTS et al., 1998; PHILLIPIS, 1998; McROBERT et
al., 2005). A fosmidomicina atua sobre a rota metabdlica 1-deoxi-D-xilulose 5-fosfato
(DXP), também conhecida como via do metileritritol fosfato (MEP) (DEWICK, 2001),
inibindo a atividade da enzima DXR (1-deoxi-D-xilulose 5-fosfato redutoisomerase)
(KUZUYAMA et al. 1998), e consequentemente, a biossintese de compostos
terpénicos. A trifluralina € um herbicida antimitético que ocasiona colapso nas
estruturas microtubulares mit6ticas de P. falciparum, apresentando baixa ou quase
que indetectavel citoxicidade aos mamiferos (NAUGHTON et al., 2008). Por serem
ausentes em mamiferos, as rotas de biossintese do acido chiquimico e do
metileritritol fosfato apresentam-se como alvos interessantes para a producdo de
substancias antimicrobianas e herbicidas, em tese, oferecendo baixos riscos de
intoxicagdo para 0S mesmos.

Partindo-se do principio de que um composto herbicida pode ser

utilizado como medicamento, atuando sobre o parasita P. falciparum, pressupde-se
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que um medicamento, ou uma planta medicinal antimalérica, possam ser testados
como herbicidas, inibindo a atividade de enzimas na rota do 4cido-chiquimico (p.ex.,
EPSPS), ou da rota do MEP (p.ex., a enzima DXR), ou mesmo a formagao de
microtubulos nas células vegetais. Corroborando com esse raciocinio, a espécie
Artemisia annua, reconhecida por sua propriedade antimalarica, ja possui atividade
herbicida comprovada (DUKE & OLIVA, 2004; MAGIERO et al., 2009, FERREIRA et
al., 2010).

Dessa forma, o presente trabalho visa verificar se plantas com
atividade antimalarica reportadas na literatura, assim como A. annua, sao potenciais
fontes de moléculas herbicidas. Devido & complexidade dos estudos que visam a
purificagdo, isolamento e identificacdo de compostos com atividade alelopatica e
seus respectivos mecanismo de acdo, o presente trabalho objetivou atender as
etapas iniciais desse processo, como a selecdo das espécies antimalaricas, Bidens
pilosa L. (picado-preto, Asteraceae), Phyllanthus niruri L. (quebra-pedra,
Euphorbiaceae), Petiveria alliacea L. (guiné, Phytolaccaceae) e Senna hirsuta L.
(fedegoso, Fabaceae), e a realizacdo de bioensaios em laboratério, a partir da
aplicacdo de extratos brutos etandlicos (ETT) e diclorometanicos (EDC) sobre
Lactuca sativa L. (alface), espécie bioindicadora em estudos de alelopatia, e sobre
Ipomoea grandifolia (Dammer) O Donel (corda-de-viola), planta daninha infestante

da regiéo.

3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Espécies Selecionadas

As espécies utilizadas no estudo foram selecionadas a partir de critério
etnobotanico, com atividade antimalarica reconhecida/descrita na literatura. As
amostras de parte aérea de Bidens pilosa L., Senna hirsuta L. e Petiveria alliacea L.
foram coletadas em uma propriedade particular no municipio de Francisco Beltréo,
Parand, em estado reprodutivo, sendo posteriormente identificados e registrados
junto ao Herbério da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz - SP, obtendo-se
0S seguintes registros: ESA 120143; ESA 120144 e ESA 120145, respectivamente
As sementes de Phyllanthus niruri L. foram cedidas do banco de sementes do

Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas - UNICAMP,
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sobre registro UEC 112740, sendo cultivadas em vasos para posterior utilizacdo da

sua parte area, também em estado reprodutivo, para a obteng&o dos extratos.

3.4.2 Preparo dos extratos brutos e determinag&o do Potencial osmético

Os materiais vegetais foram secos em estufa a 40°C, até secagem
completa, sendo posteriormente triturados em moinho de facas (Pulverisette 14,
Fritsch, Germany), e armazenados em freezer a -4 °C, até sua utilizacao.

Para a obtencdo dos extratos brutos, 25 g das amostras vegetais,
previamente moidas, foram solubilizadas em 200 mL de etanol p.a.(Vetec Quimica
Fina, Brasil), e 200 mL de diclorometano p.a. (Vetec Quimica Fina, Brasil),
separadamente, obtendo-se dois extratos (EET e EDC, respectivamente). A extragao
foi realizada em agitador termostatizado em 35 °C, por 30 min, sob agitacédo
constante de 150 rpm, em incubadora Shaker (Solab, SL 222). Apés o término da
extracdo, os extratos foram filtrados em papel filtro e submetidos a rotaevaporador
rotativo para a completa evaporagao do solvente.

Apos a evaporacdo dos solventes, 2,5 g da massa bruta dos extratos
foram mesclados com 0,5 mL de DMSO (Dimetilsulfoxido; Vetec Quimica Fina,
Brasil), e 0,5 mL de Tween 20 (Vetec Quimica Fina, Brasil), para a diluicdo em 500
mL de &gua destilada, obtendo-se assim os extratos brutos na concentragdo 100%.
A partir deste, as demais diluicdes dos extratos 75%, 50% e 25%, foram realizadas,
para todos os tratamentos. Agua destilada foi utilizada como controle.

A fim de se confirmar a néo interferéncia do DMSO e do Tween 20 nos
processos germinativos e de crescimento das espécies alvo em andlise, foi realizado
um bioteste com concentra¢des descritas de DMSO, Tween 20 e agua destilada
(OLIVA, 2006). Do mesmo modo, a fim de se confirmar a ndo interferéncia osmética,
0s potenciais osmaéticos das concentracdes 100%, de todos os extratos, foram
determinados comparando-os com solu¢cfes de sacarose com potencial osmético
(W) determinado, conforme o Método de Shardakow (MAESTRI et al., 1998).
Solugbes de sacarose com Wt igual aos extratos de concentragdo 100% foram

aplicadas sobe as espécies alvo para avaliar possivel interferéncia osmética.
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3.4.3 Bioensaios alelopaticos

As sementes de Lactuca sativa (alface), variedade Grand Rapids
(Feltrin, Brasil), utilizadas como alvo nos bioensaios alelopaticos, foram compradas
no comércio local. As sementes de Ipomoea grandifolia (corda-de-viola) foram
cedidas por agricultores da regido e identificadas pela Bidloga Priscila Ferreira, da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Antes da aplicagdo dos extratos, as
sementes passaram por um processo de esterilizagdo em alcool etilico 50% por 1
min, seguido de hipoclorito de sédio 3:1 por 10 min. Apds, as sementes de alface
foram deixadas secando ao ar livre, enquanto as sementes de corda-de-viola
receberam tratamento de quebra de dorméncia, com agua morna, durante uma hora.
Apés, as mesmas também foram secas ao ar livre.

Os bioensaios alelopéticos foram realizados com a aplicacdo dos
extratos etanolicos (EET) e diclorometanicos (EDC) de B. pilosa, P. niruri, P. alliacea
e S. hirsuta sobre as sementes de alface e corda-de-viola. Para os bioensaios de
germinagdo, os extratos foram aplicados sobre placas de Petri, sendo
disponibilizadas 25 sementes em cada placa, distribuidas equidistantemente sobre
uma camada de papel filtro. Cada placa recebeu 5 mL do seu respectivo tratamento,
antes da semeadura. Apés, as placas foram mantidas sob fotoperiodo e
temperaturas constantes em estufas do tipo BOD (Fanem, 347, S&o Paulo, Brasil).
Ambas as espécies permaneceram sob fotoperiodo de 12 h e temperatura de + 26
°C. A coleta dos dados de sementes germinadas realizaram-se apos 24, 48, 72, 96,
120 e 144 h da aplicacdo dos extratos, para obtencéo dos célculos das variaveis
tempo meédio de germinacdo (TMG) e velocidade média de germinacdo (VMG),
enquanto o calculo da variavel germinabilidade (GER) foi obtido ao fim das 144 h de
aplicacdo dos extratos, sendo consideradas germinadas as sementes com protusao
radicular de 2 mm (GATTI et al., 2004). Os calculos foram realizados de acordo com
Labouriau & Valadares (1976):

Germinabilidade: GER = (N/A) *100
onde: GER = germinabilidade; N = numero de sementes germinadas; A = nimero

total de sementes colocadas para germinar.
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Tempo médio de germinacdo: TMG = (Zniti)/Zni
onde: TMG = tempo médio de germinacdo; ni = nimero de sementes germinadas

por dia; ti = tempo de incubacgao (24 horas).

Velocidade média de germinacgéo: VMG = 1/t

onde: VMG = velocidade média de germinagéo; t = tempo médio de germinagéo.

Para os bioensaios de crescimento de radicula (RAD) e crescimento de
hipocotilo (HIP), foram utilizados os mesmos extratos dos testes de germinacdo. Os
experimentos foram realizados em caixas transparentes do tipo gerbox (11 x 11 x 3,5
cm) forradas com uma camada de papel filtro, onde foram dispostas 10 sementes
pré-germinadas. As caixas gerbox foram mantidas em estufa BOD a + 26 °C e
fotoperiodo de 12 h, para ambas as espécies alvo. As avaliacdes de comprimento
radicular e do hipocétilo das plantulas tratadas foram realizadas ao término de 144 h
(6 dias), considerando-se o comprimento radicular (mm) como a distancia do colo da
planta até o apice meristematico do sistema radicular, e o comprimento de hipocétilo
(mm) como a distancia do colo da planta até o &pice (GATTI et al., 2004). As
plantulas foram classificadas como normais ou anormais conforme as Regras para
Andlise de Sementes, do Ministério da Agricultura e Reforma Agraria (BRASIL,
2009).

O delineamento experimental utilizado foi do tipo trifatorial inteiramente
casualizado (4 espécies vs. 2 extratores vs. 5 concentragdes), com quatro repeticdes
para cada tratamento. Os dados referentes a germinabilidade foram submetidos a
teste de normalidade e transformados para arco seno [\/m]. Os resultados das
avaliagbes foram submetidos & analise da varidncia. Os caracteres que expressaram
interacdo significativa foram submetidos & anélise de regresséo e testados até o
grau de polindmio cubico, considerando apenas o fator concentragdo como fator
quantitativo, sendo posteriormente, confeccionados os gréficos a partir do programa

SigmaPlot 11.0. A anélise estatistica foi realizada no Programa SAEG 9.1.
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3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da andlise de varidncia de L. sativa (alface) e .
grandifolia (corda-de-viola) demonstraram a presenca de interagao significativa tripla
entre os fatores principais (espécie antimalarica vs. extrator vs. concentragdo),
indicando que cada espécie antimalérica possui um efeito de potencial alelopatico de
magnitude diferente, sendo esse efeito, dependente do tipo de extrator utilizado e da
concentracdo de cada extrato analisado, com excec¢éo das variaveis tempo médio de
germinacéo (TMG) e velocidade média de germinacéo (VMG) de alface (Apéndice 1
e 2).

Para a variavel GER, em sementes de alface submetidas aos extratos
de diferentes extratores e concentracdes de espécies antimalaricas (Figura 3),
observou-se que, ao final das 144 horas de experimento, o extrato mais efetivo
sobre a inibicdo do processo germinativo foi o EDC de S. hirsuta (Figura 3D), o qual
reduziu bruscamente a porcentagem de sementes germinadas de 90% para 51%,
com a aplicacdo dos extratos com concentracdes de 75% e 100%, respectivamente,
em relagdo a sua testemunha (98%), inibindo cerca de 47,9% da germinagéo. Os
demais extratos testados né&o inibiram mais do que 25% do total de sementes
germinadas de alface (Figura 3), mesmo em suas concentracdes 100%, com
excecao do EDC de P. niruri (Figura 3B), de resposta linear, o qual inibiu 41,4% das
sementes germinadas, em relacdo a testemunha (99%).

Em corda-de-viola, a variavel GER foi mais afetada pela aplicagdo do
EET de B. pilosa (Figura 3E), o qual apresentou um leve estimulo a germinagédo nas
concentragdes iniciais de 25% e 50%, com taxas de GER de 89% e 84%,
respectivamente, em relacdo a GER da testemunha (72%). A partir da concentracdo
75% desse extrato, observou-se o inicio da reducdo na GER de corda-de-viola
(64%), atingindo GER de 50%, com a aplicagcédo do extrato na concentragcdo 100%,

ou seja, uma inibicdo de 31% das sementes, em relacdo a testemunha.
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Outros tratamentos apresentaram uma leve tendéncia de efeito
estimulatério sobre a GER de corda-de-viola, como o EDC de B. pilosa (Figura 3E),
o EET de P. niruri (Figura 3F), e o EDC de S. hirsuta (Figura 3H), sendo estes
efeitos, dependentes da concentracdo dos respectivos extratos. A concentragao 50%
do EDC de P. niruri apresentou GER de 56%, em relacdo a testemunha (75%),
sendo este, o segundo melhor tratamento na inibicdo dessa variavel (Figura 3F).
Ambos os extratos de P. alliacea e o EET de S. hirsuta ndo afetaram a GER de
corda-de-viola, frente & aplicacdo de diferentes concentracdes de extrato, sendo
estes, representados graficamente por uma reta, conforme o valor da média das
repeticdes de cada tratamento.

