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RESUMO

GARCIA, Leonardo de Carvalho. Otimizacido de métodos extrativos, investigacio
fitoquimica e bioldgica de Arachis repens HANDRO (Fabaceae). 2016. 251f. Tese
(Doutorado em Biologia Vegetal) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

Arachis repens, vulgarmente conhecido como grama-amendoim, e pela primeira vez
detectamos a presenca do composto bioativo trans-resveratrol (t-RSV). Comparamos a
eficiéncia de trés metodologias de extracdao diferentes: Maceracao (MC), ultra-som (EAU) e
micro-ondas em relacdo ao teor de fenois totais (FT) e resveratrol, posteriormente avaliou-se a
atividade antioxidante. A MC pelo periodo de 1 h possibilitou a maior recuperacdo de RSV
(1,024 + 0,036 mg / L) e, correspondentemente, a maior captura de DPPH (23,90 + 0,04%) e o
conteudo de FT com (27,26 £ 0,26 mg / g de EAG). Na EAU, o rendimento maximo de FT
(357,18 mg / g de GAE) e RSV (2,14 mg / L), bem como o AA mais efetiva (70,95%), foram
obtidos com 5 min de exposi¢ao apos um periodo de 5 min. de pré-tratamento por maceragao,
na proporg¢ao solido-solvente 1:40 p / v. Para o EAM, aplicou-se um delineamento do composto
central rotacional (DCCR) para avaliar os efeitos estatisticos de quatro varidveis independentes
na extracdo de RSV. As condigdes ideais estabelecidas para obter a maior recuperagdo de RSV
(2,516 mg / g) foram: 20 min; 90% MeOH aq.; 120 rpm; 60 ° C e relagdo soélido-solvente: 1:35
p / v. Correlagdes relevantes foram estabelecidas considerando os teores de FT, RSV e AA,
evidenciando as vantagens destas técnicas em termos de eficiéncia de extracao. A identificagao
dos constituintes por GC / MS revelou a presenca de novas substancias aleloquimicas na
espécie. Substancias isoladas na mistura ou ndo no extrato hexanico de caules de A. repens
indicam a presenga de esterdides como o sitosterol, estigmasterol e lupeol. A estas substancias
atribui-se a atividade alelopatica conhecida na literatura. A parti¢ao de diclorometano do extrato
metanolico de caules e folhas mostrou um efeito alelopatico inibitdrio tanto para hipocdtilo
como em radiculas L. sativa e nas ervas daninhas Commelina benghalenses € Panicum maximo.

Palavras-chave: Arachis repens. Atividade alelopatica. Extracdo Assistida por Micro-ondas.

trans-resveratrol.



ABSTRACT

GARCIA, Leonardo de Carvalho. Optimization of extractive methods, phytochemical and
biological research of Arachis repens HANDRO (Fabaceae). 2016. 251f. Tese (Doutorado
em Biologia Vegetal) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

The vegetal species Arachis repens, commonly known as peanut grass, was studied and,
for the first time, we detected the presence of the bioactive compound trans-resveratrol (t-RSV).
We compared the efficiency of three different methodologies (conventional Maceration [CM],
ultrasound [UAE] and microwave [MAE] assisted extractions) concerning total phenolics (TP)
and resveratrol (t-RSV) content, followed by antioxidant activity (AA) evaluation. By CM, at
1 h, it was found the highest RSV content (1.024 = 0.036 mg / L) and, correspondly, the highest
DPPH capture (23.90 £+ 0.04%). The TP contents, at 1h, presented the highest value (27.26 +
0.26 mg/g GAE). By the UAE, the maximum yield of TP (357.18 mg/g GAE) and RSV (2.14
mg/L), as well as, the highest AA (70.95%), were obtained by 5 min after a maceration pre-
treatment, on the solid-solvent ratio 1:40 w/v. For MAE, a central composite rotatable design
(CCRD) was applied followed by the FFD design in order to evaluate the statistical effects of
four independent variables on the extraction of RSV. The optimal conditions established for
obtaining the highest recovery (2.516 mg/g) were: 20 min; 90% MeOH aq.; 120 rpm; 60°C and,
solid-solvent ratio: 1:35 w/v. Relevant correlations were established considering the TP and
RSV contents, as well as, the AA, corroborating obvious advantages of such techniques in terms
of high extraction efficiency in shorter times. The identification of the constituents by GC / MS
revealed the presence of novel allelochemical substances in the species. Substances isolated in
mixture or do not indicate the presence of steroids such as sitosterol, stigmasterol and lupeol in
the hexanic extract of A. repens stems. These substances are attributed to the allelopathic
activity known in the literature. The dichloromethane partition of the methanolic extract of
stems and leaves showed an inhibitory allelopathic effect for both hypocotyls as in L. sativa
radicles and in the weeds Commelina benghalenses and Panicum maximum.

Keywords : Arachis repens, allelopathic activity; microwave-assisted extraction, phenols,

trans-resveratrol.
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INTRODUCAO

As plantas superiores sdo uma das fontes mais extraordindrias de substancias que podem
ser utilizadas diretamente como agentes medicinais. Também fornecem modelos para modifica¢des

estruturais e otimiza¢ao das propriedades farmacoldgicas e bioquimicas (BRAZ-FILHO, 2010).

Desde os primdrdios das civilizagdes, mesmo que empiricamente, as plantas foram usadas
pela populagdo como fontes de produtos medicinais ¢ jamais foram ou serdo completamente

substituidas pelos farmacos sintéticos (BRESOLIN e CECHINEL-FILHO, 2003).



31

1 METABOLISMO VEGETAL

Sabe-se que boa parte dos farmacos de origem vegetal utilizados atualmente foi pesquisada
e, posteriormente, levada ao mercado baseando-se em informag¢des da medicina tradicional ou da
popular, demonstrando assim que as substancias de origem vegetal t€m papel essencial na obten¢ao
de medicamentos e, que partindo do conhecimento popular, bons resultados podem ser obtidos

(COLOMBO, 2008).

A quimiotaxonomia, classificacdo de espécies vegetais pela quimica, quando associada as
observagdes populares sobre o uso e a eficacia de plantas medicinais contribuem de forma relevante
para o estudo das propriedades terapéuticas dos vegetais. Isto mantém em evidéncia o consumo de
fitoterapicos, validando as informagdes acumuladas por geragdes sobre o uso popular das plantas
medicinais. Apesar de muitos desses metabolitos especiais serem bastantes valorizados
economicamente, conhecemos apenas uma pequena fracdo desse arsenal quimico. Estima-se que
apenas 10 a 30% das espécies de Angiospermas, e cerca de 1% das espécies brasileiras, tenham sido
investigadas do ponto de vista quimico (GOTTLIEB e BORIN, 2012). O Brasil contém 40.982
espécies da flora brasileira catalogadas, sendo 3.608 de fungos, 3.495 de algas, 1.521 de bridfitas,
1.176 de pteridofitas, 26 de gimnospermas e 31.156 de angiospermas (MMA, 2016).

As avaliagdes fitoquimicas podem contribuir significativamente para a concretizacao da
investigacao da flora e seu quimismo, para a divulgacdo e geracdo de novos conhecimentos ¢ da
formacao de recursos humanos qualificados. A quimica de produtos naturais (QPN) vegetais —
fitoquimica, como ¢ concebida atualmente, se dedica principalmente a caracterizagao estrutural,
avaliacdo de propriedades e investigacdes biossintéticas de substancias naturais produzidas pelo

metabolismo secundario de organismos vivos (BRAZ-FILHO, 2010).

A vida dos organismos - nascimento, crescimento, reproducao, envelhecimento, doencgas e
morte — ¢ assegurada e controlada pelas transformagdes quimicas realizadas por metabolismo
primério (estudada pelos bioquimicos) e secunddrio - especializado (objeto de estudo do quimico
de produtos naturais). Assim, os organismos utilizam biossinteses para transformagdes e

interconversdes quimicas de metabdlitos do seu acervo vivo e dindmico (BRAZ-FILHO, 2010).

As vias metabolicas sdo cadeias de reagdes quimicas com ligacdes catalisadas por enzimas
que convertem substratos em produtos através de uma série de compostos intermediarios que podem

ainda ser de cadeia linear, ciclica ou dispostos em uma rede tridimensional. Eles podem ser
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unidirecionais ou reversiveis, podendo existir pontos de conversdao. As enzimas podem ser
especificas ou podem atuar sobre familias de moléculas relacionadas com grupos quimicos comuns.
Os produtos de vias metabolicas podem acumular-se na célula, muitas vezes dentro de
compartimentos especificos ou podem ser exocitados. Nas plantas, a complexidade das vias
metabdlicas pode ser aumentada pela necessidade de intermedidrios de transporte entre
compartimentos celulares ou até mesmo diferentes tipos de células. O fluxo de moléculas através
de uma via metabolica pode ser regulado pelos proprios metabolitos, o que muitas vezes influenciam
a atividade das enzimas na mesma via (controladas por proteinas de sinaliza¢do ou por fatores de
transcrigdo) em um processo conhecido como regulagdo por feedback. Assim, existe um desafio
para entender, reconstruir, analisar ou monitorar as vias metabdlicas (CASPI, DREHER e KARP,
2013). Este € o objetivo da engenharia genética, que geralmente visa otimizar a acumulacdo de um
metabolito desejavel, que naturalmente ¢ produzido em pequenas quantidades. Isso pode envolver
a interveng¢do direta para aumentar a acumulacao do produto alvo, aumentando o fluxo através de
vias e/ou através da reducdo do fluxo através de vias concorrentes ou catabolitos que removem
intermediarios do préprio produto alvo (CAPELL e CHRISTOU, 2004). A engenharia genética pode
também ser usada para produzir metabolitos que nao sao naturalmente produzidos pela célula
porque as vias metabdlicas correspondentes estao ausentes. Isto requer a importagao de um caminho
heterdlogo parcial ou completa para aumentar a capacidade metabélica celular (FARRE et al.,

2014).

1.1 Respostas fisiologicas a fatores bioticos

1.1.1 Protecdo contra herbivoria e doencas

As plantas dependem de imunidade inata para proteger-se de ameacgas de agentes
patogénicos. Essa imunidade ¢ baseada em respostas de defesa pré-formadas ou induzidas
(MYSORE e RYU, 2004). Respostas de defesa pré-formadas ndo sdo especificas e incluem
compostos com propriedades antimicrobianas ou barreiras estruturais tais como a parede celular e
o citoesqueleto, que atrapalham os patégenos (MYSORE e RYU, 2004; SENTHIL-KUMAR e
MYSORE, 2013). Defesas induzidas sdo ativadas pela percep¢ao de moléculas dos patdgenos,
presentes na sua superficie decontato (BOLLER e HE, 2009) ou pelo reconhecimento de proteinas

translocadas pelo patdogeno para a célula hospedeira (JONES e DANGL, 2006; BONARDI e
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DANGL, 2012). As respostas de defesa incluem a reorganizacao do citoesqueleto celular (HIGAKI
et al., 2011), fortificagdo da parede celular (HARDHAM, JONES e TAKEMOTO, 2007), ativagao
de espécies reativas de oxigénio (ROS) (TORRES, 2010) e a sintese de fitoalexinas (AHUJA,
KISSEN, e BONES, 2012). Posteriormente, ocorre a transcri¢do das proteinas patogénicas (VAN
LOON, REP e PIETERSE, 2006) ¢ o desenvolvimento da apoptosecelular devido a resposta
hipersensivel aos limites patogénicos, evitando que a contaminagdo se dissipe (COLL, EPPLE e
DANGL, 2011). Embora tenham sido feitos progressos consideraveis para entender os mecanismos
de defesa das plantas, muito pouco se conhece sobre as vias metabolicas necessarias para o

desenvolvimento e a regulagdo das respostas imunes (ROJAS et al., 2014).