Os efeitos fitotoxicos dos compostos aleloquimicos sdo normalmente
dependentes da sua concentracdo, de forma que respostas estimulatérias podem
ser observadas geralmente em baixas concentragcdes de extratos (EINHELING,
2004). Efeitos alelopéticos estimulatorios sobre a germinacdo de sementes também
foram observados por Rosa et al. (2011), com a aplicagédo de extrato aquoso de
Panicum maximum (capim coloni&o) sobre sementes de Peltophorum dubim
(canafistula) e Parapiptadenia rigida (angico). Souza Filho et al. (2006) também
verificou efeito estimulatorio do 6leo essencial de Myrcia guianensis sobre a GER de
sementes de Senna obtusifolia.

O potencial osmotico dos extratos € outro fator que pode influenciar
sobre os resultados de fitotoxicidade dos aleloquimicos, pois, quando em elevadas
concentragdes, pode ocasionar efeitos que reduzem a germinabilidade das
sementes, mascarando os reais efeitos dos compostos aleloquimicos (FERREIRA &
AQUILA, 2000). Os testes de potencial osmético das concentracbes 100%, de todos
os extratos de plantas antimalaricas, ndo apresentaram valores superiores a -0,10
Mpa. Segundo Rego et al. (2007), apenas potenciais osmoticos superiores a -0,6
Mpa influenciaram sobre os processos germinativos de Anadenanthera colubrina.
Dessa forma, pode-se concluir que o potencial osmético referente aos extratos foi
insuficiente para a ocorréncia de efeitos osmoticos prejudiciais a germinacdo das
espécies alvo. Além do potencial osmotico, as substancias utilizadas na
solubilizag&do dos extratos, como DMSO e Tween 20, também podem influenciar os
processos de germinacdo e desenvolvimento das espécie alvo. Dessa forma,
realizou-se a aplicacdo de uma solugdo com as mesmas concentragdes dessas

substéncias utilizadas na confecgéo dos extratos brutos (0,5 mL de DMSO, 0,5 mL
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de Tween 20 e 500 mL agua destilada), podendo-se observar que ndo houve
alteracdes de germinacdo e desenvolvimento das plantulas, em relagdo com os
tratamentos controle (Agua destilada).

O processo de germinagdo de sementes pode ser influenciado por
determinados tratamentos os quais as sementes sdo submetidas, podendo fazé-las
germinar de forma mais rdpida ou mais lenta, tornando-as mais ou menos
competitivas em sistemas naturais. Dessa forma, existem medidas que quantificam a
germinacdo das sementes cineticamente, como o tempo meédio de germinacao
(TMG) e velocidade média de germinacdo (VMG) (FERREIRA & BORGHETTI,
2004).

Ao analisar-se a Figura 4A, observou-se a influéncia das espécies
antimalaricas em estudo (sem diferenca significativa entre os extratores), sobre a
cinética do processo germinativo de alface, observando-se que os extratos das
espécies B. pilosa, P. niruri e S. hirsuta apresentaram pouca influéncia sobre o
aumento do TMG. No entanto, a espécie P. alliacea (Figura 4A), apresentou, ja na
concentracdo 50%, resultados que ultrapassaram os valores das demais espécies
em suas concentragdes 100%, variando 18,15 horas, entre o TMG da sua
testemunha (25,38 h) e da sua concentracdo 100% (43,53 h), sendo esta, a espécie
gue melhor afetou o TMG das sementes de alface, considerando que quanto maior o
TMG, maior é o tempo necessério para que o grupo de sementes germine.

No que diz respeito ao TMG de corda-de-viola, observou-se que os
extratores diferiram entre si, apenas para a espécie B. pilosa, de forma que seu
respectivo extrato etandlico (Figura 4B) foi o Unico que apresentou resultados
satisfatorios, com valores de TMG de 47,19 h e 56,80 h nas concentragbes 75% e
100%, respectivamente, em relagcdo a sua testemunha (26,72 h). Ademais, apenas
os extratos de EDC de P. niruri (Grafico 4C) e S. hirsuta (Figura 4E) reproduziram
algum efeito sobre o TMG de corda-de-viola, no entanto, esses efeitos foram pouco
expressivos, se comparados ao efeito do EET de B. pilosa (Figura 4B). Todos os
demais extratos testados, e suas respectivas concentragdes, ndo afetaram o TMG
de corda-de-viola, sendo representados, graficamente, por uma reta, conforme o
valor da média das repeticbes de cada tratamento (Figura 4). As estimativas das
analises de regressao, referentes a variavel TMG de alface e corda-de-viola, estéo

dispostas nos Apéndices 4 e 5, respectivamente.
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Figura 4. Tempo médio de germinacdo (TMG) de sementes de Lactuca sativa L. (alface),
submetidas ao extrator etanol, e Ipomoea grandifolia (corda-de-viola), submetidas
a diferentes extratores, etanol (ETT) e diclorometano (EDC), e diferentes
concentragcfes (0, 25%, 50%, 75% e 100%) de extratos de quatro plantas
antimalaricas. UTFPR, Campus Pato Branco, 2013.

Os resultados referentes a VMG de alface e corda-de-viola (Figura 5),

0S quais caracterizam-se como o inverso do TMG, expressando o numero de

sementes germinadas por hora (sementes h-l) (FERREIRA & BORGHETTI, 2004),
demonstraram que, para alface, ndo houve diferenga significativa entre os extratores
utilizados, de forma que os extratos da espécie P. alliacea (Figura 5A) apresentaram
os melhores efeitos sobre o atraso da germinagdo, com VMG de 0,024 sementes
hora™, para sua concentracdo 100%, em relacdo a sua testemunha (0,039 sementes

hora™), enquanto B. pilosa, P. niruri e S. hirsuta (Figura 5A) ndo diferiram
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estatisticamente entre si em suas concentragdes 100%, corroborando com os

resultados de TMG, para essa espécie.
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Figura 5. Velocidade média de germinacdo (VMG) de sementes de Lactuca sativa L. (alface),
submetidas ao extrator etanol, e Ipomoea grandifolia (corda-de-viola), submetidas
a diferentes extratores, etanol (ETT) e diclorometano (EDC), e diferentes
concentragcbes (0, 25%, 50%, 75% e 100%) de extratos de quatro plantas
antimalaricas. UTFPR, Campus Pato Branco, 2013.

No que diz respeito & VMG de corda-de-viola, assim como ocorreu com
o TMG da mesma, a aplicacdo do EET de B. pilosa foi o Unico tratamento que
apresentou resultado satisfatorio frente ao atraso da germinagéo, a partir de sua
concentracdo 50% (0,035 sementes hora™), tendo seu efeito intensificado com o
aumento de sua concentracdo. Todos os demais tratamentos ndo afetaram o TMG

de corda-de-viola, com exce¢cdo do EDC de P. niruri e do EDC de S. hirsuta, no
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entanto, o efeito desses dois extratos citados foi quase imperceptivel. Os resultados
nao significativos foram expressos, graficamente, por uma reta, representando a
média das repeticbes dos respectivos tratamentos (Figura 5). As estimativas das
analises de regressao, referentes a variavel VMG de alface e corda-de-viola, estédo
dispostas nos Apéndices 6 e 7 , respectivamente.

Apesar do aumento das concentragfes dos extratos da espécie P.
alliacea apresentarem efeitos negativos sobre a cinética da germinagdo das
sementes de alface (Figura 4A e 5A), 0s mesmos apresentaram pouco efeito sobre a
inibicdo da GER da mesma (Figura 3C), demonstrando que esses extratos sé&o mais
eficazes sobre o atraso do que sobre a inibicdo final da germinagdo dessas
sementes. Esse efeito também foi observado em trabalho desenvolvido por
Maraschi-Silva & Aquila (2006), onde os extratos aquosos de Sapium glandulatum
ndo afetaram a GER de sementes de alface, mas a maior concentracdo afetou o
TMG. Segundo Ferreira & Aquila (2000), € comum, em experimentos sobre o
processo de germinacdo de sementes, os efeitos dos extratos serem significativos
sobre cinética da germinag&o e com pouca diferenca na germinabilidade, em relacéo
ao controle. No entanto, esses resultados divergem dos encontrados em estudo
realizado por Pérez-Leal et al. (2005), no qual extratos brutos metandlicos e
diclorometanicos de P. alliacea apresentaram efeitos fitotxicos, ndo sO sobre a
VMG, mas também sobre a GER de sementes de alface. Essa diferenca entre os
resultados observados pode ser oriunda do diferente método de extragdo utilizado
em cada experimento, de forma que Pérez-Leal et al. (2005) obtiveram seus extratos
organicos a partir da maceragdo das folhas de P. alliacea em metanol e
diclorometano, respectivamente, por um periodo de trés dias em temperatura
ambiente, sendo posteriormente rotaevaporados, podendo dessa forma, contribuir
para a extracdo de diferentes tipos de compostos aleloquimicos.

Quanto a reducédo da GER das sementes de corda-de-viola, o EET de
B. pilosa demonstrou-se efetivo, apesar do estimulo nas concentra¢gdes iniciais,
apresentando inibicdo de 30,5% da germinacdo das sementes, na maior
concentracdo (Figura 3E), em relagdo a sua testemunha, corroborando com o0s
resultados de TMG (Figura 4A) e VMG (Figura 5A), demonstrando que esse extrato
ndo sO atrasa, mas também inibe o processo germinativo, sendo esse efeito

dependente da concentragéo.
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Considerando-se que a aplicagdo de diferentes concentracfes de
ambos os extratos de P. alliacea e do EET de S. hirsuta demonstraram resultados
nao significativos sobre a GER (Figura 3), TMG (Figura 4) e VMG (Figura 5) das
sementes de corda-de-viola, conclui-se que a aplicagdo desses extratos ndo afetam
0 processo germinativo dessa espeécie.

Diferengas de sensibilidade entre as espécies alvo sdo comuns em
estudos alelopéticos devido a diferenca de mecanismos de absorcéo, translocagéo e
sitio ativo das substancias aleloquimicas nos 6rgdos e tecidos das espécies
receptoras, podendo variar conforme a concentracdo dos aleloquimicos, estadio de
desenvolvimento da planta e condicbes ambientais (WEIR et al., 2004). Alteracdes
nos processos germinativos sdo indicativos de alteragfes nas rotas metabdlicas,
modificando processos de desenvolvimento do embrido (FERREIRA & AQUILA,
2000), ocasionando alteragdes na permeabilidade de membranas, na transcrigéo e
tradugdo do DNA, no funcionamento de mensageiros secundarios, na respiracao
celular, no sequestro de oxigénio, na conformagdo de enzimas e receptores, ou
ainda pela combinagao destes fatores (FERREIRA & BORGUETTI, 2004). Para que
os efeitos dos aleloguimicos sejam eficazes nas espécies alvo, os compostos
necessitam ser absorvidos e translocados em concentragcdes suficientes para agir
sobre algum mecanismo bioquimico relevante. Dessa forma, a germinacdo de
Ipomoea grandifolia pode ter sido mais dificilmente afetada, do que em alface,
devido suas caracteristicas selvagens, sendo reconhecida por sua tolerédncia a
determinados herbicidas, como o glifosato (MONQUERO et al., 2004; RAMIRES et
al., 2010). Segundo Matsumoto et al. (2010), extratos a partir dos solventes hexano
e de acetato de etila de folhas de Annona glabra L. também néo afetaram a GER e o
TMG de |. grandifolia (corda-de-viola), afetando apenas o crescimento total das
plantulas. Esse mesmo efeito foi observado por Lima et al. (2009) através da
aplicacdo de extratos aquoso de Cymbopogon citratus (capim-liméo) e Sambucus
australis (sabugueiro) sobre sementes de I. grandifolia.

Quanto ao RAD de alface (Figura 6), observou-se que o EET de B.
pilosa ocasionou o maior efeito alelopéatico, com RAD de 14,55 mm, com a aplicacao
de sua concentragdo 100%, inibindo 57,5% do comprimento radicular, em relacdo a
sua testemunha (34,25 mm) (Figura 6A). O EET e o EDC de S. hirsuta também
apresentaram inibigdes radiculares acima de 50%, em relacdo as suas respectivas

testemunhas (Figura 6D), com RAD de 14,03 mm e 13,78 mm com a aplicagao de
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suas respectivas concentragdes de 100% e 50%. Os efeitos ocasionados sobre o
RAD de alface com a aplicagdo do ETT de S. hirsuta e do EET de B. pilosa podem
ser observados nas Figuras 7 e 8. Os demais extratos testados, e suas respectivas
concentragdes, ndo foram suficientes para ocasionar um crescimento radicular
inferior a 20,0 mm, no entanto, todos apresentaram efeitos positivos sobre a reducéo
do RAD de alface (Figura 6).

Em corda-de-viola, o extrato que apresentou melhor efeito inibitério
sobre o RAD foi o EET de S. hirsuta (Figura 6H). Suas concentra¢des 75% e 100%
inibiram cerca de 60,4% e 72,7% do RAD, com comprimentos de 15,88 e 10,91 mm,
respectivamente, em comparagéo a sua testemunha (40,10 mm) (Figura 6H). Esse
efeito pode ser observado na Figura 9. O EET de P. alliacea (Figura 6G) e o EET de
B. pilosa (Figura 6E) também apresentaram bons resultados quanto a inibicdo da
radicula, com RAD de 12,93 mm, para a aplicacdo da concentragédo 75% do primeiro
extrato, e 13,98 mm, para a concentragdo 100% do segundo, podendo esse efeito
ser observado na Figura 10. Contudo, todos os demais extratos, e suas respectivas
concentragdes, ndo apresentaram reducdo do RAD de corda-de-viola inferiores a
15,0 mm, em comparacgéo as suas respectivas testemunhas (Figura 6), de forma que
0 EDC de P. alliacea ndo afetou o RAD dessa espécie (Figura 6G). As estimativas
das analises de regressédo referentes a variavel RAD, de alface e corda-de-viola,
estdo dispostas no Apéndice 8.

Dados referentes ao potencial alelopatico de S. hirsuta ndo foram
encontrados na literatura, no entanto, Rodrigues et al. (2009), isolaram substancias
quimicas das folhas de Senna alata, espécie pertencente a familia Fabaceae
(Leguminosae), mesma familia que S. hirsuta, demonstrando a presenca de
compostos alelopaticos pertencentes a classe dos flavonoides glicosilados, com
ndcleo aromético caempferol. A fragdo mais pura do extrato hidrometandlico
evidenciou potencial alelopatico sobre a GER e o RAD de Senna obstufolia e
Mimosa pudica, no entanto, os resultados referentes a inibicdo do HIP foram nao
significativos entre os fatores espécie alvo vs. concentracdo. Os efeitos dos extratos
sobre a cinética da germinacdo das sementes ndo foram avaliados no referido
experimento.

Mesmo que a aplicacdo de extratos vegetais ndo seja capaz de
ocasionar a inibicado completa do RAD das plantulas alvo, qualquer reducéo é valida,

uma vez que, em se tratando de plantas daninhas, esses efeitos podem auxiliar na
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reducdo da capacidade competidora das mesmas, favorecendo o desenvolvimento
das espécies desejaveis (SOUZA-FILHO et al., 1997).
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Figura 6. Comprimento de radicula (RAD) de sementes de Lactuca sativa L. (alface) e Ipomoea
grandifolia (corda-de-viola), submetidas a diferentes extratores, etanol (ETT) e
diclorometano (EDC), e concentracdes (0, 25%, 50%, 75% e 100%) de extratos de
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quatro plantas antimalaricas. UTFPR, Campus Pato Branco, 2013.
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Figura 7. Efeito de diferentes concentragdes do extrato etandlico (EET) de B. pilosa sobre plantulas
de Lactuca sativa (alface). Ana Paula Ferrari. UTFPR, Campus Pato Branco, 2013.

Figura 8. Efeito de diferentes concentraces do extrato etandlico (EET) de S. hirsuta sobre plantulas
de Lactuca sativa (alface). Ana Paula Ferrari. UTFPR, Campus Pato Branco, 2013.
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Figura 9. Efeito de diferentes concentraces do extrato etandlico (EET) de S. hirsuta sobre plantulas
de Ipomoea grandifolia (corda-de-viola). Ana Paula Ferrari. UTFPR, Campus Pato
Branco, 2013.

Figura 10. Efeito de diferentes concentragdes do extrato etandlico (EET) de B. pilosa sobre plantulas
de Ipomoea grandifolia (corda-de-viola). Ana Paula Ferrari. UTFPR, Campus Pato
Branco, 2013.
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Os efeitos de supressédo sobre o HIP das plantulas de alface foram
observados ja a partir das concentragdes 25% dos extratos, com exce¢do do EDC
de P. alliacea (Figura 11C) e de EDC de S. hirsuta (Figura 11D), que n&do afetaram
essa variavel, e do EET de P. alliacea (Figura 11C), que, ao invés de efeito inibitério,
ocasionou um efeito estimulatério em todas as concentragdes testadas. A maior
inibicdo do HIP de alface ocorreu com a aplicagdo do EET de B. pilosa (Figura 11A),
obtendo-se 4,23 e 4,98 mm, nas concentracbes 75% e 100%, inibindo cerca de
69,3% e 63,9% do HIP, respectivamente, em relagdo a testemunha (13,78 mm). O
EET e o EDC de P. niruri também apresentaram bons resultados, com supressao do
HIP de alface de 56,9 e 50,4%, respectivamente, ambos na concentragdo 50%. Os
demais extratos ndo inibiram mais que 50% do HIP de alface (Figura 11). Dessa
forma, o EET de B. pilosa demonstrou-se como o mais eficaz sobre a redugéo do
crescimento total das plantulas de alface, uma vez que também obteve O6timos
resultados sobre a inibicdo do RAD (Figura 6A). Esses resultados corroboram com
Lima et al. (2011), onde o extrato etandlico da parte aérea de B. pilosa, preparado
em suspensdo do material vegetal em etanol por sete dias, apresentou inibi¢cdo de
47,3% do crescimento radicular e 60,6% do crescimento do hipocétilo de alface,
demonstrando a capacidade de uso dessa espécie em estudos que visam a busca
por biomoléculas com acdo herbicida. Extratos aquosos de folhas de B. pilosa
também afetaram a germinagd@o e o crescimento de plantulas de Brassica oleracea
(repolho), Brassica rapa (nabo), Lactuca sativa (alface) e Raphanus sativus
(rabanete) (RABELO et al.,, 2008) e (Lycopersicum esculentum Miller) tomate
(GUSMAN et al., 2011).

Ndo s6 fatores como o tipo de solvente, mas também o tempo, a
temperatura e a agitagdo da extragdo interferem sobre os compostos aleloquimicos
extraidos dos vegetais, de forma que o conhecimento dos métodos mais adequados
de extracdo, para cada espécie em estudo, auxilia na redugdo da matéria-prima
necesséaria para a confeccdo do extrato, o que pode ser considerado um passo
importante para o futuro desenvolvimento de herbicidas organicos em escala
comercial (RIBEIRO & LIMA, 2011). Dessa forma, é importante ressaltar que, apesar
da atividade alelopatica do EET de B. pilosa sobre alface ja ter sido estudada ha
diferencas entre as metodologias de extracdo dos compostos aleloquimicos dos dois
estudos, o0 que no entanto, ndo caracterizou grande divergéncia entre os potenciais

alelopéticos obtidos pelos diferentes métodos.
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Figura 11. Comprimento de hipocétilo (HIP) de sementes de Lactuca sativa L. (alface) e Ipomoea

grandifolia (corda-de-viola), submetidas a diferentes extratores, etanol (ETT) e
diclorometano (EDC), e concentrag@es (0, 25%, 50%, 75% e 100%) de extratos de quatro
plantas antimalaricas. UTFPR, Campus Pato Branco, 2013.

J& os efeitos de inibicdo sobre os hipocétilos das plantulas de corda-

de-viola, observamos que a concentragédo 100% do EDC de B. pilosa (Figura 11E),
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apresentou 28,6% de inibicdo, com HIP em torno de 37,93 mm, em relacdo a sua

testemunha (53,1 mm), sendo esse efeito observado na Figura 12.

{
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DICLOROMETANO

Figura 12. Efeito de diferentes concentracbes do extrato diclorometanico (EDC) de B. pilosa sobre
plantulas de Ipomoea grandifolia (corda-de-viola). Ana Paula Ferrari. UTFPR, Campus
Pato Branco, 2013.

O segundo melhor tratamento de supressdo do crescimento do
hipocotilo de corda-de-viola foi do EET de P. alliacea (Figura 11G), cujo nas
concentragbes 75% e 100%, inibiram cerca de 26,7% e 24,9% do HIP,
respectivamente, seguidos do EET de B. pilosa e do EET de P. niruri, com 19,1% de
inibicdo do HIP, na concentragdo 100% do priemiro extrato e 18,2% de inibi¢ca do HIP
na concentragdo 25% do segundo extrato. Os demais tratamentos, e suas
respectivas concentracdes, ndo apresentaram respostas inibitorias de HIP de corda-
de-viola superior a 15% (Figura 11), com exce¢do do EDC de P. niruri, o qual
apresentou HIP de 38,55 mm, equivalente a 17,3% de inibicdo, em relacdo a sua
respectiva testemunha. O EDC de P. alliacea novamente demonstrou-se néo
significativo, tanto sobre o HIP de corda-de-viola (Figura 11G), quanto sobre seu
RAD (Figura 6G), GER (Figura 3G), TMG (Figura 4D) e VMG (Figura 5D),
demonstrando que esse extrato ndo afeta os processos de germinacdo e de
crescimento dessa espécie alvo. As estimativas de regressao referentes a variavel

HIP de alface e corda-de-viola estdo dispostas no Apéndice 9.
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Em estudos de potencial alelopatico, variagBes nas intensidades dos
efeitos observados sdo comumente relacionadas as concentracbes dos extratos
aplicados, assim como, ao tecido e a espécie receptora (LUZ et al., 2010),
justificando as distintas respostas dos extratos sobre as diferentes variaveis
analisadas.

Respostas cubicas de potencial alelopatico sobre as variaveis GER,
RAD e HIP também foram observadas em estudo de Hagemann et al. (2010),
caracterizando esses efeitos como uma resposta da espécie alvo frente a
concentracdo de extrato necessaria para lhe causar fitotoxicidade. O fenbmeno de
detoxificagdo também pode estar relacionado a resisténcia ou tolerancia das
sementes aos aleloquimicos presentes nos extratos, sendo esse efeito observado
nas fases iniciais do processo germinativo. Amoo et al. (2008) também obteve
resultados em que as respostas de estimulo e inibicdo do crescimento da parte
aérea das plantulas de Lycopersicon esculentum, Abelmoschus esculentum e
Amaranthus spinosus, foram dependentes das concentragbes do extratos aquosos
de folhas de Tetrapleura tetraptera, de forma que as menores concentracdes
estimularam o crescimento da parte aérea, enquanto concentracdes intermediarias
tiveram carater inibitério, onde por fim, concentragcbes mais elevadas, novamente
estimularam o crescimento, demonstrando que o efeito sobre espécie receptora é
depende da concentragdo do extrato utilizado.

Dentre as anomalias observadas nas plantulas de alface e corda-de-
viola, em relacdo as suas testemunhas tratadas apenas com agua destilada,
observou-se a presenca de danificacdes nas raizes primérias, as quais
desenvolveram-se de forma mais fina e menor, apresentando também, oxidacado da
coifa, indicando a agéo das substancias toxicas presentes nos extratos. Em corda-
de-viola, nenhum extrato acima da concentragdo 50% permitiu o desenvolvimento de
raizes laterais, diferentemente do que pode ser observado nas testemunhas. Os
hipocotilos, de ambas as espécies, apresentaram-se menos afetados com a
aplicacdo dos extratos, apresentando apenas uma reducdo de tamanho e, em
alguns casos, reducéo de diametro, no entanto, sem efeitos de oxidagéo. Efeitos de
reducdo sobre o desenvolvimento das folhas das plantulas também foram
observados em todos os tratamentos sobre alface e corda-de-viola, com excec¢éo do
EDC de S. hirsuta, do EET de P. alliacea e do EET de P. niruri, sobre corda-de-viola,

onde os efeitos visuais sobre as folhas das plantulas, dos dois primeiros extratos,
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foram observados apenas a partir das concentracdes 25%, ao passo que o terceiro
extrato ndo afetou visualmente o tamanho das folhas de corda-de-viola em nenhuma
das concentragdes testadas.

Considerando que a concentragdo do composto necessaria para inibir
a germinacdo da semente normalmente € mais elevada do que a concentracdo
necessaria para inibir o desenvolvimento das plantulas (PIRES & OLIVEIRA, 2011),
observou-se que, embora efeitos sobre 0s processos germinativos das sementes de
alface e corda-de-viola tenham sido observados, os extratos das plantas
antimalaricas produziram efeitos mais acentuados sobre a inibicdo do
desenvolvimento das plantulas das espécies alvo, em especial, sobre o crescimento
radicular. Segundo Souza-Filho et al. (1997), a interferéncia do crescimento da
radicula € um dos melhores indicadores de potencial alelopatico em extratos
vegetais. Esse fato provavelmente se deve ao contato mais intimo das raizes a
solugéo de aleloquimicos (FERREIRA & AQUILA, 2000), o que facilita a absorcéo e
atividade desses compostos devido ao alto metabolismo e estresse ambiental em
gue a planta se encontra durante sua fase inicial de desenvolvimento, afetando
diretamente a diviséo celular.

Avisualizacdo dos efeitos dos aleloquimicos sobre as plantulas indicam
reflexos de alteracdes ocorridas a nivel celular e molecular (FERREIRA &
BORGUETI, 2004), no entanto, a grande maioria dos estudos alelopaticos
caracterizam apenas os efeitos de extratos sobre os processos de germinacéo e
crescimento das espécies alvo, sem aprofundamentos sobre os alteracdes celulares
relacionadas aos efeitos fisioldgicos ocasionados. Pires et al. (2001) estudou a acao
do extrato aquoso de Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit (leucena) sobre
plantulas de milho, evidenciando efeitos sobre a paralisagdo do crescimento
radicular, consequente da reducdo do indice mit6tico das células radiculares, assim
como do aumento da lignificagdo dos tecidos, ocasionando espessamento e
endurecimento das raizes devido ao aumento da atividade da enzima peroxidase,
apresentando o que, supostamente seriam, mecanismos de a¢do dos aleloquimicos
do extrato sobre o crescimento radicular da espécie alvo. Segundo Almeida (1988),
os efeitos dos aleloquimicos sdo mais pronunciados sobre a assimilacdo de
nutrientes, crescimento, fotossintese, respiracdo, sintese de proteinas,
permeabilidade da membrana e atividade enzimatica.