A associagdo entre o metabolismo primario e mecanismos de defesa foi estudado a partir
da analise da expressao de fatores de transcri¢do de genes que codificam enzimas metabdlicas, apos
a exposi¢ao das plantasArabidopsis a estresse biodtico, tais como os agentes patogénicos como
Phytophthora infestans virulentos e nao-virulentos e os agentes patogénicos de Pseudomonas
syringae pv. Tomate DC3000 (Hrc") e P. syringae pv. Tomate DC3000 (AvrRpm1), e a exposi¢do a
patdgenos derivado de elicitores Flg22 e HrpZ (moléculas purificadas que induzem mecanismos de
defesa) (LESS et al., 2011). Observou-se que apds o tratamento com agentes patogénicos virulentos
ou nao-virulentos ou elicitores derivados de organismos patogénicos, transcritos a partir de
categorias funcionais especificas foram regulados positivamente, enquanto outros foram regulados

negativamente (ROJAS et al., 2014).

Durante muitos anos, tem sido sugerido que o papel do metabolismo primario, durante a
infeccdo, € suprimir as necessidades metabolicas celulares para o desenvolvimento dos mecanismos
de defesa (BOLTON, 2009; KANGASJARVI et al., 2012). Ocorre um grande gasto de energia
durante a execucdo de respostas de defesa da planta, devido a expressdo de centenas de genes a
partir de varias vias metabolicas (SCHEIDELER et al., 2002). Plantas de Arabidopsis mutantes que
expressam constitutivamente respostas de defesa sdo raquiticas e reduziram a fertilidade enquanto
que plantas mutantes com inibi¢do de vias de sinalizagdao de defesa crescem mais e sdo mais altas
(HEIL ¢ BALDWIN, 2002). Portanto, parece que, a fim de estabelecer um balango energético
favoravel a defesa, ocorre o regulamento acima da média para vias relacionadas a defesa celular,
onde este gasto energético ¢ compensado pela baixa tradugdo de genes envolvidos em outras vias
metabolicas. Consistente com esta nogao, genes envolvidos na fotossintese e biossintese da clorofila
foram expressados abaixo da média enquanto que para cima da média os genes relacionados com a
protecdo contra patdgenos virulentos, assim como com derivados de eliciadores ou de organismos

patogénicos (SCHOLES e ROLFE, 1996; EHNESS ef al., 1997; MOULY et al., 1998; BERGER et
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al., 2004; SWARBRICK et al., 2006; TRUMAN et al., 2006; DENOUX et al., 2008; BILGIN et
al., 2010). Curiosamente, quando se usa a avaliacdo da produgdo de clorofila por imagens de
fluorescéncia em diferentes interacdes planta-microorganismo, foi relatado que as mudangas na
fotossintese ocorreram localmente nas infec¢des e nos tecidos adjacentes (BERGER et al., 2004;
SCHARTE et al., 2005; BONFIG et al., 2006), embora exista a formagao de ROS, de forma branda,
durante a fotossintese, estas ROS podem ser usadas para as respostas de defesa e a regulagdo por
diminui¢do da fotossintese em contra-partida (ZEIER et al., 2004; ZURBRIGGEN et al., 2009) e
nenhuma evidéncia experimental esta disponivel para explicar porqué acontece. No entanto, foram
propostos dois mecanismos possiveis: (1) supressdo da fotossintese desencadeada por agentes
patogénicos efetores (TRUMAN et al., 2006) e (2) a regulagdo por feedback, por mediadores
quimicos (glicidios) (HERBERS et al., 1996a; SCHARTE et al., 2005; ROLLAND et al., 2006).
Independentemente do mecanismo, a regulagao para diminuir a taxa fotossintética provavelmente
alivia o gasto de energia e isto ¢ associado com a regulacao de outras vias que fornecem energia.
Por exemplo, a energia pode ser derivada através do aumento das atividades do metabolismo
respiratorio, invertases na parede celular e os transportadores de carboidratos (SCHARTE et al.,
2005; ESSMANN et al., 2008). Essa mudanga metabolica pode melhorar a expressao de genes
relacionados com a defesa e a producdo de metabolitos secundérios de plantas, tais como

fitoalexinas (BOLTON, 2009).

Embora a maioria destas respostas também ocorram com patdgenos virulentos [que
efetivamente causam doencas (ALFANO e COLLMER, 1996)], diversos trabalhos ja demostraram
que as proteinas efetoras de patdogeno bacterianos sdo translocadas através da maquinaria de
secrecdo especializado em respostas de defesa para suprimir a percep¢do das plantas e, em alguns
casos, a contaminag¢ao bacteriana especifica ou modifica o metabolismo das plantas para que consiga
se desenvolver na planta (TRUMAN et al., 2006; ESPINOSA e ALFANO, 2004; MUDGETT,
2005; RICO, MCCRAW e PRESTON, 2011; ROJAS et al., 2014).

A super-regulacao de transcrigdes esta associada com processos envolvidos na produgdo
de energia, tal como a glicélise e a via da pentose fosfato, ciclo do TCA, de transporte de elétrons
mitocondriais, biossintese de ATP, e a biossintese de alguns aminodcidos como a lisina e a
metionina, cujo catabolismo leva a producdo de energia, bem como biossintese de acido glutdmico,
arginina, serina e glicina, que estdo associadas com a foto-respiracao. A supressao de genes foi
associada com processos tais como a fotossintese, metabolismo do amido, metabolismo lipidico, o
metabolismo ¢ a biossintese dos aminoacidos leucina, isoleucina ¢ valina (LESS et al., 2011;

ROJAS et al., 2014). Antes do estudo de todo o genoma, varios outros estudos laboratoriais,
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envolvendo poucos genes, associados ao metabolismo primario também tinham fornecido indicios
da fung¢do do metabolismo primario na regulagdo de vias metabdlicas de defesa. Dado a
complexidade da abundancia das vias metabolica primarias, existem evidéncias experimentais
convincentes envolvendo vias metabolicas de carboidratos, aminoacidos e lipidios para apoiar a
ligacdo entre metabolismo primario ¢ os mecanismos de respostas defesa (ROJAS et al., 2014).
Nos ultimos anos verificou-se um esperado crescimento envolvendo a caracterizagdo
quimica de fenétipo. Tal caracterizacdo quimica pode ser realizada através de andlise de ma-
cromoléculas (e.g. protedOmicas e caracterizagdo de polissacarideos e ligninas) e de moléculas
(micromeléculas) de baixo peso molecular (o metaboloma). O metaboloma consiste de dois tipos de
substancias, os metabolitos primarios e os secundarios. O metabolismo primario fornece as
substancias envolvidas nas fun¢des basicas essenciais da vida celular — respiracdo e biossintese de
aminoacidos e outras substancias necessarias para a vida da célula. Basicamente, todos os or-
ganismos convivem com os mesmos tipos de metabodlitos primarios e da incompeténcia para
autoproducdo de tais produtos, pela sua propria rota biossintética; surge a necessidade de
providéncias para superar tal incapacidade organica pela busca de fornecimento usando fonte
externa. Os metabdlitos secundarios sao especificos das espécies e participam das interagdes intra-
e intercelular do proprio organismo ou com células de outros organismos, atuam em processos de
polinizagdo pela producdo de substancias que atraem os agentes vivos deste processo ou contribuem
para a resisténcia dos organismos pela defesa contra pestes e outras doengas e estabelecendo a
competéncia para a guerra quimica dos ajustes necessarios a convivéncia e sobrevivéncia ambiental.
Assim, por exemplo, o metabolismo primario assume importancia transcendental no crescimento e
rendimento agricola e o metabolismo secundario contribui com os aromas, as cores dos alimentos e
com a resisténcia contra pestes e doengas, mantendo a sobrevivéncia nas condi¢cdes ambientais
favoraveis (BRAZ-FILHO, 2010).
1.2 Alelopatia

Os primeiros relatos sobre a capacidade que certas espécies vegetais possuem de interferir
no desenvolvimento fisiologico de outras espécies vegetais foram inicialmente feitos por
Theophrastus (300 A.C.), que seguiu os trabalhos de Plinio (1 D.C.), (RICE, 1984). Em 1937, Hans
Molisch reuniu as palavras gregas "allélon” e "pathos"” e definiu pioneiramente o termo alelopatia,
que significam respectivamente, mutuo e prejuizo. Segundo Molisch, alelopatia ¢ "a capacidade de
as plantas, produzirem substancias quimicas que, liberadas no ambiente de outras, influenciam de
forma favoravel ou desfavoravel o seu desenvolvimento" (FERREIRA e AQUILA, 2000). Ferrarese

(2000) considera a alelopatia como efeitos prejudiciais de plantas de uma espécie (doadora) na
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germinagdo, crescimento ou no desenvolvimento de plantas de outras espécies (receptoras). A
alelopatia pode ocorrer entre microorganismos, entre microorganismos e plantas, entre plantas
cultivadas, entre plantas daninhas, e entre plantas daninhas e plantas cultivadas. A defini¢do mais
ampla de alelopatia foi proposta em 1996 pela Sociedade Internacional de Alelopatia, a qual define
alelopatia como: “qualquer processo que envolve metabolitos secundarios produzidos por plantas,
algas, bactérias e fungos, que influem no crescimento e desenvolvimento bioldgicos e agricolas”
(OLIVEIRA, 2009; PERON 2012). Segundo Gottlieb (1982), os aleloquimicos sdo sinais quimicos
transmitidos ao ambiente, geralmente em pequena quantidade, e sdo responsaveis pelas multiplas
interacoes quimicas entre os diferentes organismos. As interacdes positivas (promocgao, atracao, etc)
e negativas (inibicdo, repeléncia, etc) influenciam diretamente nas interagdes ecologicas dessas
substancias, tornando-se importantissimas para a evolucdo e co-evolucdo das espécies vegetais e
animais.

No ambito da ecologia, o fendmeno da alelopatia pode explicar os mecanismos da sucessao
vegetal, onde espécies invasoras podem excluir espécies nativas a partir de residuos e substancias
liberados para o ambiente (HIERRO e CALLAWAY, 2003). Portanto, a presenca dessas espécies
numa area de cultivo pode acarretar em significativa influéncia no desenvolvimento das culturas,
como também, no padrdo natural de formagdo e sucessdo das populacdes e comunidades vegetais
(FERREIRA ¢ AQUILA, 2000).

As substancias com atividade alelopatica sdo substancias produzidas pelas plantas e sdo
chamadas de fitotoxinas, substancias alelopaticas, aleloquimicos ou apenas metabolitos
secundarios. Seus efeitos podem ser intra e interespecificos € podem proporcionar vantagem tanto
ao produtor (doador) como ao receptor (OLIVEIRA, 2009).

A atividade dos aleloquimicos tem sido usada como alternativa ao uso de herbicidas,
inseticidas e nematicidas (defensivos agricolas), porque na evolucdo das plantas representaram
alguma vantagem contra a acdo de micro-organismos, virus, insetos, € outros patégenos ou
predadores, seja inibindo a agdo destes ou estimulando o crescimento ou desenvolvimento das
plantas (WALLER, 1999).

Assim, a vegetacao de uma determinada area pode ter um modelo de sucessao condicionado
as plantas pré-existentes e as substancias quimicas que elas liberaram no meio. Da mesma forma,
no manejo agricola, florestal e na horticultura, a ocupacao prévia da area pode ter significativa
influéncia sobre os cultivos que estio sendo instalados. O conhecimento dos efeitos alelopaticos das
plantas torna-se muito importante principalmente para a agricultura, pois impede que plantas

invasoras instalem-se dentro de um cultivo causando a diminui¢do da safra (OHNO et al., 2001).
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Existem diversas formas dos vegetais liberarem os aleloquimicos, podendo ser pelas folhas
das plantas, lavados das folhas verdes, volatilizados das folhas, lixiviados de folhas secas, exsudados
das raizes ou liberados até mesmo durante a decomposi¢ao (GLIESSMAN, 2000). Mesmo flores,
frutos e sementes podem ser fontes desses metabdlitos secundarios. Também existem casos em que
os produtos ndo sdo toxicos até terem sido alterados no proprio ambiente, seja por degradacao
quimica normal ou pela acdo de micro-organismos (PERON e BONINI, 2012).

Os aleloquimicos podem ser evidenciados em substancias quimicas pertencentes a diferentes
classes quimicas, ndo apresentando uma classe quimica definida, como por exemplo, fendis,
terpenos, alcaldides, poliacetilenos, acidos graxos, peptideos, alcaloides glicosilados e lactonas
sequiterpénicas, entre outras (MACIAS ez al., 1992; VYVYAN, 2002; BHOWMIK e INDERJIT,
2003; PERIOTTO e PEREZ, 2004).