Ao analisarmos os melhores extratos inibidores do RAD e do HIP de
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alface e corda-de-viola (Figura 6 e 11), observou-se que, no geral, o extrator etanol
apresentou resultados superiores aos observados pelo extrator diclorometano.
Segundo Belinelo et al. (2008) extratos etandlicos de folhas de Arctium minus
apresentaram valores mais satisfatorios, aos observados pelo extrato
diclorometanico, sobre a inibicdo do processo germinativo e do crescimento radicular
de Sorghum bicolor L. (sorgo) e Cucumis sativus L. (pepino). Segundo o autor, 0
solvente etanol, extrai moléculas com afinidade de polarizagéo, tornando os extratos
etandlicos mais polares que os extratos diclorometéanicos. Rice (1984), relata que
dentre 0s compostos polares, os compostos fendlicos, e seus derivados,
correspondem a classe de produtos vegetais naturais onde se encontram a maior
quantidade de aleloquimicos, que véo de fendis simples a taninos complexos
(BELINELO et al., 2008). Os 6timos resultados inibitérios ocasionados pela
aplicacao do EET de B. pilosa sobre as variaveis GER, TMG, VMG, RAD e HIP de
corda-de-viola, e RAD e HIP de alface, em comparacéo ao seu extrato andlogo EDC,
e aos demais extratos analisados, corroboram com essa afirmagéao.

A espécie Bidens pilosa L. é pertencente a familia Asteraceae
(Compositae) (KISSMANN & GROTH, 1999), compreendendo mais de 25.000
espécies e cerca de 1.100 géneros de plantas (VERDI et al.,, 2005), sendo
identificadas mais de 4.000 lactonas sesquiterpénicas em seus individuos
constituintes. As lactonas sesquiterpénicas compOe a classe dos terpenos e
caracteriza-se por ser um metabdlito que vem recebendo cada vez mais atengéo em
estudos, devido suas propriedades biol6égicas, como por exemplo, efeitos
alelopéticos. Acredita-se que a maioria desses compostos aleloquimicos possui a
alquilagdo de moléculas organicas como mecanismo de acao, permitindo a inibicdo
de uma variedade de enzimas e de outras macromoléculas essenciais aos vegetais
(SCHIMIDT, 1999).

Algumas lactonas sesquiterpénica, constituintes de espécies vegetais
pertencentes a familia Asteraceae e com atividade aleloquimica reconhecida, sédo a
dehidrozaluzanina C (DHZ), obtida de diferentes plantas e cujo mecanismo de agéo
se baseia na ruptura das membranas das células, possuindo forte atividade inibidora
sobre o crescimento de diferentes espécies de dicotiledéneas (MACIAS et al., 2000),
e a artemisinina, extraida das folhas de Artemisia annua e cujo mecanismo de acéo
ainda néo foi totalmente elucidado (WESTON & INDERJIT, 2007). Outras espécies

vegetais como Helianthus annuns (girassol) (VYVYAN, 2002), assim como Cirsium
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sp. e Xanthium sp. (CHON et al. 2010), também pertencentes a familia Asteraceae,
sdo amplamente reconhecidas por seus potenciais alelopaticos.

Dentre os compostos sesquiterpénicos ja identificados em B. pilosa,
germacreno-D e [-cariofileno sdo os maiores constituintes encontrados na espécie
(SILVA et al., 2011), sendo o germacreno-D considerado um precursor de muitos
sesquiterpenos (BULOW & KONIG, 2000), enquanto o B-cariofileno € descrito como
um importante aleloquimico sesquiterpeno volatil, extraido de algumas espécies
vegetais, como Mikania micranta (WANG et al., 2009) e Senecio salignu (SANCHEZ-
MUNOZ et al., 2012), ambos da familia Asteraceae, demonstrando potencial
alelopéatico sobre a germinagdo e crescimento de Brassica campestris (canola),
Raphanus sativus (rabanete) (WANG et al., 2009) e Physalis ixocarpa, nesse ultimo,
caracterizando-se como inibidor de fotossintese (SANCHEZ-MUNOZ et al., 2012). O
Oleo essencial dos vegetais é composto por uma mistura de compostos mono e
sesquiterpenos, e fenilpropanoides, obtendo muitos resultados significativos em
estudos de potencial alelopéatico (ALVES et al., 2004; DIAS et al., 2009; SOUZA-
FILHO, et al., 2009). No entanto, apesar da familia Asteraceae ser reconhecida
devido as propriedades alelopaticas dos Oleos essenciais em muitas de suas
espécies vegetais constituintes (AMRI et al., 2013), estudos que caracterizam a
atividade alelopética do 6leo essencial de B. pilosa, ndo foram encontrados na
literatura. Apesar disso, Campbel et al. (1982) sugere que a atividade alelopética de
B. pilosa pode estar relacionada com a presenca da substancia fenil-heptatrina
(PHT), um composto poliacetileno encontrado nas folhas da espécie que apresenta
efeito fitotoxico sobre Asclepias syriaca (asclepia-comum), Trifolium pratense (trevo-
vermelho), Chenopodium album (ancgarinha-branca) e Phleum pratense (rabo-de-
gato), espécies pertencentes a familias botanicas muito distintas de Asteraceae,
demonstrando o amplo espectro de agédo desse composto. A presenca de PHT como
constituinte de B. pilosa foi confirmada em estudos posteriores (GEISSBERGER &
SEQUIN, 1991; ALVAREZ et al.,, 1996), sendo inclusive, relatado como um
composto antimalérico, isolado das folhas da espécie (KUMARI ET AL., 2009).

De acordo com Rice (1984), entre os metabdlitos especializados
vegetais, os acidos fendlicos, flavonoides, quinonas, terpenos, esterdéis, purinas,
acidos graxos de cadeia longa e poliacetienos, quinonas, cumarinas, taninos,
alcaldides, &cidos organicos, lactonas insaturadas, assim como 0S compostos

fendlicos, derivados do &cido benzoico e acido cindmico, entre outros, sao
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comumente relatados como compostos aleloquimicos (XUAN et al., 2003), de forma
que estudos fitoquimicos em B. pilosa evidenciaram a rica presenca principalmente
de compostos poliacetilénicos e flavonoides (BRANDAO et al., 1997), assim como
terpenos, alcaldides, esterdis, antraquinonas, saponinas, taninos, glicosideos,
polissacarideos, fenilpropandides, acido nicotinico, acido tanico, &cido p-cumérico,
acido salicilico, &cido lindlico, entre outros (VALDES & REGO, 2001; BALANGCOD
et al., 2012), sugerindo a acdo dessas classes de compostos como responsaveis
pelos efeitos alelopaticos observados. Os efeitos fitotoxicos dos &cidos fendlicos
dependem da sua concentragcdo, de forma que em alguns casos, podem causar
respostas estimulatérias nos bioensaios. Embora os flavonoides sejam um grupo
bastante extenso dentro dos compostos fendlicos, apenas um pequeno numero €
reconhecido como potencial alelopatico, sendo seus mecanismos de ac¢do, pouco
conhecidos (EINHELLIG, 2004).

3.6 CONCLUSOES

Os efeitos dos extratos etandlicos (EET) e diclorometanicos (EDC) de
diferentes concentragbes (0, 25%, 50%, 75% e 100%) das quatro plantas
antimalaricas (Bidens pilosa, Phyllanthus niruri, Petiveria alliacea e Senna hirsuta)
apresentaram efeitos de magnitude diferente sobre as varidveis analisadas
[Germinabilidade (GER), Tempo médio de germinagédo (TMG), Velocidade média de
germinacdo (VMG), Comprimento de radicula (RAD) e Comprimento de hipocotilo
(HIP)] sobre Lactuca sativa (alface) e Ipomoea grandifolia (corda-de-viola), de forma
que o extrato que se observou maior bioatividade sobre o maior numero de
variaveis, em ambas as espécies alvo, foi o EET de B. pilosa, o qual demonstrou
6timos efeitos de inibicdo sobre o RAD e o HIP de alface e sobre a GER, 0 TMG, a
VMG, o RAD e o HIP de corda-de-viola. Considerando o grande potencial de
espécies da familia Asteraceae como fontes de compostos aleloquimicos, entre eles,
lactonas sesquiterpénicas e poliacetilenos, estes Ultimos sendo grandes
constituintes de Bidens pilosa, uma vez comprovado o potencial alelopatico do EET
de B. pilosa, estudos futuros que visam o fracionamento do extrato bruto, assim
como purificagdo, isolamento e identificacdo das substancias bioativas e de suas

possiveis rotas de biossintese e mecanismos de acdo, devem ser realizados no
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intuito de se elucidar as substancias bioativas presentes na espécie e responsaveis
por determinas efeitos.
O presente estudo também evidenciou a vantagem do extrator etanol

sobre o extrator diclorometano na extracdo de moléculas com atividade alelopatica.
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4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E ANTIMICROBIANA DE PLANTAS COM USO
POPULAR ANTIMALARICO

4.1 RESUMO

O objetivo do presente estudo foi caracterizar a atividade antioxidante e
antimicrobiana de extratos etandlicos (EET) e diclorometanicos (EDC) das espécies
medicinais antimalaricas Bidens pilosa L.(picdo-preto), Phyllanthus niruri L. (quebra-
pedra), Petiveria alliacea L. (guiné), Senna hirsuta L. (fedegoso) e Quassia amara
(quéssia-amarga). Os ensaios de atividade antioxidante foram realizados a partir de
trés metodologias distintas, sendo elas: sequestro do radical ABTS™, sequestro do
radical DPPH’, ambas realizadas com os extratos etandlicos e diclorometanicos, e
poder antioxidante de reducdo do Ferro (FRAP), realizada apenas com 0s extratos
etandlicos, assim como o teor de compostos fendlicos totais (TCF). Os resultados
dos extratos etanodlicos foram comparados aos valores dos antioxidantes comerciais
BHT (butil hidroxitolueno), BHA (butil hidroxianisol) e a-tocoferol. Em todas as
metodologias de atividade antioxidante analisadas, o EET de Q. amara demonstrou-
se como o tratamento mais eficaz, seguido do EET de P. niruri, sendo estes,
analisados em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia de Fase-Reversa (CLAE-
FR), evidenciando a presencga de rutina, miricetina, quercetina e &cido gélico para
ambas as espécies, sendo estes compostos, reconhecidos por suas propriedades
antioxidantes. As andlises antimicrobianas foram realizadas através da
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) dos extratos das plantas, com concentracdes
entre 5,0 e 0,88 mg mL™*, em microplacas inoculadas de 96 pogos inoculadas com
Baccilus cereus ATCC 11.778. Os EET de Q. amara, P. niruri e S. hirsuta e o EDC
de B. pilosa apresentaram concentracéo inibitoria minima (MIC) = <0,088 mg mL™.
Os dados apresentados nesse estudo indicaram uma excelente atividade
antioxidante do EET de Q. amara, sendo esse, uma importante fonte para a busca
de moléculas, ou protétipos, com atividade antioxidante, requerendo maiores
estudos quanto a extragdo e purificacdo dos compostos bioativos para uma futura
aplicacéo na industria alimenticia e /ou farmacéutica.

4.2 ABSTRACT

The aim of this study was to characterize the antioxidant and antimicrobial activity of
ethanol extracts (EET) and dichloromethanic (EDC) of antimalarial medicinal species
Bidens pilosa L. (beggartick), Phyllanthus niruri L. (shatterstone), Petiveria alliacea L.
(guinea), Senna hirsuta L. (sicklepod) and Quassia amara (bitter wood). The
antioxidant activity assays were performed using three different methods, namely: the
scavenging of radical ABTS™, scavenging of radical DPPH’, both performed with the
ethanol extracts and dichloromethanic and antioxidant power reduction iron (FRAP),
held only ethanol extracts, as well as the content of total phenolic compounds (TCF).
The results of the ethanol extracts were compared to values commercial antioxidant
BHT (butylated hydroxytoluene), BHA (butylated hydroxyanisole) and a-tocopherol. In
all methods of antioxidant activity analyzed, the EET of Q. amara shown as the most
effective treatment, followed by EET P. niruri, which are analyzed in High
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Performance Liquid Chromatography Reverse-Phase (HPLC-RP), indicating the
presence of rutin, myricetin, quercetin and gallic acid for both species, these
compounds being recognized for its antioxidant properties. Analyses were performed
using antimicrobial minimum inhibitory concentration (MIC) of the plant extracts with
concentrations between 5.0 and 0.88 mg mL™ in 96-well microplates inoculated
inoculated with Baccilus cereus ATCC 11.778. The EET of Q. amara, P. niruri and S.
hirsuta and the EDC of B. pilosa showed minimal inhibitory concentration (MIC) = <
0.088 mg mL™. The data presented in this study showed an excellent antioxidant
activity of EET of Q. amara, being this an important source for the search of
molecules, or prototypes, with antioxidant activity, requiring further studies on the
extraction and purification of bioactive compounds for future application in the food
industry and/or pharmaceutical.

4.3 INTRODUCAO

Muitos estudos tém evidenciado a utilizagédo de plantas medicinais que,
além de suas propriedades biologicas reconhecidas, sdo excelentes fontes de
moléculas com atividade antioxidante e antimicrobiana (SOUSA et al., 2007; SILVA
et al., 2012; MILANI et al., 2012). Dentre os metabdlitos especializados dos vegetais
(anteriormente cunhados como metabdlitos secundéarios) (PICHERSKY &
LEWINSOHN, 2011), a classe dos compostos fendlicos (FALCAO et al.,, 2002;
PARISI et al., 2009), em especial os flavonoides, sdo reconhecidos pela sua
atividade antioxidante (CAO et al.,, 1997; DORNAS et al.,, 2007) devido suas
propriedades de oxido-reducéo, incluindo o sequestro e neutralizagdo dos radicais
livres, assim como, atividade quelante de oxigénio tripleto e singleto, ou
decompositora de peroxidos (HAMINIUK et al, 2012; DEGASPARI &
WASZCZYNSKYJ, 2004). Outros compostos como vitaminas (C, E e A),
carotenoides e alguns polifendis, também sdo importantes antioxidantes (OLIVEIRA
et al., 2009).