1.2.1 Plantas daninhas

As plantas daninhas sdo definidas como plantas que ocorrem em locais € momentos
indesejaveis as atividades humanas, interferindo nos diversos sistemas de manejo de culturas
economicamente importantes. Plantas daninhas caracterizam-se por interferirem no crescimento e
desenvolvimento das plantas cultivadas. A competi¢do interespecifica entre as plantas daninhas e
as culturas ocorre pelos recursos limitados no meio, tais como os nutrientes, a luz, a 4gua e espaco
fisico (VARGAS e ROMAN, 2008). Quanto mais semelhantes forem as caracteristicas
morfofisiologicas entre plantas cultivadas e plantas daninhas, maior serd a perda de produtividade
da cultura (LAMEGO e VIDAL, 2004).

A supressio da emergéncia de plantas daninhas pode ocorrer devido a producdo de
metabdlitos secundarios, aleloquimicos, os quais sdo liberados no ambiente em funcdo da
decomposi¢do dos residuos vegetais, podendo interferir na germinagdo, pela inativagdo dos
mecanismos de dorméncia, e também no crescimento inicial de plantas daninhas ocorrentes
(GOMES JR. e CHRISTOFFOLETI, 2008; MONQUERO et al., 2009; LAMEGO et al., 2015).

Ipomoea ¢ o género que mais se destaca em nimero de espécies no dmbito da familia
Convolvulaceae, com 1300 espécies no mundo. Dentre as espécies do género, existem diversas
plantas daninhas que sdo importantes infestantes de culturas anuais e perenes. No Brasil, [pomoea
nil apresenta vasta e expressiva ocorréncia, sendo uma das espécies do género mais frequentes nas

areas de producgdo agricola (KISSMANN e GROTH, 1999). Esta espécie tem sido critica em
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plantagdes de cana-de-agucar, milho, soja e outras culturas, tornando-se uma grande preocupagao
para os produtores brasileiros (DUARTE et al., 2008).

Commelina benghalensis L, familia Commelinaceae, ¢ uma erva daninha invasora que ¢
considerada como uma séria ameaca para a agricultura no sudeste dos Estados Unidos. Originario
da Asia tropical e Africa, C. benghalensis inicilamente ndo foi identificada como uma praga séria
na producdo agricola até a década passada (CULPEPPER, 2006). Embora ndo seja comumente
relatada para invadir areas naturais, esta planta possui rapida reproducao e ¢ considerada como uma
das plantas daninhas mais problematicas para 25 culturas em 29 paises diferentes (EMMANUEL,
ELSIE e PATIENCE, 2014). A sobrevivéncia e expansao desta planta daninha pelas areas agricolas
foi auxiliado pela sua tolerancia ao herbicida glifosato, amplamente utilizado na agricultura
(CULPEPPER et al. 2004; CULPEPPER, 2006) e seus varios mecanismos de reprodugdo, podendo
ser por sementes ou por propagagao vegetativa (RIAR et al., 2014).

Panicum maximum Jacq ¢ uma espécie muito utilizada em sistemas agroflorestais. No
entanto, esta espécie pode se tornar um problema se ndo for bem gerida. Ela pode ter impactos
significativos como erva daninha por ser altamente agressiva e mostrar forte capacidade competitiva
durante os estagios iniciais de crescimento das culturas (TOLEDO et al, 2000; CRUZ et al., 2010).
Assim, para a gestdo adequada de P. maximum, devem ser utilizadas medidas para reduzir o efeito

da concorréncia com as culturas (CARVALHO et al., 2015).

1.3 Fitoquimica

Nos ultimos anos, tem sido observado um aumento expressivo na utilizagdo de aditivos
artificiais e produtos quimicos como 4cidos, sais e nitritos nos alimentos. Isto também indicard um
aumento na demanda por produtos naturais e alimentos organicos, devido, geralmente, a razdes de
saude. Também tem sido observado que as industrias alimentares estdo a cada dia buscando utilizar
aditivos alternativos, considerados de rotulo limpo (SULLIVAN et al., 2012).

De acordo com o Departamento de Agricultura e regulamentos para a produgao e rotulagem
de alimentos naturais dos Estados Unidos (2005), o uso de aromatizantes artificiais, quimicos e
conservantes sintéticos tem sido proibido nos Estados Unidos. Isto pode estar acontecendo devido
ao medo de ocorrer contaminacdo por produtos carcinogénicos. A possivel contaminagdo pela
presenga de substancias cancerigenas, em aditivos, tem sido um tema relevante no mundo ocidental.

Um estudo recente feito pela Organic Trade Association (2009) trouxe resultados interessantes; ele
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afirmou que 73% dos lares norte-americanos frequentemente adquirem alimentos organicos e
nutraceuticos e 47% afirmaram que evitaram adquirir alimentos com ingredientes artificiais e
conservantes. Estas questdes emergentes levaram a um foco crescente no uso de produtos naturais
para preservar alimentos para inibir o crescimento de patdogenos e infecgdes, ao invés de utilizar
ingredientes quimicos (THERON et al., 2007; ADEYINKA e RICHARD, 2015)

O conhecimento sobre as plantas sempre caminhou junto com a evolucdo das civilizagdes
humanas ao longo dos anos. O uso de plantas medicinais datam de tempos remotos, sendo utilizadas
pelas civilizagdes egipcias e chinesas ha aproximadamente 3000 anos atras (JEON et al., 2011).
Atualmente, isto tem sido visto como uma alternativa por possuir baixo risco a saude, toxicidade e
ser de facil preparacdo (SETTE-DE-SOUZA et al., 2014).

A fitoterapia tem sido recomendada pela Organizagdo Mundial da Satide (OMS) desde 1970.
No Brasil, o uso de chas pela medicina popular ¢ regulamentado pela resolugdo RDC n°267, de 22
de setembro de 2005 “REGULAMENTO TECNICO DE ESPECIES VEGETAIS PARA O
PREPARO DE CHAS”, da ANVISA e garantido pela politica nacional de praticas integrativas e
complementares em saude publica (Brasil, 2010).

Devido a estes fatores ¢ extremamente importante o isolamento e a determinagao estrutural
de substancias organicas produzidas pelo metabolismo secundario de organismos vivos representam
importancia fundamental para o desenvolvimento cientifico da propria quimica de produtos naturais
e contribuem para avango de outras atividades cientificas e tecnoldgicas no Pais (BRAZ-FILHO,
2010).

Técnicas modernas de extragdo e isolamento sdo alternativas para a reducdo consideravel do
consumo de solventes e aceleragdo do processo de extracdo, e incluem extragdo com fluido
supercritico (EFS), extragdo com liquido pressurizado (ELP), extragdo assistida por micro-ondas

(EAM) e extracdo assistida por ultrassom (EAU) (KLEJDUSA et al., 2009).

1.3.1 Principais classes de aleloquimicos e suas aplicacoes

1.3.1.1 Esteroides

Os aleloquimicos podem ser encontrados em diferentes classes quimicas, sendo formados

por estruturas simples como, por exemplo, o brassinolideo isolado do nabo (MALLIK, 2005)
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(Figura 1). O sitosterol glicosilado isolado de Terminalia cattapa (Combretaceae) foi capaz de inibir
o desenvolvimento de raizes de Lactuca sativa a 336 ppm, sendo este um dos constituintes da fra¢ao
ativa obtida por biofracionamento da particdo em diclorometano da referida espécie. Segundo a
literatura o sitosterol glicosilado tem o seu mecanismo de acdo alelopatico envolvendo a redugdo
dos niveis de clorofila (BARATELLI ef al. 2012).

Figura 1-Estrutura quimica do Brassinolideo
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1.3.1.2 Compostos fendlicos

Esta classe de aleloquimicos ¢ muito ampla compreendendo estruturas de derivados simples

dos acidos benzdico e cindmico a complexos polifendis (MACIAS et al, 2007) (Figura 2 - 3).

Figura 2- Estrutura quimica dos derivados do acido benzdico que apresentam atividade

alelopatica.
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Figura 3 — Estrutura quimica dos derivados do acido cindmico que apresentam atividade

alelopatica
Ry
R, R, R
Re \ cooH O;{ H2 H3 acido o-cumarico
H H OH acido p-cumarico
H OH OH acido caféico
R; H OMe OH acido ferulico

De acordo com Macias et al., 2007, alguns fendis como o acido elagico, clorogénico e
isoclorogénico juntamente com o flavondide (+)-catequina, isolados de Myriophyllum spicatum L.,
tem sido atribuida a atividade de inibi¢do de crescimento da alga azul Microcystis aeruginosa

(Figura 4).
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Figura 4 - Fenois com atividade alelopatica em Microcystis aeruginosa.
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Alguns flavonodides sdao responsaveis pela coloracdo apresentada pelas flores, que estdao
envolvidos no processo de polinizagdo e resisténcia a doencas. Como aleloquimicos, os mais citados
sdo a quercetina, a narigenina e o kampferol, este ultimo isolado de Quercus mongélica (MACIAS
et al., 2007) (Figura 5). Atuam também como compostos de defesa e moléculas sinalizadoras dos
processos de patogénese, simbiose e reproducao, que sao produzidas pelas plantas em grande escala
e no ambiente tém efeito significativo na composi¢ao quimica do solo, tendo importancia nas
interacdes planta-planta e planta-microrganismo. S3o considerados potentes inibidores da
germinacdo de sementes, crescimento da parte aérea e alongamento das raizes (RICE, 1984;

SHIRLEY, 1996).
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Figura 5 - Flavonoides com atividade alelopatica.
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1.3.1.3 Quinonas

A primeira quinona com atividade alelopatica relatada € a juglona.
A sorgoleona também possui atividade alelopatica agindo na inibigdo do transporte de
elétrons no ciclo fotossintético, porém sua meia-vida no sole € de 7 a 10 semanas, dependendo das

condicdes ambientais. Sendo considerado um herbicida fraco (MARCIASer al., 2007; VYVYAN,
2002) (Figura 6).
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Figura 6 - Estrutura quimica da Sorgoleona.
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De acordo com Bidlack et al (2000), a hipericina (L) ¢ um efetivo inseticida fotoativo e
fitotoxico (Figura 7). E, além disso, possui diversas aplicagdes farmacéuticas, incluindo atividade
antiviral, anticarcinogénica e ¢ também utilizada em tratamentos para previnir a degeneracao
macular.

Figura 7 — Estrutura quimica da Hipericina.
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1.3.1.4 Terpenos

Vérios monoterpenos apresentam atividade aleloquimica como o 1,4-cineol e o 1,8-cineol,
e a cimetilina (MARCIASet al., 2007). Outro exemplo de aleloquimico terpendide altamente
fitotoxico € a artemisina, uma lactona sesquiterpénica (BIDLACKet al., 2000) (Figura 8).
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Figura 8 — Terpenos com atividade alelopatica

cimetilina

/E\ /2\

CH3

1,4 - cineol 1.8 - cineol

H3C

CH3

artemisinina

1.3.1.5 Acido hidroxinAmicos

Os acidos hidroxinamicos possuem atividade antifingica, antimicrobiana, inseticida e fitotoxica.
Sdo secretados pelas raizes ou por lesdes no tecido vegetal ocasionada por herbivoria. Os
glicosideos, quando liberados no solo, sdo degradados por microorganismos presentes no solo,
liberando a aglicona. As agliconas sao compostos instdveis e passam por hidrolise seguida por

contragdo de anel formando produtos ainda mais toxicos (MARCIAS et al., 2007) (Figura 9).
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Figura 8 — Acidos hidroxinamicos com atividade alelopatica.
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1.3.1.6 Alcalodides

Alguns alcaldides isolados demonstraram acentuada atividade inibitoria sobre o
crescimento de algumas plantas. O alcaloide juliprosina apresentou atividade aleloquimica sobre a

germinac¢do em plantas de alface e o arroz (NAKANO et al., 2004) (Figura 10).

Figura 9— Acal6ide Juliprosina isolado de Prosopis juliflora.
HO,

HO

CHj

Do extrato da raiz da erva daninha Chenopodium album foi isolada uma amida do acido
cinamico ligada a um alcaloide que apresentou atividades inibitdrias sobre o crescimento da raiz da
alface (Lactuca sativa) a 10* e 10° mol/L e sobre o crescimento da raiz e do caule, nas

concentracdes 104, 10 e 10 mol/L (CUTILLO et al., 2004) (Figura 11).
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Figura 10 — Alcaléide isolado de Chenopodium album.
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As calisteginas sao uma nova classe de aleloquimicos caracterizadas pela auséncia de N-metilacao
no anel nortropanico, alto grau de hidroxilagdo e uma funcionalizagdo aminocetal pouco usual na
posicdo da cabega de ponte, como a calistegina B> (Figura 12). A calistegina B> tem atividade
alelopatica comprovada sobre a espécie teste Medicago sativa com inibi¢ao da germinagdo e do
crescimento da raiz (GOLDMANNet al., 1996).

Figura 11 — Estrutura quimica da Castaligenina Bo.
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1.4 Técnicas de extracao

A extracdo ¢ o principal passo para a recuperagdo e isolamento de compostos bioativos a
partir de materiais de planta. A escolha da metodologia a ser utilizada deve levar em consideragao
a natureza quimica do produto, o tamanho da amostra e a presenca de substdncias que possam
interferir no processo extrativo. Dependendo do objetivo, pode ser necessaria a utilizagdo de um
pré-tratamento para a remocdo de substancias indesejadas, tais como ceras, gorduras, terpenos e

clorofilas (STALIKAS, 2007).



48

As técnicas extrativas mais comumente utilizadas para a obten¢ao de produtos vegetais sao
as realizadas em fases liquido-liquido e sélido-liquido, principalmente por causa de sua facilidade,
eficiéncia e ampla aplicabilidade. Dentre os solventes de extragdo mais empregados encontram-se
os alcoois (metanol, etanol), acetona, hexano, diclorometano e acetato de etila. No entanto,
substancias muito polares como o acido benzdico e o acido cindmico ndo podem ser completamente
extraidas com solventes organicos puros, sendo necessaria a utilizacao de solventes hidroalcoodlicos.
Solventes menos polares (diclorometano, cloroférmio, hexano e benzeno) sdo adequados para a
extracao de compostos apolares como as ceras, 0leos, esterdis e clorofilas. Outros fatores, tais como
pH, temperatura, propor¢do solvente-material e intervalos de tempo e numero de etapas de extracdao
individuais também desempenham um importante papel (STALIKAS, 2007).

Assim, a otimiza¢do do procedimento de extracdo € essencial para a obtencdo de uma boa
metodologia extrativa. No final, o esfor¢o empregado para a obtencdo de uma técnica eficiente
equivale a redugdo de custos e de tempos de amostragem (ESCARPA e GONZALEZ, 2008).

Neste trabalho, foram avaliados extratos obtidos diferentes métodos de extragdao, maceracao,
extragdo assistida por ultrassom e extracao assistida por micro-ondas, para estabelecer as melhores

condig¢des de extragao de resveratrol para A. repens.

1.4.1 Quimica verde e as técnicas extrativas associadas

Hoje em dia ha um grande apelo pela preservagdao do meio ambiente, sendo assunto presente
em diversas pautas de discussdo nos diversos governos com o objetivo de tentar diminuir a polui¢do
e os males ocasionados no ambiente.

A Quimica verde tem se difundido cada vez mais a fim de desenvolver e implementar
produtos quimicos e processos para reduzir ou eliminar o uso ou geracdo de substancias nocivas a
satude e ao ambiente (ANASTAS et al., 1996; LENARDAO et al., 2003).

De acordo com Collins (2001) e Singh et al (1999), a quimica verde também ¢ atribuida a
tecnologia limpa, ja estd se tornando comum em aplicagdes industriais, principalmente em paises
com industria quimica desenvolvida e que apresentam controle rigoroso na emissao de poluentes,
sendo gradativamente incorporado ao meio académico, no ensino e pesquisa.

A quimica verde dissemina a ideia, ética e politicamente forte da diminui¢ao dos problemas
ambientais, que sdo causados por produtos quimicos, possa sergradativamente substituido por

alternativas menos poluentes ou nao poluentes. Alguns termos estdo associados como: tecnologia
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limpa, prevengdo primdria, redu¢do na fonte, quimica ambientalmente benigna ou “green
chemistry”, para definir este importante pensamento.

“Green chemistry” ¢ o termo mais utilizado atualmente e foi adotado pela TUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry), pois associa o desenvolvimento na quimica
com o objetivo cada vez mais buscado pelo homem moderno: o desenvolvimento auto-sustentavel
(ANASTAS et al., 1998).

Os produtos ou processos da quimica verde podem ser divididos em trés grandes categorias:
i) o uso de fontes renovaveis ou recicladas de matéria-prima;

ii) aumento da eficiéncia de energia, ou a utilizacdo de menos energia para produzir a mesma ou
maior quantidade de produto;
iii) evitar o uso de substancias persistentes, bioacumulativas e toxicas.

Alguns autores procuraram, em seus trabalhos, definir os principais pontos ou os principios
elementares da quimica verde. Basicamente, ha doze principios que precisam ser perseguidos
quando se pretende implementar a quimica verde em uma industria ou institui¢do de ensino e/ou
pesquisa na area de quimica (LENARDAO et al., 2003; PRADO, 2003).

1. Prevencao. Evitar a produgao do residuo ¢ melhor do que trata-lo apos sua geragao.

2. Economia de Atomos. Deve-se procurar desenvolver metodologias sintéticas que possam
maximizar a incorporacdo de todos os materiais de partida no produto final.

3. Sintese de Produtos Menos Perigosos. Sempre que praticavel, a sintese de um produto quimico
deve utilizar e gerar substancias que possuam pouca ou nenhuma toxicidade a satide humana e ao
ambiente.

4. Desenho de Produtos Seguros. Os produtos quimicos devem ser desenhados de tal modo que
realizem a funcdo desejada e a0 mesmo tempo nao sejam toxicos.

5. Solventes e Auxiliares mais Seguros. O uso de substancias auxiliares (solventes, agentes de
separacao, secantes, etc.) precisa, sempre que possivel, tornar-se desnecessario e, quando utilizadas,
estas substancias devem ser inocuas.

6. Busca pela Eficiéncia de Energia. A utilizacdo de energia pelos processos quimicos precisa ser
reconhecida pelos seus impactos ambientais e econdmicos e deve ser minimizada. Se possivel, os
processos quimicos devem ser conduzidos a temperaturae pressao ambientes.

7. Uso de Fontes Renovaveis de Matéria-Prima. Sempre que técnica e economicamente viavel, a
utilizacdo de matérias-primas renovaveis deve ser escolhida em detrimento de fontes ndo
renovaveis.

8. Evitar a Formacao de Derivados. A derivatizacdo desnecessaria (uso de grupos bloqueadores,

protecao/desprotecdo, modificagdo temporaria por processos fisicos e quimicos) deve ser
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minimizada ou, se possivel, evitada, porque estas etapas requeremreagentes adicionais € podem
gerar residuos.

9. Catalise. Reagentes cataliticos (tdo seletivos quanto possivel) sdo melhores que reagentes
estequiométricos.

10. Desenho para a Degradac¢ao. Os produtos quimicos precisam ser desenhados de tal modo que,
ao final de sua fun¢do, se fragmentem em produtos de degradag¢do indcuos e ndo persistam no
ambiente.

11. Analise em Tempo Real para a Prevencao da Poluicio. Serd necessario o desenvolvimento
futuro de metodologias analiticas que viabilizem um monitoramento e controle dentro do processo,
em tempo real, antes da formacao de substancias nocivas.

12. Quimica Intrinsecamente Segura para a Prevencao de Acidentes. As substincias, bem como
a maneira pela qual uma substancia € utilizada em um processo quimico, devem ser escolhidas a
fim de minimizar o potencial para acidentes quimicos, incluindo vazamentos, explosdes e incéndios.

O questionamento global sobre os danos gerados ao planeta por uma miriade de atividades
humanas tem se apresentado cada vez mais em destaque na midia. A resposta encontrada para ajudar
na solucdo destes problemas estd baseada em uma combinagao de fatores, entre os quais destacam-
se 0s econdmicos, cientificos, bem como os sociais. Assim, a ado¢ao da quimica verde € s6 mais
uma das iniciativas para a prevengdo da polui¢do desenfreada. Este novo pensamento cientifico
incentiva tal combinagdo e a implanta¢do da quimica verde nos curriculos e na pratica cientifica,
bem como aplica-la em escala comercial e industrial (THORNTON, 2001; MOZETO, 2002).

As técnicas modernas de extragdo e isolamento incluem a extracao com fluido supercritico
(EFS), extragdo com liquido pressurizado (ELP), extracdo assistida por micro-ondas (EAM) e
extragdo assistida por ultrassom (EAU) (KLEJDUSA et al., 2009).

A EFS ¢ uma técnica relativamente recente que apresenta varias vantagens sobre os métodos
tradicionais, tais como o uso de baixas temperaturas e pouco consumo de energia, além de
possibilitar a obten¢do de alta qualidade do produto, devido a auséncia de solventes, na fase de
soluto. No entanto, esta técnica ¢ limitada a compostos de baixa ou média polaridade. A principal
caracteristica da EFS ¢ a necessidade de altas porcentagens de modificadores organicos, o que
geralmente significa que o processo ocorre sob condigdes subcriticas.

O dioxido de carbono supercritico (SC-COy) € o solvente mais utilizado, devido as suas
caracteristicas especiais, tais como: condi¢des criticas moderadas (31,1 °C e 73,8 MPa), alta
disponibilidade imediata, ndo ser toxico e nem inflamdvel e quimicamente estavel. No entanto, EFS
utilizando CO; como o solvente de extragdo ndo ¢ indicado para os compostos fenolicos, devido a

baixa polaridade de CO,. Geralmente, para o processo de extracdo, sdo realizadas varias etapas:
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inicialmente as amostras s3o colocadas com o solvente em um cartucho de EFS, que ¢ inserido na
célula de extragdo de fase solida (EFS)/EFS. O fluido supercritico utilizado pode ser o dioxido de
carbono, que deve passar pelo cartucho de SPE preenchido com a amostra hidrolisada. Assim, os
analitos (compostos fenolicos) sdo quantitativamente retidos por um solvente de aprisionamento
(por exemplo, metanol) a temperatura ambiente (o solvente de aprisionamento ¢ resfriado
naturalmente durante a extrag@o pela expansdo de COz). Em seguida, os extratos sdo evaporados,
dissolvidos na fase movel e injetados diretamente no sistema de CLAE/EM (MAHUGO et al.,
2009).

A extragdao com liquido pressurizado (ELP) utiliza solventes organicos em altas pressoes e
temperaturas acima do seu ponto de ebuli¢do normal. E o método moderno mais recente para o
isolamento de analitos em amostras s6lidas (KLEJDUSA et al., 2009). Em geral, uma amostra solida
¢ embalada em uma célula de extracao de aco inoxidavel e a extragdo ¢ realizada com um solvente
adequado em altas temperaturas (40-200 °C) e pressao (500-3000 psi) por periodos curtos de tempo
(5-15 min). O extrato ¢ removido para um frasco de recuperacao com a ajuda de um gas comprimido.
Os extratos sdo filtrados, evaporados, ressuspensos em metanol e injetados em CLAE. As principais
vantagens deste método envolvem o baixo consumo de solvente e baixos tempos de extragdo
(DOBIAS et al., 2010).

A extracdo assistida por ultrassom (EAU) ¢ comumente utilizada no pré-tratamento de
amostras solidas, uma vez que facilita e acelera os processos extrativos, tais como a homogeneizacao
e a extracdo de compostos organicos e inorganicos. A EAU ¢ uma técnica eficaz para extrair analitos
de diferentes matrizes em espagos curtos de tempo, comparado a técnicas convencionais, sendo
(DOBIAS et al., 2010) considerada uma das técnicas extrativas mais simples, devido & sua facil
execucao e utilizagdo em laboratorio. Neste método, a amostra triturada € misturada com o solvente
de extracao e colocado no banho ultrassonico, com o ajuste da temperatura e do tempo (KLEJDUSA
et al., 2009).