Os antioxidantes s&o substancias que protegem as células contra a
acdo dos radicais livres, que em sistemas bioldgicos, sdo originados através de
processos metabdlicos naturais do organismo, ou por fatores externos, como tabaco,
poluicdo, radiacdo e contato com substancias toxicas (BIANCHI & ANTUNES, 1999).
Nos alimentos, os radicais livres atuam através de reagbes de oxidacgdo lipidica,
afetando caracteristicas organolépticas como sabor, odor, cor e qualidade
(SOARES, 2002). No Brasil, as industrias alimenticias, no intuito de evitar ou

retardar a degradacao desses alimentos, faz uso de antioxidantes sintéticos, como o
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BHT (butil hidroxitolueno) e o BHA (butil hidroxianisol), e de antioxidantes naturais
como os tocoferéis (RAMALHO & JORGE, 2006). No entanto, o uso de compostos
como BHT e BHA tém levantado questionamentos quanto sua agdo mutagénica e
carcinogénica em animais (BOTTERWECK et al., 2000), enquanto que o uso de
tocoferéis encontra barreiras devido sua insolubilidade em &agua (CHIN &
FERREIRA, 1998). Dessa forma, pesquisas que visam a substituicdo dos
antioxidantes comerciais, através da aplicacdo de substancias naturais vegetais,
vém ganhando espago em estudos académicos (SOUSA et al., 2007; CARPES et
al., 2009; NASCIMENTO et al., 2010) devido o interesse de desenvolvimento de
produtos aditivos mais eficazes e menos téxicos a salde e ao ambiente
(OSTROSKY et al., 2008).

A correlag@o positiva entre teor de compostos fendlicos e atividade
antioxidante de extratos vegetais torna as analises de compostos fendlicos
imprescindiveis nesses estudos (ROCKENBACH et al., 2008; PRADO et al., 2009).
No entanto, devido a variedade de compostos bioativos e seus diferentes
mecanismos de acdo, é impossivel de se mensurar totalmente a atividade
antioxidante de extratos vegetais, atraveés de apenas uma determinada metodologia.
Dessa forma, diferentes técnicas de andlise devem ser ensaiadas para abranger o
maior nimero de compostos que possam ser mensurados na analise de atividade
antioxidante in vitro nas plantas selecionadas (DEL RE & JORGE, 2011; FLOEGEL
et al., 2011; KATERERE, 2012).

Os métodos mais utilizados para a determinacdo da agédo antioxidante
sdo os espectrofotométricos, como o0 i) método de sequestro do radical
DPPH’ (radical 2,2-difenil-1-picrihidrazil), ii) sequestro do radical ABTS™ 2,2-azino-
bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfénico) e o iii) poder antioxidante de reducédo do
Ferro (FRAP). Os métodos DPPH e ABTS™ sdo caracterizados como altamente
estaveis e sensiveis, proporcionando a rapida andlise de elevado numero de
amostras (BRAND-WILLIAMS, 1996; SINGLETON, 1999). O radical ABTS™ é solGvel
tanto em solucdo aquosa quanto em solvente organico. Sendo assim, a partir dele é
possivel determinar a atividade antioxidante de sistemas hidro e lipofilicos (ARNAO,
2000). O método FRAP (Poder antioxidante de redugdo do Ferro), também
reconhecido por sua praticidade e rapidez, baseia-se na capacidade dos fendis em
reduzir o Fe ** em Fe *? (STRATIL, et al., 2006). O poder redutor do ion férrico esta

relacionado com a capacidade de um composto doar elétrons, mecanismo de acao
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que esta relacionado com a capacidade antioxidante de muitos compostos naturais
(RUFINO et al., 2006; FLOEGEL et al., 2011).

Alimentos mal conservados, processados ou crus, e a falta de higiene
na sua preparacdo, sdo fatores responséveis pelo aparecimento de algumas
enfermidades devido a proliferacdo de micro-organismos patogénicos, como
Baccilus cereus, uma bactéria gram-positiva aerdbia facultativa encontrada em
solos, vegetais e alimentos. O consumo de alimentos contaminados com esse micro-
organismo pode ocasionar intoxicagdo alimentar, seguido de diarreia e vOmito
(GOMES et al., 2004; PAIVA et al., 2009). Por ser um micro-organismo resistente a
condicbes ambientais extremas, como aquecimento, congelamento, secagem e
radiacdo, seus esporos podem contaminar facilmente os alimentos e os sistemas de
producdo de industrias alimenticias, em especial laticinios. Além disso, em estudo
realizado por Chaves et al. (2011), cepas de B. cereus demonstraram-se resistentes
aos antibioticos tetraciclina, clindamicina e vancomicina.

Os compostos fendlicos, assim como outros metabolitos especializados
dos vegetais, sdo reconhecidos também como agentes promotores de atividade
antimicrobiana (FALCAO et al., 2002; PARISI et al., 2009). Dessa forma,
considerando a natureza como uma potencial fonte de agentes terapéuticos, muitas
plantas medicinais séo utilizadas por comunidades tradicionais para o tratamento de
doencas, alavancando as pesquisas que visam a caracterizagdo dos efeitos
quimicos e biologicos dos metabdlitos presentes nesses vegetais, assim como das
demais plantas pertencentes a familia botanica da mesma. Os produtos naturais
podem servir como modelos para a sintese de novos compostos bioativos, assim
como, podem ser utilizados como substratos para a obtencédo de derivados que
obtenham as caracteristicas quimicas desejadas (OSTROSKY et al., 2008).

Contudo, a exploracdo sustentavel de nossa biodiversidade, com base
na etnofarmacologia e medicina popular, € um campo vasto e muito promissor.
Atualmente, o mercado mundial, tanto produtor quanto consumidor, busca
alternativas para novas fontes de alimentos, assim como, compostos que sirvam de
matéria-prima para a industria quimica, alimenticia e farmacéutica, preocupando-se
com os impactos ambientais, garantindo o desenvolvimento sustentavel do planeta
(FERRO et al., 2006).

Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo analisar a

atividade antioxidante e antimicrobiana dos extratos etandlicos e diclorometanicos
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de quatro espécies vegetais reportadas na literatura como antimaléricas Bidens
pilosa L., Phyllanthus niruri L., Petiveria alliacea L., Senna hirsuta L. e Quassia
amara L.. Foi objetivo também determinar o perfil fendlico por cromatografia liquida
de alta eficiéncia das ervas mais promissoras em termos de atividade antioxidante

antibacteriana.

4.4 MATERIAL E METODOS

4.4.1 Selegao e coleta das amostras

As plantas selecionadas a partir de critério etnobotanico de plantas
antimalaricas foram: folhas de Quassia amara L. (registro IAN 188175) cedida pela
Embrapa Oriental de Manaus (registro IAN 188175); partes aéreas de Bidens pilosa
L., Senna hirsuta L. e Petiveria alliacea L. coletadas no municipio de Francisco
Beltrdo, Parani, em estado reprodutivo, sendo posteriormente identificados e
registrados junto ao Herbério da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz - SP,
obtendo-se o0s seguintes registros: ESA 120143; ESA 120144 e ESA 120145,
respectivamente; Phyllanthus niruri L., sementes cedidas pela Unicamp-SP (registro
UEC 112740) e cultivadas em vaso para posterior utilizagdo da sua parte area, em

estado reprodutivo, para a obtencéo dos extratos.

4.4.2 Preparo dos Extratos Brutos

Os materiais vegetais foram secos em estufa a 40°C, até secagem
completa, sendo posteriormente triturados em moinho de facas (Pulverisette 14,
Fritsch, Germany) e armazenados em freezer a -4 °C até o momento do preparo dos
extratos. 25 g das amostras foram extraidos com 200 mL de etanol p.a. e 200 mL de
diclorometano p.a. separadamente, em incubadora Shaker (Solab, SL 222) a 35 °C,
por 30 min, sob agitacdo constante de 150 rpm, obtendo-se os extratos etandlico
(EET) e diclorometénico (EDC), respectivamente. Apds o término da extragdo, o0s
extratos foram filtrados, em papel filtro qualitativo, identificados e armazenados em

freezer a -4 °C, ao abrigo da luz.
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4.4.3 Teor de compostos fendlicos

Para a determinacéo do teor de compostos fendlicos totais (TCF), uma
aliquota do extrato (0,5 mL) foi misturada com 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau

(diluido em &gua destilada 1:10) e 2,0 mL de Na,CO, 4% (m/v) em agua destilada.

Apo6s duas horas de incubagdo na auséncia de luz, a temperatura ambiente, a
absorbancia foi medida em espectrofotometro a 740 nm. Os resultados do teor de
compostos fendlicos totais foram expressos como equivalentes de acido galico [mg.

EAG (g.MS)™] e calculados por meio de uma curva construida com concentracdes

que variam de 5 & 100 pg mL-l (SINGLETON et al., 1999).

O TCF foi determinado apenas nos extratos etandlicos, devido a
especificidade do método e, principalmente, a insolubilidade dos extratos
diclorometanicos aos reagentes utilizados na metodologia citada. Todas as analises

foram realizadas em triplicata.

4.4 .4 Atividade de sequestro do radical DPPH' (2,2-difenil-1-picril-hidrazil)

A andlise de atividade sequestrante do radical DPPH' foi realizada de
acordo com a metodologia descrita por Brand-Williams et al. (1995). O DPPH" € um
radical livre estavel que aceita um elétron ou um radical hidrogénio para tornar-se
uma molécula diamagnética estavel e, desta forma, é reduzido na presenca de um
antioxidante. Para avaliagdo da atividade antioxidante, os extratos etanodlicos e
diclorometanicos, das cinco espécies antimalaricas, foram reagidos com o radical
estavel DPPH" em uma solucdo de etanol. Na forma de radical, o DPPH" possui uma
absorcdo caracteristica a 517 nm, a qual desaparece ap6s a reducdo pelo
hidrogénio arrancado de um composto antioxidante. A mistura de reagdo foi
constituida pela adi¢cdo de 0,5 mL dos extratos, 3 mL de etanol absoluto e 0,3 mL da
solugdo do radical DPPH" 0,3 mM, em etanol. As substancias de referéncia —

antioxidantes sintéticos comerciais (BHT, BHA e a-tocoferol) foram avaliadas na

-1
concentracdo final de 100 mg mL . Os valores de atividade antioxidante foram
calculados via % média da atividade antioxidante das triplicatas, segundo a férmula

usada por Mensor et al. (2001).
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%AA = 100 — {[(Abs amostra — Abs branco) x 100]/ Abs controle}

As concentracdes testadas de cada extrato foram adequadas até que

se alcancasse 50% de sequestro do radical DPPH’ (ICSO). Todas as anélises foram

realizadas em triplicata.

4.4.5 Atividade antioxidante de sequestro do radical ABTS™ (TEAC)

A atividade antioxidante pelo método ABTS™ [2,2-azino-bis-(3-etil-
benzotiazolina-6-acido sulfénico)] foi feita conforme metodologia descrita por Re et
al. (1999) e Rufino et al. (2007). O radical ABTS™ foi formado pela reacéo da solucéo
ABTS™ 7 mM com persulfato de potassio 140 mM, incubados a temperatura de 25
°C ao abrigo da luz, durante 12-16 h. Uma vez formado, o radical foi diluido em
etanol absoluto até a obtencdo do valor de absorbancia de 700 a 734 nm. Em
ambiente escuro, transferiu-se uma aliquota de 30 pL dos extratos etandlicos e
diclorometanicos das cinco espécies antimalaricas, e os antioxidantes comerciais
(BHT, BHA e a-tocoferol) em concentra¢des de 100 ppm para tubos de ensaio com 3
mL da solucéo do radical ABTS ™. A leitura foi feita apds 6 min da reacdo a 734 nm,
utilizando etanol p.a. como branco. Foi utilizado como referéncia o Trolox, um
antioxidante sintético analogo a vitamina E, nas concentra¢gfes de 50-1500 pM. Os
resultados da atividade antioxidante foram expressos em [umol TEAC (g.MS)]
(TEAC - atividade antioxidante equivalente ao Trolox). Todas as analises foram

realizadas em triplicata.

4.4.6 Atividade antioxidante pelo método FRAP

O ensaio do FRAP (Poder Antioxidante de Reducdo do Ferro) segue
metodologia adaptada de Rufino et al. (2006), e baseia-se na capacidade do
antioxidante reduzir o Fe *® em Fe *2, na presenca de 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina
(TPTZ) e em condigBes acidas, formando-se um complexo de colora¢do azul intensa
com o Fe *2. Essa andlise realizou-se em ambiente escuro, transferindo-se uma

aliguota de 100 pL de extrato diluido e 3,0 mL de reagente FRAP. Apo0s
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homogeneizagédo, manteve-se as amostras em banho-maria & 37 °C por 30 minutos.
Apos esse periodo, realizou-se a leitura das absorbancias em espectrofotometro em
595 nm. Os antioxidantes comerciais BHT, BHA e a-tocoferol, foram avaliados na
concentracéo final de 100 mg mL . Os resultados da atividade antioxidante foram
expressos em [umol Fe*? g.MS™]. Os extratos diclorometanicos, das cinco espécies
em estudo, ndo foram analisados por esse método devido a especificidade do
método e, principalmente, a insolubilidade dos extratos diclorometanicos aos
reagentes utilizados na metodologia citada. Todas as analises foram realizadas em
triplicata.

Nos trés métodos de atividade antioxidante, a atividade dos
antioxidantes comerciais (BHT, BHA e a-tocoferol) foi comparada apenas a atividade

antioxidante dos extratos etandlicos das cinco plantas medicinais em estudo.

4.4.7 Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE - FR)

Os extratos que obtiveram os melhores resultados de atividade
antioxidante foram submetidos a CLAE-FR, utilizada para quantificar a presenca de
compostos fendlicos individuais. Nessa analise, foi utilizado um sistema Dionex
Ultimate 3000 HPLC (Dionex, Idstein, Alemanha) equipado com uma bomba Ultimate
3000, coluna do compartimento de amostra Ultimate 3000, detector de fotodiodo
Ultimate 3000 e software Chromeleon para qualificacdo e quantificacdo dos
compostos fendlicos. Utilizou-se uma coluna de fase reversa Acclaim® 120, C18 5
mm 120 A (4,6 mm x 250 mm) para a separacdo dos compostos fendlicos. A coluna
foi mantida a 40°C durante toda a andlise e a deteccdo foi realizada em trés
comprimentos de onda (280, 300 e 320 nm). O volume de injecdo das amostras foi
de 5 pl. A fase movel (A) foi composta de agua acidificada com acido fosférico 1% e
metanol fase (B). A eluicdo dos compostos fendlicos foi realizada através de
gradiente entre as duas fases moveis, onde no tempo de 45 minutos a coluna foi
mantida com 100% de fase mdvel B por 5 minutos. Apds este periodo, a fase (B)
reduziu-se gradualmente até as condicdes iniciais de injecdo para o0
condicionamento da coluna (95% A e 5% B). Utilizou-se uma vazéo de 1,0 mL/min.

Os padrbes de acido galico, catequina, acido p- cumarico, rutina, miricetina,
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quercetina, trans-cindmico e é&cido siringico foram utilizados para a obtencdo da

curva padrédo de compostos fendlicos (HAMINIUK et al., 2011).

4.4 .8 Atividade antimicrobiana dos extratos

Utilizou-se a cepa liofilizada de Bacillus cereus ATCC 11778 -
American Type Culture Collection (ATCC), cedida pela Laborclin, Brasil, foi
armazenada sob temperatura de congelamento (-10 °C) e reativada com 5 mL de
caldo Infusdo Cérebro Coragdo (BHI) e incubada a 37 °C por 12 h, e
posteriormente, transferida por esgotamento em agar BHI e incubadas por 24 h & 37
°C. Apos o crescimento bacteriano, as coldnias individuais foram suspendidas em
uma solucéo de NaCl 0,89% estéril e homogeneizadas a uma absorbancia de 0,135,
equivalente a 1-2x10 ® UFC na escala de Mc Farland, em espectrofotdmetro Fentom
2000, & 660 nm. Aliquotas de 50 pL das ressuspensdes bacterianas foram
inoculadas em 50 mL do caldo BHI, de modo a obter uma concentragéo bacteriana
de 1-2x10 ° UFC/mL, sendo as misturas homogeneizadas e utilizadas para as
andlises. Em microplaca de 96 pocos, 190 pL do caldo com a bactéria inoculada foi
transferida para cada pogo, juntamente com 10 pyL dos extratos em concentragdes
entre 5,0 e 0,88 mg mL?. O solvente utilizado na extragcdo foi usado como controle
negativo, o antibidtico cloranfenicol 0,12% (m/v) como controle positivo, e como
controle de crescimento bacteriano utilizou-se somente o caldo inoculado. As
microplacas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Para a determinagdo da
Concentragcdo Inibitéria Minima (CIM), foram adicionados 30 pyL do corante
Resazurina 0,01% (m/v). A resazurina tem cor azul ndo fluorescente. Quando em
presenca de células viaveis, o meio de cultura é acidificado e a resazurina é
reduzida a resofurin, de cor rosa fluorescente. Dessa forma, 0S pogos que obtiveram
cor azulada indicaram inibicdo do crescimento bacteriano (CABRAL et al., 2009).

Todos as andlises foram realizadas em triplicata.

4.4.9 Andlise estatistica

Os resultados referentes a atividade antioxidante dos EET, nas

metodologias de sequestro do radical ABTS”, sequestro do radical DPPH', FRAP e
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compostos fendlicos, foram comparados aos resultados dos antioxidantes
comerciais BHT, BHA e a-tocoferol, através de analise de variancia e teste de
comparacdo de médias pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Os resultados
referentes aos EET e EDC, referentes as metodologias de sequestro do radical
ABTS™ e sequestro do radical DPPH’, foram do tipo bifatorial (espécie vs. extrator), e
também submetidos a analise de variancia e teste de comparacdo de médias pelo
teste Tukey a 5% de probabilidade. Todas as andlises foram realizadas com trés

repeticOes para todos os tratamentos e realizadas através do programa Assistat.

4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.5.1 Compostos fendlicos e atividade antioxidante

Os resultados das analises de determinacdo do teor dos compostos
fendlicos totais (TCF) dos extratos etandlicos das cinco plantas antimalaricas, pelo
método Folin-Ciocalteu, estdo apresentados na Tabela 1. Observa-se que o EET de
Q. amara (113,59 + 8,102 mg.EAG g¢g.MS™) apresentou TCF estatisticamente
superior & todos os demais extratos analisados, enquanto que o EET de P. alliacea
apresentou o menor TCF (5,75 + 0,357 mg.EAG g.MS™), no entanto, esse ltimo,
sem variar estatisticamente dos demais extratos (Tabela 1).

Em relacdo aos dados de atividade antioxidante pelo método sequestro
do radical DPPH’" (Tabela 1), observa-se que, dos extratos etandlicos das cinco
espécies antimaléricas, o EET de Q. amara apresentou os melhores resultados de
atividade antioxidante (0,088 mg mL™), seguido do EET de P. niruri (2,52 mg mL™) e
do EET de B. pilosa (2,92 mg mL™"). O EET de Q. amara apresentou atividade
antioxidante similar aos antioxidantes comerciais BHT, BHA e a-tocoferol (0,072 mg
mL™?; 0,114 mg mL™; 0,061 mg mL*?, respectivamente), enquanto o EET de P.
alliacea apresentou a menor atividade antioxidante dentre os extratos analisados
(21,88 mg mL™"). Alguns autores correlacionam positivamente o TCF com a atividade
antioxidante de extratos vegetais (ROCKENBACH et al., 2008; PRADO et al., 2009),
de forma que a elevada atividade antioxidante do EET de Q. amara pode estar

relacionadas ao alto teor de compostos fendlicos totais extraido dessa espécie.
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Uma elevada atividade antioxidante do EET de Q. amara também foi
observada pelo método de sequestro do radical ABTS™ (618,91 + 12,5 pmol.g™
TEAC) e FRAP (11774,15 + 441,7 ymol Fe *? g.MS ™), (Tabela 1). Pelo sequestro do
radical ABTS™, o EET de Q. amara demonstrou superioridade aos extratos
etandlicos das demais espécies antimaléricas analisadas neste estudo, porém foi
inferior aos antioxidantes comerciais BHT, BHA e o-tocoferol (4265.33t 0.01;
4816.66+ 0.014 e 5270.33+ 0.016 pmol.g * TEAC, respectivamente), seguido pelo
EET de P. niruri (219.38 + 8.00 pmol.g * TEAC), de forma que o EET de S. hirsuta e
o EET de P. alliacea apresentaram a menor atividade pelo sequestro do radical
ABTS™"(39.23 + 10.2 € 42.90 + 8.0 umol.g "' TEAC, respectivamente) (Tabela 1). Ja
pelo método reducdo de Ferro (FRAP), o EET de Q. amara apresentou atividade
antioxidante superior aos demais extratos etanélicos (11774.15 pmol Fe ** g.MS %) e
também aos antioxidantes comerciais BHT, BHA e a-tocoferol. O EET de B. pilosa
(1446,60 + 108,4 umol Fe ? g.MS ™) e 0 EET de P. niruri (970,96 + 26,0 pmol Fe *?
g.MS ™) néo apresentaram diferenca em comparagéo ao o-tocoferol (1328,80 + 22,1
Fe *2 g.MS ) (Figura 1), enquanto o EET de P. alliacea (327,92 + 4,6 Fe ** g.MS )
novamente apresentou-se com menor atividade antioxidante, no entanto sem diferir
do EET de S. hirsuta e do EET de P. niruri (Tabela 1).

Tabela 1. Atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical ABTS™, DPPH" e FRAP entre
0s extratos etandlicos (EET) das espécies antimalaricas e antioxidantes comerciais (BHT,

BHA e a-tocoferal), e teor de compostos fendlicos totais (TCF) dos extratos etandélicos
das espécies em estudo. UTFPR, Campus Pato Branco, 2013.

TCF ABTS™ FRAP
EET (mg.EAG* ICso**(mg.mL™Y) (UmoOl. TEAC*** (umol Fe *?
g.MS g.MS™ g.MS ™

S. hirsuta 6,56+0,12B 6,81+0,80D 39,23+10,2G 512,83+31,4D
B. pilosa 1385+ 050B 2,92+0,04C 83,34+120F 1446,60 £ 108,4 C
Q. amara 113,59 + 8,10 A 0,088 £ 0,02 A 618,91 +125D 11774,15+441,7A
P. alliacea 5,75+0,36B 2188+1,06 E 4290+8,0G 327,92+46D
P. niruri 8,87+1,38B 2,52+0,56B 219,38+ 8,0 E 970,96 £ 26,0 CD
BHT - 0,072+ 0,02A 4265,33+ 0,013 C 2310,10+70,6 B
BHA - 0,114 + 0,01A 4816,66+ 0,014 B 2717,78+118,8B
o-tocoferol - 0,061 +0,01A 5270,33+ 0,016 A  1328,80+22,1C
CV (%) 12,4 11,87 0,53 9,72

Médias seguidas pelas mesmas letras em uma mesma coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste Tukey
(p<0,05)

*EAG: equivalente em é&cido galico

**|Csg: concentrago inibitéria capaz de sequestrar 50% do radical DPPH’

*»**TEAC: Capacidade equivalente em Trolox
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Considerando os problemas relacionados a toxicidade dos
antioxidantes sintéticos BHT e BHA (BOTTERWECK et al., 2000) e insolubilidade de
tocoferéis em sistemas hidrofilicos (CHIN & FERREIRA, 1998), os excelentes
resultados de atividade antioxidante do EET de Q. amara, em comparagcdo aos
antioxidantes comerciais BHT, BHA e a-tocoferol, demonstram o potencial uso dessa
planta na substituicAo desses produtos. Estudos referentes a atividade antioxidante
de Q. amara ainda sdo inéditos na literatura, o que contribui para a realizacdo de
estudos futuros que investiguem as substancias responséaveis por tal atividade.

Fatores como a polaridade dos solventes, assim como tempo,
temperatura e agitacdo, utilizados na confecgdo dos extratos, podem influenciar na
extracdo das substancias bioativas dos vegetais (ANDREO E JORGE, 2006), de
forma que extratos confeccionados a partir de diferentes solventes ou modos de
preparo, mesmo sendo da mesma espécie vegetal, podem apresentar atividade
antioxidante diferentes.

Os resultados a analise estatistica demonstram a presenca de
interacdo significativa entre os fatores extrator vs. espécie, pelo método de
sequestro do radical ABTS”, indicando que as substancias antioxidantes,
sequestrantes do radical ABTS™, extraidas em cada espécie antimalarica, s&o
dependentes do tipo de extrator utilizado na extracao (Tabela 2).

Analisando-se a atividade antioxidante pelo ABTS dos extratos
diclorometanicos, observa-se que a espécie P. niruri apresentou a maior atividade
antioxidante entre as espécies estudadas (Tabela 2), no entanto, ao compararmos a
atividade antioxidante do EDC de P. niruri com o EET dessa mesma espécie (155.04
+12.0 e 219.38 + 8.0 umol. TEAC g.MS ™, respectivamente), nota-se que o solvente
etanol foi mais efetivo no sequestro do radical ABTS™ (Tabela 2). Corroborando com
essa afirmacéo, observa-se que o EET de Q. amara sequestrou cerca de 15 vezes
mais radical ABTS™ que seu extrato analogo diclorometanico (Tabela 2). Os extratos
de S. hirsuta e de P. alliacea ndo demonstraram diferenga significativa entre os
extratores, no entanto, os resultados de atividade antioxidante de sequestro do
radical ABTS™, de ambos os extratos dessas duas espécies, foram baixos, em

comparagao ao demais (Tabela 2).
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Tabela 2. Atividade antioxidante de extratos etandlicos (EET) e diclorometanicos (EDC) de cinco

espécies antimalaricas pelo método de sequestro do radical ABTS ™. UTFPR, Céampus
Pato Branco, 2013.