NA EAU, os solventes podem ser substituidos por solventes hidroalcoolicos, geralmente
reconhecidos como seguros. A reducdo do uso de solventes com a utilizagdo de processos de
extragdo ultrassonicos ¢ uma alternativa econdOmica importante em comparagdo com 0S processos
de extracao tradicional, sendo esta uma demanda para o desenvolvimento industrial sustentavel
(VILKHU et al., 2008).

A extragdo assistida por micro-ondas (EAM) tem sido aplicada no desenvolvimento de
métodos de extragdo de compostos organicos a partir de amostras de solo, sedimento, matrizes
vegetais e alimentos. Esses estudos mostram que a extracdo ¢ mais eficaz quando ¢ utilizada a

energia micro-onda. Assim como ocorre com os sistemas de EFS e ELP, na EAM ¢ possivel realizar
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extragdes na auséncia de luz, o que representa uma grande vantagem para a extragdo de compostos
fenolicos. No caso do resveratrol, isto € particularmente importante porque suas moléculas podem
ser encontradas em duas formas isoméricas (cis ou trans), mas apenas o trans-resveratrol apresenta
atividade biologica, e a presenca da luz pode catalisar a transformag¢do do composto ativo para a
forma inativa. Além disso, tempos reduzidos de extra¢do evitam a acdo de enzimas presentes na
amostra (GARCIA-SALAS et al., 2010). Na EAM, ondas eletromagnéticas com energia muito
baixa, entre 0,3 e 300 GHz, sdo utilizadas para gerar uma oscilagdo no campo magnético. A
capacidade extrativa ¢ determinada pelo aumento da probabilidade de choques intermoleculares,
devido as sucessivas mudancas de orientacdo das moléculas polares. Na EAM, o processo ocorre
com o controle de fatores que influenciam na eficiéncia de extragdo, tais como agitagdo,

temperatura, pressao, poténcia e tempo (DE SOUZA; MIRANDA, 2011).

1.5 O género Arachis

O género Arachis pertence a familia Fabaceae, sendo composto por 81 espécies conhecidas,
distribuidas em nove se¢des taxondmicas (Arachis, Caulorrhizae Krapov. e W.C. Greg., Erectoides
Krapov. e W.C. Greg., Extranervosae Krapov. e W.C. Greg., Heteranthae Krapov. e W.C. Greg.,
Procumbentes Krapov. e W.C. Greg., Rhizomatosae Krapov. e W.C. Greg., Trierectoides Krapov.
e W.C. Greg. e Triseminatae Krapov. e W.C. Greg.). As espécies silvestres do género sao restritas
a América do Sul, sendo encontradas na Argentina, Brasil, Bolivia, Paraguai e Uruguai
(KRAPOVICKAS e GREGORY, 1994; Valls e Simpson, 2005; Valls, Costa e Custodio, 2013)
(Figura 13). O Brasil abriga a possivel area de origem do género, na regido localizada entre o
sudoeste do estado do Mato Grosso do Sul e o Sul de Goias. Além disso, as sec¢oes Caulorrhizae,
Triseminatae, Heteranthae e Extranervosae ocorrem somente no pais, que possui 65 espécies do
género, sendo 47 endémicas (VALLS, 2000).

Os representantes do género sdo conhecidos como amendoim, € suas sementes possuem
grande quantidade de 6leos e proteinas, podendo ser consumidas cruas. Estas caracteristicas fizeram
do amendoim uma das espécies mais utilizadas pelo homem pré-histérico, que ndo dominava as
técnicas do fogo necessarias para o cozimento do alimento (KRAPOVICKAS ¢ GREGORY, 1994;
VALLS e SIMPSON, 2005). Vestigios da cultura de amendoim foram encontrados em achados

arqueoldgicos com mais de 3.700 anos, indicando que faziam parte da dieta pré-colombiana
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(HAMMONS, 1994). Os primeiros a cultivarem o amendoim foram os membros da tribo indigena
Arawak, que viviam no norte da América do Sul, na época da chegada de Cristovao Colombo, em
1492 (HOFMAN, 1993).

A espécie mais cultivada do género € A. hypogaea L., que possui grande importancia
comercial (VALLS e SIMPSON, 2005). Outras espécies sao também utilizadas para controle das
ervas daninhas e cobertura do solo, assim como ornamentais ¢ na alimentacdo (STALKER e
SIMPSON, 1995; KERRIDGE e HARDY, 1994; VALLS, 2000). Por exemplo, Arachis
villosulicarpa Hoehne e A. stenosperma Krapov. e W.C. Greg., sdo utilizadas como alimento por
tribos indigenas brasileiras (KRAPOVICKAS et al., 1985; FREITAS, 2004). Arachis glabrata
Benth. e Arachis pintoi Krapov e W.C. Greg. possuem grande valor como plantas forrageiras e para
a cobertura de pomares, paisagismo e controle da erosdao do solo (VALLS, 2000).

Figura 123 - Area de ocorréncia natural das espécies do género Arachis na América do Sul, com
destaque para as se¢des taxondmicas. Fonte: Adaptado de Krapovickas e Gregory, 1994.
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1.5.1 Arachis repens

Arachis repens Handro, pertence a familia Fabaceae, seccdo Caulorrhizae, ¢ popularmente
conhecida como grama amendoim, ¢ utilizada como planta ornamental, na formagao de pastagens,
como forragem e para cobertura do solo, em substitui¢do a varias espécies comuns de grama. E uma
planta herbacea rasteira, estolonifera, perene e nativa do Brasil, de regides do cerrado e costeiras do
pais (VALLS, 1992). Pode alcancar 0,10 a 0,20 m de altura, resistente ao Sol e solos de moderada
fertilidade, tolerante a acidez do solo (pH em torno de 5) e a alta saturagdo de aluminio (75%)
(VALLS, 1992; RINCON et al., 1992). Tem notavel efeito decorativo devido a sua coloragio verde-
escura e formato das folhas, além das suas flores amarelas que surgem no verdo. Pode também ser
utilizada para revestir taludes ingremes, atuando no controle da erosdao do solo, e sua poda ¢
totalmente dispensavel (STALKER e SIMPSON, 1995; VALLS, 1996) (Figura 14). Além disso,
possibilita a fixacdo de nitrogénio atmosférico devido a associagdo simbidtica com bactérias
fixadoras de nitrogénio, género Bradyrhizobium, que infectam suas raizes e criam nddulos
radiculares, os quais fornecem a maior parte do nitrogénio necessario a usa sobrevivéncia.

Figura 134 -Arachis repens.
Foto: Disponivel em: <http://www.flickr.com/photos/mercadanteweb/page25/>
Acesso em: 07 Out. 2011.

1.5.2 Constituintes quimicos versus Atividade bioldgica no género Arachis
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Diversas substancias bioativas t€ém sido identificadas em espécies de Arachis, como 0s
acidos fenolicos, derivados dos acidos cinamicos e benzoicos. Os acidos fenolicos estdo envolvidos
em diferentes processos fisioldgicos, como dorméncia, em atividades enzimadticas e na sintese de
proteinas. Além disso, devido ao seu potencial antioxidante, estdo relacionados a redugdo de
doengas cardiovasculares (KIM et al., 2006). Os acidos vanilico (acido 4-hidroxi-3-
metoxibenzoico), fertlico (4cido 4-hidroxi-3-metoxicindmico) e 4-hidroxicindmico (Figura 15)
isolados a partir dos exsudatos originados da germinag¢do de sementes de A. hypogaea possuem
efeito hipotensivo, contribuem para a reducdo dos niveis de glicose, colesterol total e LDL no
sangue, além de apresentarem potencial terapéutico na doenca de Alzheimer (BALASUBAHINI et
al., 2003; ONO et al., 2005; LEE et al., 2007). Além disso, explantes de raizes inoculadas com
Mpycorrhiza e Rhizobium em A. hypogaea apresentaram, além dos &cidos vanilico, protocatecuico,
feralico e p-cumarico, os acidos 4-hidroxibenzoéico, caféico e os isomeros cis do acido ferulico, p-
cumarico e clorogénico (CHARITHA e REDDY, 2002). No amendoim torrado, os 4cidos feralico
e p-cumdrico foram os compostos encontrados em maior abundancia. Stevenson et al. (1993)
descreveram a presenca dos acidos clorogénico, neoclorogénico e 1-cafeoil-4-deoxiquinico em

folhas da espécie silvestre A. paraguariensis.

Figura 145 - Principais acidos ja identificados em Arachis. Adaptado de Lopes et al., 2010.
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Além dos acidos fendlicos, diferentes fitoesterdis, incluindo pS-sitosterol, campesterol,
estigmasterol, a-espinasterol, As-avenasterol, As-avenasterol, sitostanol e campestanol, ja foram
isolados de sementes, assim como da manteiga ¢ do 6leo de amendoim (PHILLIPS et al., 2005;
SHIN et al., 2010). Segundo Ohr (2003), os fitoesterdis funcionam bloqueando a absorcao do
colesterol ingerido na dieta, prevenindo a ateroesclerose. Além disso, o fS-sitosterol possui agao
comprovada sobre canceres de colon, mama e prostata (AWAD et al., 2007). Composicdes similares
de esterdides foram encontradas em outras espécies de Arachis como A. sylvestris A. Chev., A.
pintoi Krapov. e W.C. Grag., A. chiquitana Krapov. ¢ W.C. Greg., A. appresipila Hermann, A.
kretschmeri Krapov. e W.C. Greg., A. matiensis Krapov. e W.C. Greg., 4. trinitensis Krapov. e W.C.
Greg., A. kempff-mercadoi Krapov. e W.C. Greg., 4. diogoi Hoehne, A. benensis Krapov. e W.C.
Greg., 4. valida Krapov. e W.C. Greg., A. helodes Mart. Ex Krapov. e Rigoni, 4. kuhlmannii
Krapov. e W.C. Greg., 4. williamsii Krapov. e W.C. Greg., A. hoehnei Krapov. ¢ W.C. Greg., 4.
villosa Benth, A. stenosperma Krapov. e W.C. Greg. e 4. hypogaea var. fastigiata Krapov.
(GROSSO et al., 1997; 2000). Nas partes aéreas de 4. hypogaea foram encontrados B-sitosterol e
daucosterol (LIU et al,. 2009). Outros fitoesterdis, como lofenol, 24-etilofenol, obtusifoliol, 31-
norcicloartenol, cicloleucalenol, gramisterol e citrostadienol também foram também encontrados
em espécie do género (GAYDOU et al, 1983).

O amendoim também ¢ rico em triterpenos, como cicloartanol, cicloartenol, ciclobranol, 24-
etileno-cicloartenol, f-amirina e lupeol (GAYDOU et al., 1983; BANSAl et al., 1993). De um modo
geral, os triterpendides possuem ampla aplicacdo na medicina, apresentando atividades bactericida,
fungicida, antiviral, analgésica, protecdo cardiovascular e antitumoral (PATOCKA, 2003). Essas
moléculas sdo precursoras dos esterdides na via metabolica do mevalonato.

Além dos acidos fendlicos e triterpenos, ja foram encontrados em espécies do género Arachis
glicosideos como a medicarpina, dimetilmedicarpina e isomedicarpina (LIU et al., 2009), assim
como as isoflavonas biocanina A, daidzeina, genisteina e formonetina (EDWARDS ¢ STRANGE,
1991; EDWARDS et al., 1995).

Pterocarpanos como o aracarpeno-1 e aracarpeno-2 também ja foram identificados em folhas
de A. hypogaea infectadas com fungos. No grupo dos flavonoides, dentro da classe das fitoalexinas,
o pterocarpano ¢ considerado a classe com maior atividade antifungica. Além disso, ja foi descrita
a presenga de catequina e epi-catequina em extratos aquosos de tegumentos de sementes

(JIMENEZ-GONZALEZ et al., 2008).

1.5.2.1 Atividade antioxidante de substancias bioativas em Arachis
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Algumas substancias, denominadas antioxidantes, sdo capazes de retardar ou prevenir
significativamente a oxida¢do de lipidios ou outras moléculas ao inibirem a iniciagdo ou a
propagagao da reacdo de oxigénio em cadeia (AL-MAMARY et al., 2002; MOREIRA et al., 2002;
CHANWITHEESUK et al., 2005; WU et al., 2005; LIMA et al., 2006; ANDRADE et al., 2007),
além de prevenirem ou repararem danos ocasionados as células pelas EROs (CHANWITHEESUK
et al., 2005).