ABTS™
Espécie antimalarica (umol. TEAC* g.MS ™)
EET EDC

S. hirsuta 39,23+ 10,2 dA 51,48 + 13,9 bA
B. pilosa 83,34+ 12,0 cA 32,48 + 14,2 bB
Q. amara 618,91+ 12,5 aA 38,61 +21,5bB
P. alliacea 42,90 £ 8,0 dA 33,71 £ 8,4 bA
P. niruri 219,38 + 8,0 bA 155,04 + 12,0 aB
CV (%) 9,66

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na linha e minGscula na coluna ndo diferem
significativamente entre si pelo teste Tukey (p<0,05)
*TEAC: Capacidade equivalente em Trolox

A superioridade do extrator etanol sobre o extrator diclorometano, na
extracdo de moléculas com atividade antioxidante, também pode ser observada pelo
método de sequestro do radical DPPH’ (Tabela 3). Esse efeito foi observado em
todos os extratos de todas as plantas analisadas, exceto para P. alliacea, onde o
extrator diclorometano obteve atividade antioxidante ligeiramente superior ao
extrator etanol (Tabela 3).

Andrade et al. (2007) também observou uma maior atividade
antioxidante do extrato etandlico bruto de Acacia podalyriifolia, em comparagcdo a
fracdo diclorometano. A vantagem do extrator etanol sobre o extrator diclorometano
pode ser explicada pela diferengca de polaridade entre os dois solventes. Sendo o
etanol mais polar, este extrai uma quantidade superior de compostos fendlicos e
flavonoides, que s&@o substéncias normalmente correlacionadas positivamente a
atividade antioxidante (RAMALHO & JORGE, 2006). Esse efeito também foi
observado em experimento realizado por Borges et al. (2007), onde o aumento da
atividade antioxidante dos extratos de Baccharis trimera (carqueja) estava
relacionada ao aumento da polaridade do solvente utilizado na extragdo dos
compostos antioxidantes.

Como ndo foi possivel realizar as analises dos extratos
diclorometanicos das cinco espécies antimaléricas pelo método FRAP, ndo ha
andlise estatistica de comparagdo entre fatores extrator vs. espécie, para essa

metodologia.
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Tabela 3. Atividade antioxidante de extratos etandlicos (EET) e diclorometanicos (EDC) de cinco

espécies antimalaricas pelo método de sequestro do radical DPPH'. UTFPR, Campus
Pato Branco, 2013.

DPPH' - IC s0* (mg.mL™)

Espécie antimalarica ARP (1/ICs0)
EET EDC

S. hirsuta 6,81 + 0,80 cA 16,6 + 0,11 bB
B. pilosa 2,92 £ 0,04 bA 20,58 £+ 0,95cB
Q. amara 0,088 + 0,02 aA 9,73+1,16 aB
P. alliacea 21,88 + 1,06 dB 17,01 + 1,06 bA
P. niruri 2,52 £ 0,56 bA 17,87 £ 0,54 bB
CV (%) 6,52

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na linha e mindscula na coluna néo diferem
significativamente entre si pelo teste Tukey (p<0,05)
*IC50 (Concentrag3o inibitéria capaz de sequestrar 50% do radical DPPH?)

4.5.2 Perfil Cromatografico

Considerando que o0s compostos fendlicos s8o amplamente
reconhecidos como substancias antioxidantes, o perfil cromatografico dos dois
extratos com maior potencial antioxidante, pelas trés metodologias testadas (EET de
Q. amara e EET de P. niruri), foram analisados por CLAE/FR. A identificagdo dos
compostos foi realizada utilizando detector de arranjo de diodo e comparando-se o
tempo de retengdo, o espectro de absor¢cdo e co-cromatografia com os padrdes
disponiveis. Neste estudo foi possivel obter a separacdo de varios compostos
bioativos, entretanto, sendo possivel apenas a identificacdo e quantificacdo de 8

compostos fendlicos — 4 4cidos fendlicos e 4 flavonoides (Tabela 4).

Tabela 4. Compostos fendlicos identificados na andlise cromatografica (CLAE) dos extratos
etandlicos de Phyllanthus niruri e Quassia amara. UTFPR, Campus Pato Branco, 2013.

Compostos fendlicos Phyllanthus niruri Quassia amara
Rutina 0,0619 0,1217
Miricetina 0,0673 0,5371
Quercetina 0,0194 0,0286
Catequina nd 0,0307
Acido Galico 0,1304 0,0093
Acido Siringico 0,4643 nd
Acido p-Cumarico nd 0,0364
Acido Trans-cinamico nd 0,2889
Total [mg.g™'J* 0,7434 1,0526

nd = ndo detectado *resultados em mg.g™ de amostra seca



84

Os flavonoides identificados foram da classe dos flavondis (quercetina,
miricetina e rutina) e da classe flavanol (catequina). Os acidos fendlicos identificados
foram o é&cido galico, &cido siringico, &cido p-cumérico e &cido trans-cindmico
(Tabela 4). Segundo vérios autores, os flavonoides como quercetina, rutina,
miricetina e catequina sé&o os de maior ocorréncia em folhas, frutos e outras partes
aéreas de vegetais, possuindo forte atividade antioxidante (SALAH et al., 1995;
SPRENGER et al., 2011).

O EET de Q. amara apresentou 0 maior nimero dos compostos
identificados, sendo que a catequina, o acido p-cumarico e o acido trans-cindmico
foram encontrados somente neste extrato, nas concentragcbes de 0,0307; 0,0364 e
0,2889 mg.g.MS ™, respectivamente. No EET de Q. amara a miricetina foi a
majoritaria (0,5371 mg.g.MS ™), seguida do &cido trans-cinamico (0,2889 mg.g.MS™)
(Tabela 4).

No EET de P. niruri, o acido siringico foi encontrado somente nesta
espécie analisada e foi o composto fendlico majoritério na concentragéo de 0,4643
mg.g.MS™ (Tabela 4).Compostos como &cido gélico, rutina, miricetina e quercetina
também foram encontrados por Sprenger et al. (2011), em P. niruri.

Os compostos quercetina, rutina e &cido galico sdo compostos
reconhecidos por sua atividade antioxidante (BEHLING et al., 2004; RODRIGUES et
al.,, 2003, HAIDA et al., 2011), sendo muitas vezes utilizados como controles
positivos em estudos que mensuram essa atividade. Outros compostos como &cido
siringico, catequina e &cido p-cumérico também sdo relatados como substancias
com efeitos antioxidantes (RAMALHO e JORGE, 2006), de forma que esses
compostos, assim como de outras substancias, possam estar interagindo entre si e
estar relacionados a atividade antioxidante dos extratos analisados.

Devido aos excelentes resultados de atividade antioxidante obtidos
pelo EET de Q. amara e a auséncia desse tipo de dados na literatura, incentiva-se o
aprofundamento dos estudos referentes a atividade antioxidante dessa espécie,
buscando o isolamento e a identificagdo das substancias responsaveis por essa
atividade. A Quassia amara € uma espécie pertencente a familia Simaroubaceae, e
dentre 0os componentes quimicos ja descritos nessa espécie, destacam-se 0s
quassinoides, alcaldides indolicos (derivados da cantina e de [-carbolina),
esteroides, acidos alifaticos e acidos aromaticos (GILBERT & FAVORETO, 2010),

sendo os quassindides — substancias triterpénicas com alto poder de oxigenagéo e
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os principais constituintes dessa familia (DUKE & OLIVA, 2004), descritos como
substancias com propriedades anticancer, antimalarica, inseticida, amebicida,
nematicida, antiviral, antioxidante, anti-inflamatéria, entre outras (ALMEIDA et al.
2007). Os quassinoides ailantinol E e F, extraidos de Ailanthus altissima, sé&o
compostos com alto poder antioxidante (TAMURA et al., 2003). Seis quassinoides
foram isolados no caule de Quassia amara, sendo eles: dihidronomeoquassina, 11-
0-0-(B-D-glicopiranosil)-16-a-O-methilneoquassina,  1-a-O-methilquassina, 12-0-
hidroxi-13,18-dehidroparain, 16-a-O-methilneoquassin e 11-acetilparain (VIEIRA &
BRAZ-FILHO, 2006), no entanto, ndo foram encontrados dados na literatura que
referenciem esses compostos como antioxidante, assim como, ndo ha evidencia de
ailantinol em Q. amara, de forma que as substancias antioxidantes responsaveis por

tao alta atividade, ainda permanecem desconhecidas.

4 5.3 Atividade Antimicrobiana

Os resultados referentes & Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) dos
extratos etandlicos e diclorometanicos das cinco plantas antimalaricas estédo
expostos na Tabela 5. Como pode-se observar, o EDC de B. pilosa, assim como o0s

EET de P. niruri, Q. amara e S. hirsuta apresentaram os melhores resultados,

inibindo a multiplicacéo de B. cereus com concentragdes <0,08 mg m-l.

Segundo Balangcod et al. (2012), extratos metandlicos de B. pilosa
apresentaram atividade antimicrobiana frente as cepas de Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa. Em andlise fitoquimica, o extrato evidenciou a presenca
de compostos alcaldides, esterdis, antraquinonas, flavonoides, saponinas, taninos e
glicosideos (BALANGCOD et al.,, 2012), podendo estes, estar relacionados a
atividade antimicrobiana da espécie. O Oleo essencial de B. pilosa foi relatado como
antimicrobiana frente a cepas de B. cereus por Deba et al. (2007), podendo esse
efeito estar relacionado a presenca de terpenos como pino, mirceno, limoneno,
ocimeno, linalol e verbenol.

Dados referentes a atividade antimicrobiana de Q. amara nao foram
encontrados na literatura, no entanto, o extrato etandélico de P. niruri demonstrou-se
inibitdrio frente as cepas de Staphylococcus aureus e Baccilus subtilis, assim como

Phyllanthus amarus e Phyllanthus tenellus, demonstrando que as espécies vegetais
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do género Phyllanthus sdo promissoras fontes para a confec¢do de novos farmacos
com atividade antimicrobiana (SILVA et al., 2010), assim como a espécie S. hirsuta,
onde extratos de acetato de etila da planta inteira demonstraram atividade
antimicrobiana frente & cepas de Escherichia coli, Shigella dysenteriae, Shigella
flexneri e Salmonella typhi, enquanto o extrato metandlico demonstrou-se eficaz
frente & S. flexnerii, S. typhi, e Bacillus cereus (TEKWU, et al., 2012).

O EET de P. alliacea n&o inibiu o Bacillus cereus em nenhuma das
concentragdes analisadas neste estudo, sendo sua CIM >5 mg.mL™* (Tabela 5). J& 0
EDC desta planta mostrou uma leve inibicdo em concentragdes maiores de extratos
> 1,25 mg.mL™". Apesar dos extratos da parte aérea de P. alliacea apresentarem
pouco, ou nenhuma, atividade antimicrobiana sobre B. cereus, compostos
organosulfurados, extraidos das raizes desse vegetal, demonstram atividade sobre
as cepas desse micro-organismo (KIM et al., 2006). Considerando que a extragdo de
compostos bioativos depende da parte do vegetal utilizada para a preparagdo do
extrato e do solvente utilizado na extracdo (NCUBE, et al., 2008), resultados obtidos
de experimentos com a mesma especie, mas realizados com solventes e partes
diferentes do vegetal, podem apresentar diferenca quanto a inibicdo de
determinadas bactérias.

Considerando que a bactéria Bacillus cereus pode ser encontrada em
solos e alimentos mal conservados, estando relacionada a quadros de intoxicagdo
alimentar, seguidos de diarreia e vémito (GOMES et al., 2004), assim como a casos
de infec¢cbes ndo gastrointestinais (KALPOE et al., 2008) e até mesmo risco de vida
a criancas desnutridas ou de baixa imunidade (WHO, 2013), apresentando
resisténcia a antibiéticos como tetraciclina, clindamicina e vancomicina (CHAVES et
al., 2011), é interessante o avancgo de estudos futuros que visem o fracionamento
desses extratos brutos, assim como o isolamento e a identificagdo das substancias
bioativas promotoras de tal atividade, podendo estas serem utlizadas para a

confecgdo de novos agentes antimicrobianos.
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Tabela 5. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos extratos brutos etandlicos (EET) e
diclorometénicos (EDC) de cinco plantas medicinais sobre cepas de Bacillus cereus.
UTFPR, Campus Pato Branco, 2013

Espécie antimalarica Extrator MIC (mg mL™)
B. pilosa EET 0,08 - 0,16
EDC <0,08
P. alliacea EET nd*
EDC 0,63 -1,25
P. niruri EET < 0,08
EDC 0,31-0,63
Q. amara EET <0,08
EDC 0,08 - 0,16
. EET < 0,08
S. hirsuta EDC 0.16 - 0,31

*nd: atividade ndo detectada nas concentragdes méaximas testadas

4. CONCLUSOES

A superioridade dos extratos etandlicos de Q. amara e P. niruri na
atividade antioxidante e antimicrobiana pode estar associado aos teores de
compostos fendlicos totais e a presenca dos &cidos fendlicos como o écido galico,
4cido siringico, &cido p-cuméarico e &cido trans-cinAmico além dos flavonoides como
quercetina, rutina, e miricetina. Entretanto, maiores estudos serao necessarios para
buscando o isolamento e a identificagdo das substancias responsaveis por essa
atividade.

O etanol como solvente extrator apresentou uma capacidade maior de
extracgdo de moléculas com atividade antioxidante, quando comparado ao
diclorometano. Todos os extratos demonstraram-se eficazes na inibicdo de B.
cereus, com excegdo do EET de P. alliacea. Este estudo preliminar sugere que a
pesquisa pode ser complementada para que as plantas analisadas possam ser
utilizadas como antioxidantes pela industria alimenticia e farmacéutica ou como

prototipos para a confeccdo de novos produtos.
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5 CONSIDERAGCOES FINAIS

As espécies antimalaricas Bidens pilosa, Senna hirsuta e Phyllanthus
niruri, utilizadas no experimento, sdo por vezes consideradas como plantas daninhas
infestantes de culturas comerciais e com facil propaga¢éo. Desta forma, sugere-se
que pesquisas futuras sejam realizadas no intuito de analisar a atividade alelopética
dessas espécies a campo por meio de liberacdo de seus exsudatos, lixiviados,
compostos volateis ou até mesmo de sua decomposi¢cdo. No entanto, deve-se
ressaltar a importancia de uma investigacdo cautelosa, uma vez que esses
compostos aleloquimicos podem afetar, juntamente as plantas daninhas, a cultura
comercial de interesse (PIRES & OLIVEIRA, 2011).

Tendo em vista os resultados promissores do EET de B. pilosa, nos
bioensaios alelopaticos, e do EET de Q. amara, tanto nas andlises de atividade
antioxidante como nas analises de atividade antimicrobiana, sugere-se a elaboracéo
de estudos sequentes para o fracionamento, purificacdo e isolamento das
substancias bioativas desses extratos, com o intuito de, futuramente, se elucidar
quais moléculas sdo responséaveis pelos efeitos de interesse e 0 mecanismo de acdo

das mesmas, assim como, se atuam de forma isolada ou sinérgica.
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APENDICES

Apéndice 1. Fontes de variacdo (FV), graus de liberdade (GL) e quadrado médio da analise de
variancia dos caracteres germinabilidade (GER), tempo médio de germinacdo (TMG),
velocidade média de germinacéo (VMG), comprimento de radicula (RAD) e comprimento
de hipocdétilo (HIP), média geral e coeficiente de variagcao (CV), referentes as sementes
de Lactuca sativa L. (alface), submetidas a diferentes extratores e concentragfes dos
extratos de diferentes plantas antimalaricas. UTFPR, Campus Pato Branco, 2013.

Quadrado Médio

FV GL
GER  TMG VMG RAD HIP

Espécie (Es) 3 351,6* 270,5* 0,000214* 1861,4*  730,44*

Extrator (Ex) 1 14884* 29" 0,000000™ 590,76**  64,26*

Concﬁg;ragao 4 2257,7% 440,5* 0,000389** 893,78  71,74*

C x Ex 4 336,7¢ 135" 0,000014™  74,15* 24 44%

C x Es 12 165,2" 56,5* 0,000043*  327,02**  42,59%

Ex x Es 3 2892 56,7 0,000048*  320,89%*  44,17*

C X Ex x Es 12 230,5* 233" 0,000019™  90,84* 31,75*
Erro 120 77 20,5  0,000017 10,82 6,41
Média ; 899 30,3  0,0342 29,08 11,73
CV(%) ; 9,75 149 12,1 11,3 21,6

* @ ** significativo a 5% e 1% de erro, respectivamente, pelo teste F; ™ néo significativo;

Apéndice 2. Fontes de variacdo (FV), graus de liberdade (GL) e quadrado médio da analise de
variancia dos caracteres germinabilidade (GER), tempo médio de germinacdo (TMG),
velocidade média de germinacéo (VMG), comprimento de radicula (RAD) e comprimento
de hipocdétilo (HIP), média geral e coeficiente de variagcao (CV), referentes as sementes
de Ipomoea grandifolia (corda-de-viola), submetidas a diferentes extratores e
concentracfes dos extratos de diferentes plantas antimalaricas. UTFPR, Campus Pato
Branco, 2013.

Quadrado Médio

i L 7GR TMG VMG RAD HIP
Espécie (Es) 3  633,17** 250,97 0,00014* 1055,252* 231 37**
Extrator (Ex) 1  184,9™  226,73* 0,00010* 933,80%* 107,99*

Concﬁggra‘?ao 4 243,7*  162,09% 0,00011%* 1023,37** 226,47*
C x Ex 4 168,15™  69,98% 0,000026™ 260,37  36,72*
Cx Es 12 456,92 98,50 0,000051** 122,90 66,83
Ex x Es 3 458,5%  338,60* 0,00022%* 45587*  269,35%

CxExxEs 12  470,75*  100,53* 0,000053*  47,22*  60,97**

Erro 120 86,8 8,57  0,000012 10,6 10,22

Média - 71,2 27,9 0,036 25,18 48,47
CV(%) - 13,1 10,5 9,5 12,9 6,6

* @ ** significativo a 5% e 1% de erro, respectivamente, pelo teste F; ™ néo significativo;
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Apéndice 3. Estimativas das regressoes referentes a variavel germinabilidade (GER) e coeficiente de
determinacio (r’) de Lactuca sativa L. (alface) e Ipomoea grandifolia (corda-de-viola),
sobre o efeito de diferentes extratores (etanol e diclorometano) e concentracdes (0, 25%,
50%, 75% e 100%) de extratos de quatro plantas antimalaricas. UTFPR, Campus Pato
Branco, 2013.

2

Espécie Extrator Equacdes de regresséo r
Y = Germinabilidade de alface (%)

B. pilosa Etanol y = 98,6-0,164x 0,83
B. pilosa Diclorometano y = 97,6-0,192x 0,7

P. niruri Etanol y= 97,0+0,196x-0,004000x> 0,93

P. niruri  Diclorometano y =101,0-0,408x 0,98
P. alliacea Etanol y = 92,7+0,657x-0,0166x+0,0000960x> 0,93
P. alliacea Diclorometano y =99,2-0,128x 0,89
S. hirsuta Etanol y = 98,4-0,0400x 0,89
S. hirsuta Diclorometano y = 98,6-0,405x+0,0159x2-0,000165 x* 0,98

Germinabilidade de corda-de-viola (%)

B. pilosa Etanol Y = 74,6+0,604X-0,00880%? 0,91
B. pilosa Diclorometano Y = 68,6+0,096X 0,65

P. niruri Etanol Y = 65,08-0,187X+0,004228X? 0,88

P. niruri  Diclorometano Y = 78,02-0,674X+0,00594X> 0,73
P. alliacea Etanol Y = 66,4 -
P. alliacea Diclorometano Y=67,4 -
S. hirsuta Etanol Y=70,4 -
S. hirsuta Diclorometano Y= 69,7+0,495X-0,00343X> 0,88

Apéndice 4. Estimativas das regressoes referentes a variavel tempo médio de germinagéo (TMG) e
coeficiente de determinacéo (r’) de Lactuca sativa L. (alface), sobre o efeito de diferentes
concentracdes (0, 25%, 50%, 75% e 100%) de extratos de quatro plantas antimaléricas.
UTFPR, Campus Pato Branco, 2013.

2

Espécie Equac0des de regressédo r
Tempo médio de germinacéo (h)
B. pilosa y = 26,8+0,0346x 0,41
P. niruri y = 26,5+0,0803x 0,87
P. alliacea y =24,9+0,1772x 0,99
S. hirsuta y = 24,6+0,0700x 0,73
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Apéndice 5. Estimativas das regressoes referentes a variavel tempo médio de germinagéo (TMG) e
coeficiente de determinacao (r°) de Ipomoea grandifolia (corda-de-viola), sobre o efeito
de diferentes extratores (etanol e diclorometano) e concentracdes (0, 25%, 50%, 75% e
100%) de extratos de quatro plantas antimalaricas. UTFPR, Campus Pato Branco, 2013.

Espécie Extrator Equacdes de regressao r
Tempo médio de germinacéo (h)

B. pilosa Etanol y= 26,04-0,0862x+0,00411x> 0,96
B. pilosa Diclorometano y=26,1 -

P. niruri Etanol y =259 -

P. niruri Diclorometano 24,8+0,0371x 0,63
P. alliacea Etanol y= 26,4 -
P. alliacea Diclorometano y= 27,6 -
S. hirsuta Etanol y= 26,9 -
S. hirsuta Diclorometano y= 27,2-0,109x+0,00122x> 0,81

Apéndice 6. Estimativas das regressdes referentes a variavel velocidade média de germinagéo
(VMG) e coeficiente de determinacéo (r?) de Lactuca sativa L. (alface), sobre o efeito de
diferentes concentragfes (0, 25%, 50%, 75% e 100%) de extratos de quatro plantas
antimalaricas. UTFPR, Campus Pato Branco, 2013.

2

Espécie Equacdes de regressao r
Velocidade média de germinacdo (sementes h™')
B. pilosa y = 0,0374-0,00003503x 0,39
P. niruri y =0,0377-0,0000778x 0,91
P. alliacea y = 0,0387-0,000154x 0,98
S. hirsuta y = 0,0399-0,0000755x 0,77

Apéndice 7. Estimativas das regressdes referentes a variavel velocidade média de germinagéo
(VMG) e coeficiente de determinacao (r’) de Ipomoea grandifolia (corda-de-viola), sobre o
efeito de diferentes extratores (etanol e diclorometano) e concentracdes (0, 25%, 50%,
75% e 100%) de extratos de quatro plantas antimalaricas. UTFPR, Campus Pato Branco,

2013.
Espécie Extrator Equacdes de regressio r’
Velocidade média de germinacéo (sementes h™)

B. pilosa Etanol y= 0,038-0,0000108x-0,000002151x> 0,92
B. pilosa  Diclorometano y =0,039 -

P. niruri Etanol y = 0,039 -

P. niruri Diclorometano y = 0,040-0,0000487x 0,72
P. alliacea Etanol y =0,038 -
P. alliacea Diclorometano y = 0,037 -
S. hirsuta Etanol y =0,038 -
S. hirsuta Diclorometano y = 0,036+0,000157x-0,00000173x? 0,78
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Apéndice 8. Estimativas das regress6es referentes a variavel comprimento de radicula (RAD) e
coeficiente de determinacdo () de Lactuca sativa L. (alface) e Ipomoea grandifolia
(corda-de-viola), sobre o efeito de diferentes extratores (etanol e diclorometano) e
concentracdes (0, 25%, 50%, 75% e 100%) de extratos de quatro plantas antimaléricas.
UTFPR, Campus Pato Branco, 2013.

Espécie Extrator Equacdes de regressdo r?
Comprimento de radicula de alface (mm)
B. pilosa Etanol y= 38,62+0,0199x-0,00289x°> 0,74
B. pilosa  Diclorometano y= 37,44+0,688x-0,00824x> 0,83
P. niruri Etanol y = 34,55+0,216x-0,00329x> 0,73
P.niruri  Diclorometano  y = 40,65+0,275x-0,0129x*+0,0000921x> 0,98
P. alliacea Etanol y = 36,75-0,992x+0,0215x%-0,000132x> 0,88
P. alliacea Diclorometano y = 34,15-0,558x+0,0118x2-0,0000697x° 0,98
S. hirsuta Etanol y= 32,03-0,403x+0,00224x> 0,99
S. hirsuta Diclorometano y= 29,04-0,5401x+0,00472x> 0,86
Comprimento de radicula de corda-de-viola (mm)
B. pilosa Etanol y = 38,68-0,263x 0,97
B. pilosa  Diclorometano y = 40,14+0,324x-0,00436x2 0,95
P. niruri Etanol y = 33,10-0,954x+0,0184x2-0,000104x3 0,99
P. niruri Diclorometano y = 31,50-0,543x+0,00442x2 0,99
P. alliacea Etanol y = 33,73-0,496x+0,00316x2 0,98
P. alliacea Diclorometano y = 24,36 -
S. hirsuta Etanol y = 38,18-0,452x+0,00189x%x2 0,93

S. hirsuta Diclorometano y = 28,22-0,0620x 0,41




115

Apéndice 9. Estimativas das regressfes referentes a variavel comprimento de hipocétilo (HIP) e
coeficiente de determinacdo () de Lactuca sativa L. (alface) e Ipomoea grandifolia
(corda-de-viola), sobre o efeito de diferentes extratores (etanol e diclorometano) e
concentracdes (0, 25%, 50%, 75% e 100%) de extratos de quatro plantas antimaléricas.
UTFPR, Campus Pato Branco, 2013.

2

Espécie Extrator Equacdes de regresséo r
Comprimento de hipocdtilo de alface (mm)
B. pilosa Etanol y = 13,00-0,197x+0,00118x? 0,82
B. pilosa Diclorometano y= 9,59-0,144x+0,00128x%> 0,8
P. niruri Etanol y= 15,93-0,342x+0,00297x> 0,93
P. niruri  Diclorometano y= 12,52-0,212x+0,00173x> 0,77
P. alliacea Etanol y= 13,26+0,337x-0,0030x2 0,66
P. alliacea Diclorometano y =14,83 -
S. hirsuta Etanol y = 18,05-0,524x+0,0106x>-0,0000593x> 0,99
S. hirsuta Diclorometano y=13,96 -
Comprimento de hipocatilo de corda-de-viola (mm)
B. pilosa Etanol y =51,43-0,0685x 0,37
B. pilosa Diclorometano y = 53,22-0,348+0,0106 x2-0,0000865 x3 0,99
P. niruri Etanol y =49,92-0,204x+0,00163 x2 0,54
P. niruri  Diclorometano y =46,66+0,403 x-0,0112 x2+0,0000642 x3 0,99
P. alliacea Etanol y =55,17-0,142x 0,82
P. alliacea Diclorometano y=51,03 -
S. hirsuta Etanol y =55,35 -
S. hirsuta Diclorometano y =49,59-0,0652x 0,41