Algumas das moléculas bioativas descritas nas espécies de Arachis possuem comprovada
ac¢ao antioxidante, incluindo os flavonoides 5,7-dihidroxicromona, eriodictiol, luteolina (3°,4°,5,7-
tetrahidroxiflavona), dihidroxi-quercetina e crisoeriol, e seus derivados como o 8-isopentanil-
luteolina, 8-isopentanilcrisoeriol e 4’,5-dihidroxi-2”,2”-dimetilpirano [5”,6”:7,8]-flavona
(NASCIMENTO et al., 2015) (Figura 16). Além dos flavonoides, os estilbenos estdo associados a
mecanismos que protegem os constituintes celulares contra danos oxidativos. O oxigénio molecular
e seus derivados possuem grande importancia na bioquimica dos radicais livres nas células
aerobicas. As “espécies reativas de oxigénio” (EROs) incluem os radicais livres contendo oxigénio,
como o anion superdxido (O»-), o radical hidroxila (HO-), o radical peroxila (ROO-) e espécies ndo
radicalares, como o peroxido de hidrogénio (H»02) e o oxigénio singleto ('O2), que sdo
frequentemente gerados como subprodutos de reacdes bioldgicas ou por fatores exdgenos
(ANDRADE et al., 2007). O desequilibrio entre a formagao e a neutralizagdo desses pro-oxidantes
leva ao estresse oxidativo, considerado uma das principais causas de doengas, uma vez que oS
radicais livres buscam a estabilidade através do emparelhamento de elétrons com as macromoléculas
bioldgicas, como proteinas, lipidios e DNA, causando danos ao DNA, juntamente com peroxidag¢ao
lipidica. Essas injirias contribuem para intimeras complicagdes biologicas, incluindo o
desenvolvimento de carcinogé€neses, mutagéneses, ateroescleroses, inflamagdes cronicas, doengas
neurodegenerativas, auto-imunes das glandulas enddcrinas e envelhecimento precoce (MAXWELL,
1995; BRACA et al., 2002; ANDRADE et al., 2007).

As células possuem um complexo sistema antioxidante contra os danos causados pelos
radicais livres, incluindo enzimas e compostos antioxidantes, como o acido ascérbico e o tocoferol
(NIKTI et al., 1995; CLARKSON e THOMPSON, 2000). No entanto, quando a producao de radicais
livres excede a capacidade de protecao desses sistemas, as defesas celulares tornam-se insuficientes
para impedir os estresses oxidativos mais graves e, portanto, podem ocorrer danos teciduais
(WANG, 2008). Uma enorme variedade de moléculas que bloqueiam os efeitos dos radicais livres

ja foram descritas em plantas, incluindo compostos fenolicos, nitrogenados, vitaminas, terpenos e
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outros metabolitos enddgenos. Assim, diversas espécies vegetais tém sido estudadas com o
proposito de avaliar o seu potencial antioxidante, em busca de beneficios para a saide humana (CAI
et al.,2004; SAMARTH et al., 2008).

Os compostos fenolicos de plantas estdo distribuidos em varias categorias, como fendis
simples, acidos fendlicos (derivados dos acidos benzbico e cindmico), cumarinas, flavonoides,

estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, ligninas e lignanas (NACZK et al., 2004).

Figura 156 - Principais flavonoides e derivados ja identificados em Arachis. Adaptado de Lopes et
al., 2010.
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Atualmente, diversos antioxidantes sintéticos encontram-se disponiveis comercialmente,
como butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT) e terc-butilhidroxiquinona (TBHQ)
(Figura 17). Contudo, sua utilizagao ¢ controlada devido aos riscos potenciais a saude ocasionados
por estas substancias ndo estarem totalmente elucidados (VALENTAO et al., 2002).

Diversas substancias bioativas com propriedade antioxidante tém sido descritas no género
Arachis, principalmente em A. hypogaea. Estudos epidemioldgicos sugerem que o consumo
frequente de amendoim pode reduzir o risco de doenga cardiaca coronariana (FRASER et al., 1992)
e certos tipos de cancer (AWAD et al., 2000). Os efeitos benéficos a satide podem ser atribuidos
principalmente aos flavonoides e ao resveratrol (PENNINGTON, 2002). Entretanto, a realiza¢do de
estudos dessa natureza com outras espécies do género ainda ¢ muito restrita.

Figura 167— Antioxidantes sintéticos disponiveis comercialmente.
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1.5.2.2 Resveratrol

Os estilbenos sdo uma classe de fitoalexinas e podem ser encontrados em plantas ndo
infectadas e ndo lesadas, apesar de, nesses casos, estarem presentes em menores quantidades. Esta
classe de substancias tém sido encontrada em diversas variedades de A. hypogaea, estando presente
em diferentes 6rgaos da planta, como folhas, raizes e sementes (SOBOLEV et al., 2007; KIM et al.,

2008). As fitoalexinas sdo substancias quimicas produzidas como uma forma de defesa do vegetal



60

em resposta aos estresses bidticos ou abidticos. A producdo de fitoalexinas ¢ induzida por
ferimentos, contaminagdo por fungos, insetos e outros tipos de injurias.

O resveratrol € o representante mais conhecido dos estilbenoides e ja foi encontrado em mais
de 72 espécies vegetais, incluindo eucalipto, uvas (Vitis vinifera e Vitis labrusca), pinho escocés
(Pinus sylvestris), duas espécies de lirio (Veratrum grandiflorum e Veratrum formosanum),
amendoim (Arachis hypogaea), amora (Morus sp), framboesa (Rubus idaeus), Polygonum
multiflorum, Polygonum cuspidatum, pinheiros e no epicarpo dos frutos do tomateiro (HILLIS et
al., 1974; INGHAM, 1976; LANGCAKE et al., 1979; KUBO et al., 1981; SOLEAS et al., 1997;
PASSOS et al., 2001; CHEN et al, 2002; SAUTTER et al., 2005; RAGAB et al., 2006; SAIKO et
al., 2008) (Figura 18).

As pesquisas sobre o resveratrol foram iniciadas no final do século XX com o chamado
“Paradoxo Francés”, ja& que os franceses, mesmo possuindo uma dieta rica em colesterol,
desenvolviam menos doengas cardiovasculares que os americanos. Este fato foi associado ao habito
francés de beber vinho diariamente, inicialmente os beneficios a satide foram associados ao alcool,
mas estudos mais aprofundados revelaram que, na verdade, o resveratrol era o verdadeiro
responsavel. A partir de entdo, iniciou-se a busca por novas fontes de resveratrol (SAUTTER et al.,
2005).

Desde que o resveratrol foi relacionado a beneficios a satde, plantas que possuem estilbenos,
entre as quais o amendoim, tornaram-se objeto de grande interesse (STERVBO et al., 2007). O
resveratrol possui varios efeitos benéficos a saude humana, como prevengdao de doengas
cardiovasculares, alivio de algumas complicac¢des na diabetes, atividade antitumoral, prevencao da
osteoporose e atividade antiinflamatodria, entre outros (JANG et al., 1997). Algumas dessas
propriedades sdo atribuidas a sua a¢do antioxidante, como consequéncia da inibi¢do da atividade da

enzima lipoxigenase (PINTO et al., 1999; SOUZA et al., 2006).

Figura 178 - Principais estilbenos encontrados em A. hypogaea. Adaptado de Lopes et al., 2010.
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A quase totalidade dos estudos citados acima foram realizados com o amendoim cultivado
comestivel (4. hypogaea), existindo poucas informacdes sobre a producao de metabdlitos especiais
e atividades bioldgicas em outras espécies do género. No entanto, os dados obtidos permitem supor

que outras espécies de Arachis, em especial aquelas que possuem altos graus de resisténcia a pragas
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e doengas, possuam também niveis elevados de metabolitos especiais (Figura 19). Portanto,
avaliagdes fitoquimicas e farmacologicas de outras espécies sao extremamente importantes na busca
de novas fontes de substancias bioativas. No caso das espécies que constituem estas novas opgoes,
como A. repens, estes estudos justificam-se tanto pela necessidade de ampliar o conhecimento desse

aspecto do género, como pela possibilidade de agregagdo de valor a essas culturas.
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Figura 19 - Metabolitos secundarios ja identificados em espécies do género Arachis. Adaptado de
Lopes et al., 2010.
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Além das aplicacdes na produgdo de plantas e na conservagdo de germoplasma, o uso de
técnicas de cultura de tecidos vegetais pode resultar na criagdo de sistemas sustentiveis para a
producdao de metabolitos especiais. Tendo em vista que as condigdes de cultura podem ser

manipuladas no sentido de possibilitar maiores niveis de producdo em comparacdo a plantas



64

cultivadas no campo, ¢ importante estabelecer diferentes sistemas de cultura, visando a avaliacao

das condi¢des adequadas para a biossintese de metabolitos especiais in vitro.

1.5 Cultura de tecidos vegetais

As técnicas de cultura de tecidos vegetais permitem o cultivo in vitro de células, tecidos e
orgaos vegetais, em meio solido ou liquido, em ambiente asséptico e espago reduzido. Assim, devido
a totipoténcia das células vegetais, qualquer propagulo vegetal pode ser utilizado para a produgao
de plantas in vitro, levando-se em consideracdo o nivel de diferenciacdo celular e a finalidade da
propagacao (GEORGE, 2008).

Pode-se adicionar compostos precursores ou intermedidrios ao meio de cultura celular
(SILVESTRINI et al., 2002). Outra estratégia interessante ¢ a elicitagdo. Esta técnica consiste na
aplicacdo de um estresse quimico ou fisico nas células em suspensdo para induzir a producao de
metabolitos secundarios que frequentemente nao sdo produzidos. Isto ¢ feito geralmente com
elicitores biodticos (quitosanas, micélios de fungos patogénicos, varios extratos de proteinas) ou
fatores abidticos (temperatura, luz UV, metais pesados, pH, ultrassom, etc.). Os elicitores
normalmente atuam reduzindo o tempo necessario para se atingir altas concentragdes do produto de
interesse. O uso de diferentes tipos de elicitores para induzir e aumentar a producao de metabolitos
secundarios de interesse comercial tem sido descrito em diversos trabalhos (LEE e SHULER, 2000;
HU et al., 2001; DONG e ZHONG, 2001; WANGe ZHONG, 2002).

As culturas de calos e de células em suspensdo sdo as técnicas mais utilizadas para a
producdo de compostos bioativos. As culturas em suspensdo podem ser obtidas através do cultivo
de células individuais ou em grupos, dispersas em meio liquido, agitacdo. Estes sistemas
possibilitam o cultivo de células relativamente uniformes, ausentes da interferéncia de
microorganismos ¢ com um ciclo vegetativo reduzido (CROTEAU et al., 2000). As culturas de
células podem sintetizar grandes quantidades de metabolitos especiais em intervalos curtos de
tempo, ¢ as taxas de biossintese podem ser aumentadas, devido a eliminagao da influéncia de fatores
ambientais que afetam a producao de metabodlitos secundarios; selecdo de cultivares com produgdes

mais altas; e possibilidade do uso de agentes elicitores (JHA et al. 1998; ABDIN et al. 2003;
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KARUPPUSAMY, 2009; JUNAID et al., 2009), facilitando os estudos in vitro (CROTEAU et al.,
2000; SANTOS et al., 2007).
As culturas de raizes sao também amplamente empregadas para a produgao de metabodlitos

secundarios in vitro, uma vez que sao os sitios naturais de producao e acumulo de varias substancias

vegetais derivadas do metabolismo primario e secundario (VERPOORTE e MEMELINK, 2002).

1.6.1 Cultura de tecidos de espécies do género Arachis

O desenvolvimento de sistemas de cultura de tecidos para espécies do género Arachis teve
inicio no final da década de 70, com o estabelecimento de protocolo para micropropagagao de A.
hypogaea (RUSSO e VARNELL 1978). Desde entdo, diversos sistemas de regeneracdo in vitro
foram estabelecidos para as diversas espécies do gé€nero, principalmente 4. hypogaea, utilizando
diferentes tipos de explantes, como 4pices caulinares, anteras, nos, entrenos, cotilédones, eixos
embrionarios, foliolos maduros e embrionarios, estames, peciolos, epicétilos e hipocétilos
(MROGINSKI e FERNANDEZ, 1979; MROGINSKI et al., 1981; SASTRI et al., 1981; ILAHI e
AMEEN, 1986; STILL et al., 1987; DAIMON e MII, 1991; KANYAND et al., 1994; GUPTA e
SINGHAL, 1996; VENKATACHALAM e JAYABALAN, 1996; CUCCO e JAUME, 2000;
NAZIR et al., 2011). A morfogénese in vitro a partir desses materiais foi avaliada utilizando
diferentes reguladores de crescimento, incluindo 4acido indol-3-acético (AIA), é&cido 1-
naftalenoacético (ANA), benzilaminopurina (BAP), centrofenoxina, dicamba, acido giberélico
(GA3), cinetina (KIN), picloram (PIC), tidiazuron (TDZ) e acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D),
utilizados isoladamente ou em combinacdo (RUSSO e VARNELL, 1978; BAJAJ et al., 1981;
ROLEFS et al., 1981; SELLARS et al., 1990; SAXENA et al., 1992; GUPTA e SINGHAL, 1996;
FENG et al., 1996, VENKATACHALAM e JAYABALAN, 1997; LITTLE et al. 2000; SHAN et
al., 2009).

De um modo geral, a resposta morfogénica em Arachis, que pode ocorrer tanto por
organogénese como por embriogénese somatica, esta mais relacionada a concentracdo e ao tipo de
regulador de crescimento utilizado que a escolha do explante inicial (PACHECO et al., 2009).

A regeneragdo por organogénese ocorreu em espécies da se¢ao Extranervosae, quando os

cotilédones foram cultivados em meio contendo BAP ¢ BAP com ANA (MANSUR et al., 1993;
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GAGLIARDI et al., 2000 e 2002). Nas espécies da secdo Arachis, por outro lado, a inducao da
organogénese ocorreu em resposta a BAP ou ANA, em combinacdo com TDZ (McKENTLY et al.,
1990; GENG et al., 2011). A produgao de brotos também ocorreu a partir de eixos embrionarios
cultivados em meio contendo BAP (GAGLIARDI et al., 2000) e em segmentos nodais cultivados
em meio contendo ANA (GAGLIARDI et al., 2002). Em explantes foliares, a indu¢do de brotos
ocorreu em meio suplementado com ANA e BAP, utilizados isoladamente ou em combinagdo ou
em meio contendo TDZ (McKENTLY, 1991; MANSUR et al., 1993; REY et al., 2000;
MROGINSKI et al., 2004).

Os primeiros estudos com as espécies da se¢ao Caulorrhizae foram realizados em 1985,
quando explantes foliares de A. pintoi foram cultivadas em meio suplementado com BAP + ANA,
houve a regeneragdo por organogénese indireta (BURTNIK e MROGINSKY, 1985). Apds este
estudo inicial, as culturas com as espécies da se¢ao Caulorrhizae s6 foram retomadas no ano 2000,
com o cultivo de explantes foliolares de 4. pintoi em meios com PIC + BAP, tendo sido observada
a indu¢do de embriogénese somatica (REY et al., 2000). Em 2006, foliolos da mesma espécie e
citotipos diferentes, um citotipo dipldide, 2n = 2x = 20 (Ferndndez e Krapovickas, 1994) e um
citotipo triploides, 2n = 30 = 3x (Pefialoza et al., 1996), cultivados sob as mesmas condi¢des de
cultura, obtiveram uma resposta similar, novamente com a indu¢do da embriogénese somatica (REY
e MROGINSKI, 2006).

A indugdo de embriogénese somatica nas espécies silvestres de Arachis ja foi descrita para
as espécies A. archeri e A. porphyrocalix (seccdo Erectoides) e A. appressipila (Seccao
Procumbentes), em resposta a BAP (PACHECO et al., 2007). Por outro lado, essa mesma via
morfogénica foi induzida a partir de folhas de A. pintoi (Seccao Caulorrhizae), A. glabrata (sec¢ao
Rhizomatosae) e de gema apical e foliolo de A. correntina (seccdo Arachis), em meios
suplementados com PIC (REY et al., 2000; VIDOZ et al., 2004, 2006).

Alguns dos sistemas de regeneragao descritos acima foram ainda utilizados como base para
o desenvolvimento de metodologias de conservagao in vitro, com o objetivo de preservar e aumentar
a disponibilidade de germoplasma, que pode ser utilizado em programas de melhoramento genético
das espécies cultivadas. Além disso, a produgdo de moléculas bioativas também vem sendo avaliada

em diferentes sistemas in vitro, principalmente em 4. hypogaea.

1.7 INFLAMACAO
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O processo inflamatorio € conhecido desde a antiguidade (aproximadamente 3.000 A.C.),

e suas caracteristicas clinicas foram descritas inicialmente pelos egipcios (ROBBINS ez al., 2001).

A palavra inflamag¢ao, do grego phlogosis e do latim flamma, significa fogo, area em
chamas, foi descrita pela primeira vez por Celsus, um escritor romano que viveu entre os anos 30
A.C. e 38 D.C,, onde observou os quatro sinais cardinais da inflamag¢do: calor (aumento da
temperatura local), rubor (hiperemia), tumor (edema) e dor, as quais Virchow acrescentou o quinto
sinal clinico, a perda da funcdo (ROCHA e GARCIA, 2006). Recentemente, com o advento dos
microscopios eletronicos foi possivel descrever as reagdes celulares e fendmenos vasculares do
processo inflamatério (DA SILVA et al., 2003). Nos ultimos anos, desenvolveu-se um grande
interesse na tentativa de buscar respostas a etiologia fisiopatologica e controle farmacoldgico do
processo inflamatério. Desde os organismos unicelulares mais simples, como as bactérias, até os
mais complexos mamiferos, como os humanos, possuem mecanismos que respondem a estimulos
celulares hostis e apresentam um sistema que busca manter a homeostase do organismo agredido.
A resposta deste sistema envolve a fisiologia, bioquimica e imunologia do organismo ¢ ¢
denominada de inflamagdao (VOLTARELLI, 1994).

A resposta inflamatdria representa um dos mecanismos de defesa do nosso organismo. A
palavra inflamagdo pode ser apropriadamente referida como uma cascata inflamatéria, e que
consiste de uma longa cadeia de reacdes e atividades celulares com o intuito de reparar o tecido, em
que ocorre uma lesdo ou destruicao celular, ocorrendo atividades celulares, dilatagdo de arteriolas e
vénulas, assim como aumento da permeabilidade vascular e fluxo sanguineo, como consequéncia,
o acimulo de liquidos (CARVALHO, 2004). A inflamag¢do ocorre em decorréncia da ativagdo de
alguns mecanismos que provocam alteracdes nos componentes humorais e celulares apods injaria
tecidual. A exposi¢do a um patdgeno gera uma migragao de células circulantes, que sao direcionadas
pela presenca de substancias quimiotdticas no sitio inflamatorio. A resposta na area da lesdo
caracteriza a area inflamada que apresenta sinais clinicos como rubor, calor, edema, dor e prejuizo
funcional (CRUVINEL et al., 2010). Cada estimulo provoca um padrdo caracteristico de resposta
que, apesar da diversidade e complexidade dos mediadores quimicos, apresentam variagao
relativamente pequena (CARVALHO, 2004).

O sistema imune estd presente em praticamente todos os tecidos do organismo. O termo
imunidade refere-se a protecdo. As células do sistema imunoldgico agem de forma coletiva e
desenvolvem a resposta de defesa contra micro-organismos infecciosos ou substincias estranhas. A

capacidade de circular e realizar trocas entre o sangue, a linfa e os tecidos ¢ de fundamental
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importancia para a geragdo das respostas imunologicas, inclusive a inflamacdo (ABBAS et al.,
2011).

O processo inflamatorio envolve tecido conjuntivo, incluindo o plasma, células circulantes,
vasos sanguineos e constituintes celulares e extracelulares. As respostas vasculares e celulares sao
mediadas por fatores quimicos derivados do plasma ou de células quando hé estimulo inflamatorio.
A interagdo destes mediadores, juntos ou em sequéncia, com componentes celulares e vasculares
influencia a duragdo e evolucdo da resposta inflamatéria (ROBBINS et al., 2001). No decorrer do
processo inflamatorio podem ser reconhecidas reagdes de curta duracdo e rapida instalacdo, que
duram de 1 a 2 semanas, pertencentes ao grupo das inflamagdes agudas, e/ou reagdes que persistem
por mais tempo, meses ou anos, de velocidade lenta e insidiosa, pertencentes ao grupo das
inflamacdes cronicas (DA SILVA et al., 2003; RANG et al., 2007).

A inflamacao aguda ¢ a resposta inicial ao agressor e pode tornar-se desconfortavel para o
paciente devido ao edema formado e a dor. Além do combate ao agente agressor, de forma a evitar
a sua disseminagdo a outras regides do corpo, a resposta inflamatéria tem a finalidade de eliminar
produtos resultantes da destrui¢do celular, assim, promovendo condig¢des ideais para a reparacao do
tecido lesado. Todo esse processo de restituicao da normalidade tecidual € concluido pela reparagao,
fendmeno inseparavel da inflamacao (TEDGUI e MALLAT, 2001). Contudo as vias de integragao
da sinalizagdo do sistema imune sdo altamente coordenadas, o que assegura que o processo seja
autolimitante (SERHAN et a/.,2007). Supondo que ndo existisse o processo inflamatério, teriamos
consequéncias graves: haveria um descontrole das infec¢des, ndo haveria cicatrizacdo das feridas
além de o processo destrutivo nos 6rgaos atacados seria permanente. As reagoes inflamatorias, por
exemplo, sdo o pilar de doengas cronicas, tais como a artrite reumatéide, a aterosclerose e a fibrose
pulmonar, assim como de reagdes de hipersensibilidade potencialmente fatais a picadas de insetos,
drogas e toxinas. Existe uma série de fenomenos bioldgicos envolvidos no processo inflamatorio,
que se associam e se complementam, com isso, formam reagdes em cascata, envolvem a interagao
complexa entre as células inflamatorias, tais como macrofagos, neutrofilos e linfocitos (TEDGUI e
MALLAT, 2001).

Os eventos vasculares iniciam logo apos a lesdo e se desenvolvem em velocidades variaveis
dependendo da intensidade da agressdo. Primeiramente, ocorrem alteragdes no calibre vascular
conduzindo ao aumento do fluxo sanguineo, causador do calor e do rubor na area inflamada, logo
seguido pelo alentecimento da circulacdo e instalagao do processo de estase sanguinea permitindo
a marginalizagdo leucocitaria (SZEKANECZ et al., 2004). O aumento da permeabilidade vascular
devido as alteragdes estruturais na rede microvascular permite as proteinas plasmaticas deixarem a

circulacio e se acumularem no tecido intersticial (exsudagdo), o que causa o edema. O
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extravasamento plasmatico pode ocorrer por alargamento das jungdes intercelulares endoteliais das
vénulas ou por lesdo direta nas mesmas (DA SILVA et al., 2003; ROBBINS et al., 2001). A
vasodilatagdo e o aumento da permeabilidade vascular com exsudagdo sdo provocados por
mediadores quimicos produzidos a partir do plasma e das células. As células residentes do tecido
sao estimuladas. A vasodilatacdo local e o aumento da permeabilidade capilar sio mediados por
aminas vasoativas, histamina e serotonina liberados por mastocitos e mondécitos. (COUTINHO et
al., 2009). Além disto, o endotélio ativado passa a expressar moléculas de superficie que favorecem
a aderéncia e migracao de leucocitos para o tecido. Também sdo ativados componentes do sistema
complemento, do sistema de cininas e do sistema de coagula¢do. Adicionalmente, os macrofagos
residentes liberam citocinas inflamatorias, como IL-1, TNF-a e quimiocinas.

A migracdo leucocitéria (figura 20) acontece com a ativacdo do endotélio. As selectinas
permitem a adesdo fraca dos neutréfilos, as integrinas promovem a adesao forte e as quimiocinas
ativam e estimulam a migracao dos neutréfilos para o foco inflamatorio. Estas interagdes fazem com
que os neutréfilos rolem pela parede do vaso e sejam expostos aos fatores quimiotaticos. Os
neutrofilos sdo os leucdcitos mais abundantes no ser humano e expressam uma gama de moléculas
de adesdao (LUSTER et al., 2005). O gradiente quimiotatico crescente direciona a migragdo dos
neutrofilos ao sitio inflamatorio. Simultaneamente a este processo, mediadores lipidicos também
sdo produzidos. Estes mediadores sdo derivados do 4cido araquiddnico; sdo produzidos em
consequéncia da ativagdo de fosfolipases que clivam fosfolipidios constituintes da membrana
celular, gerando prostaglandinas, leucotrienos e PAF (fator de ativacdo plaquetaria). As
prostaglandinas produzidas tém fung¢des inflamatorias que induz a febre, a hiperalgesia e a
vasodilatagdo (MESQUITA JR et al., 2008).

O desenvolvimento da estase local permite a orientacdo periférica dos leucécitos e a
interacao destes com moléculas de adesao na parede das células endoteliais que sdao estimuladas por
fatores quimicos a serem liberadas de granulos para a superficie das células. Primeiramente a
interacao € fragil, ocasionando o processo de rolamento do leucdcito sobre a superficie endotelial.
Posteriormente, sobre acdo do TNF-a e IL-1Db, as células endoteliais expressam E-selectina, VCAM-
1 e ICAM-1 que permite maior estabilidade a interag¢@o leucocito-endotélio propiciando a adesdo
leucocitaria, proje¢ao de pseudopodes por entre as células endoteliais e diapedese (DA SILVA et
al., 2003; ROBBINS et al., 2001). Apos atravessarem a membrana basal os leucocitos aderentes
migram até o local da infec¢@o ao longo de um gradiente de fatores quimiotaticos.

Ainda no foco inflamatorio, ocorre um importante evento: a ativacdo dos mastocitos e
agregacgao plaquetaria, que também resultam na liberacao de mais mediadores quimiotéaticos. Dentre

os mediadores quimiotaticos citam-se: os prostandides (PGl2, PGD», PGE; ¢ PGF»,), derivados da
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via da lipoxigenase (5 HETE, LTB4), cininas, substancias liberadas de neutrofilos ativados, entre
outros (TAN et al., 1999).

Figura 2018 - Mecanismos de migragdo dos leucocitos para o sitio inflamatorio. (A) detalhe e (B)
visdo geral das etapas da migragdo: 1. Rolamento, 2. Ativa¢do das integrinas, 3. Adesdo
estavel e 4. Migracao/diapedese.

Fonte: MESQUITA JR et al, 2008.

As primeiras células a migrar para o local da inflamagao sao os neutréfilos, seguidos pelos
mondcitos e linfocitos. Os agentes quimiotaticos ativam as células conduzindo a fagocitose, a
desgranulagdo e secre¢do enzimatica, producdo de mediadores quimicos e lesdo tecidual devido a
liberacao moderada de produtos ndo apenas no interior do fagossomo, mas no espago extracelular
(ROBBINS et al., 2001; DA SILVA et al., 2003). Ap6s a eliminagdo ou neutralizagdo do agente
causador do estimulo inflamatoério ocorre a diminui¢ao do estimulo celular, auto-limitando a sintese
de mediadores quimicos e reduzindo a sinalizagdo pro-inflamatoria. Posteriormente inicia-se o
processo de resolugdo da resposta inflamatoria aguda e o retorno a homeostasia, evitando danos
teciduais devido a produgdo prolongada ou inapropriada de mediadores quimicos pelos
polimorfonucleares juntamente com a limpeza de debris celulares (SERHAN et al., 2007; SERHAN
et al., 2008). As rotas de saida disponiveis a leucécitos incluem recirculagdo sistémica ou morte

local seguida pela fagocitose realizada pelos macréfagos recrutados. Uma vez completada a
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fagocitose, o macrofago pode permanecer no tecido ou morrer através de apoptose. A inflamacao
aguda pode culminar em resolu¢do completa, com a cicatrizagdo e reconstitui¢ao tecidual ou cura
por fibrose, quando a destrui¢ao tecidual € significativa, posterior ou ndo a formagao de abscessos.
Caso a inflamacdao aguda ndo resolva por completo o quadro inflamatorio, pode ocorrer a
formacaoda inflamagdo cronica (Figura 21) (GAESTEL et al., 2009; SERHAN et al., 2008).

Figura 21 - Representagdo esquematica dos possiveis eventos de evolugdo do processo inflamatério agudo
(ROBBINS et al., 2001).

A inflamagdo cronica pode iniciar quase ao mesmo tempo ou apds a inflamagdo aguda
(RUEGG, 2006). A transi¢io de aguda para cronica pode ocorrer devido a persisténcia do agente
lesivo, interferéncia no processo de reparo tecidual, desregulacdo de qualquer etapa acima citada ou
resultado de surtos agudos repetitivos. Além disso, podem ser originadas de exposi¢do prolongada
ao agente infeccioso ou a reacdes auto-imunes (DA SILVA et al., 2003; ROBBINS et al., 2001).
Embora possa suceder a inflamacdo aguda, a cronica geralmente comeca de maneira insidiosa, como
uma resposta de baixo grau, latente e muitas vezes assintomatica. Este ultimo tipo de inflamacgao
cronica inclui algumas doencas humanas, como: artrite reumatoide, aterosclerose, tuberculose e
doengas pulmonares cronicas.

A inflamagdo cronica pode ocorrer devido a diversos fatores como: Infecgdes persistentes
por determinados patdgenos que possuem baixa toxicidade e suscitam uma rea¢do imune conhecida
como hipersensibilidade tardia; Exposicao prolongada a agentes potencialmente toxicos exdgenos

ou enddgenos; Auto-imunidade: sob certas condi¢des, reagdes imunes sao criadas contra os proprios
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tecidos do individuo, levando 4 Doencas auto-imune. Nessas doencas, os auto-antigenos suscitam
uma reacao imune autoperpetuadora que resulta em diversas doengas inflamatorias cronicas.

Distintamente da inflamagdo aguda, a inflamagao crdnica caracteriza-se por: Infiltragdo de
células mononucleares (macrofagos, linfécitos e plasmocitos), reflexo de uma reagdo persistente a
lesdo; Destruicao tecidual induzida, sobretudo pelas células inflamatérias; Tentativas de
cicatrizacdo por substituicdo do tecido danificado por tecido conjuntivo rico em fibroblasto
(fibrose), realizada por proliferagdo de pequenos vasos sanguineos (angiogénese) (DA SILVA et
al., 2003; GAESTEL et al., 2009).

Os mondcitos circulantes de acordo com seu fenotipo e estimulo apropriado podem migrar
para o sitio de inflamagao e se diferenciar em macréfagos teciduais residentes ou células dendriticas
(DCs) (CASTELLHEIM et al., 2009; CHO et al., 2008). Os macréfagos estdo estrategicamente
dispostos nos tecidos e apesar de responderem quase tao rapido quanto os neutrofilos possuem uma
meia-vida maior e persistem por mais tempo no sitio inflamatoério e ndo sdo terminalmente
diferenciados o que propicia a proliferacdo (CASTELLHEIM et al., 2009).

Os linfécitos T sdo mobilizados nas reacdes imunologicas mediadas por anticorpos e
células, mas também, por razdes desconhecidas na inflamag¢ao sem mediagao imune (DA SILVA et
al., 2003). As DCs, por serem células profissionais na apresentacao de antigenos migram até os
linfonodos onde ativam células T. As células NKs também sdo importantes fontes de IFN-g e
dependem de sinais de células acessorias para se ativarem (CASTELLHEIM et al., 2009). Os
plasmocitos produzem anticorpos direcionados a antigenos persistentes no local da inflamagao

(ROBBINS et al., 2001; LUSTER et al., 2005; CASTELLHEIM et al., 2009).

Figura 192 - Sinalizacdo de citocinas (ROBBINS et al., 2001).
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As citocinas sdo moduladores-chave da inflamagdo, participando da inflamag¢do aguda e
cronica, através de um complexo e, por vezes aparentemente contraditorias redes de interagdes.
Melhor compreensao de como estas vias sdao reguladas ajuda a facilitar a identificagdo mais precisa
dos agentes que mediam a inflamagdo e o tratamento de doencas inflamatdrias. E possivel classificar
as citocinas com base na natureza da resposta imune. As citocinas também realizam papéis
especificos, dependendo do tipo de célula e do local de atuagdo. As citocinas pro-inflamatérias sao
a interleucina-1 (IL-1), IL-6 e do fator de necrose tumoral (TNF), os quais sinalizam através da
citocina tipo I, receptores que sdao estruturalmente divergentes de outros tipos de receptores de
citocina. Em contraste, a quimioquina pré-inflamatéria critica, IL-8, as vias de sinalizagdo sdo

através de receptores acoplados a proteina (GPCRs) (Figura 22).

1.6.1 Fator de necrose tumoral (TNF-a)

O termo fator de necrose tumoral foi inicialmente atribuida a duas moléculas, a TNF-o um
fator de necrose tumoral derivado de monocitos, e a TNF-f3, fator de necrose tumoral derivado de
linfocitos. A TNF-a foi inicialmente identificada na década de 1970 como fator de indugdo de
endotoxina do soro, responsdvel pela necrose de tumores, tanto in vivo quanto in vitro
(CARSWELLet al., 1975). Posteriormente a TNF-a foi isolada (AGGARWALet al., 1985); e o
gene responsavel pela sua expressio foi identificado (PENNICA et al., 1984). E um potente

mediador inflamatorio que ¢ central para a acdo inflamatdria do sistema imune inato, incluindo a
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inducdo da produ¢do de citocinas, ativacdo ou expressao de moléculas de adesdo, e estimulo ao
crescimento  (TARTAGLIAeGOEDDEL, 1992; LOCKSLEYer al., 2001). Ele estimula a
proliferagao de celulas normais, exerce atividade citolitica ou citostatica contra células tumorais, e
provoca efeitos inflamatorios, anti-virais € imunomoduladores (GUPTA, 2002). A TNF-a também
tem demonstrado que realiza fungdes adicionais ligadas com o metabolismo dos lipidos, a
coagulacgdo, a resisténcia a insulina, e a fungdo endotelial. De fato, tem sido mostrado ser uma das
mais importantes citocinas pleiotropicas, mediando respostas inflamatérias e imunes.

A TNF-a ¢ sintetizada como um precursor da proteina transmembranar (mTNF-a), com
uma massa molecular de 26kDa (TRACEY et al., 2008). Apds ser sintetizado, € transportado através
do reticulo endoplasmatico rugoso (RER), complexo de Golgi, reciclando o endossoma na superficie
celular (STOWet al., 2009).

Assim, o TNFR1 ¢ considerado o mais importante receptor para a ativacao das vias de
sinalizagdo pro-inflamatéria. E importante ressaltar que varios receptores de citocinas submeten-se
ao ectodominio influenciado por enzimas proteoliticas localizada na membrana. Este processo
liberta uma forma soltivel do receptor que pode ter uma fungdo bioldgica de limitar a disponibilidade
de citocina para outras células. Ambos TNFR1 e TNFR2 sao clivados pela TACE posteriormente
limitando os ligantes, terminando o sinal por diminui¢do da disponibilidade dos receptores de
membrana plasmatica, bem como a liberagdo da TNFR soluvel para sequestrar as TNF-a livres. A
producdo de TNFR1 soluvel tem sidorelatada em condi¢des inflamatérias (SAKIMOTO, 2009).
Como mencionado anteriormente, a TNFR1 forma um trimero antes da ligagdo, o que poderia levar
a ativacdo de sinais de transdugdo, reunindo o DD dos receptores. Este pode ser suprimida pela
associa¢do dos supressores de DD (SODD) com o TNFR DD. Apés ligacdo de TNFa, SODD se
desassocia dos TNFR, permitindo que adaptadores moleculares sejam recrutados. Assim, existem
mecanismos intrinsecos para limitar a sinalizacdo da TNFR, sinalizando a auséncia dos ligantes,

bem como a reduzir a sinalizacao seguinte (TURNER et al., 2014).

1.7.2 Neutroéfilos e a producdo de 6xido nitrico

Apos ser estimulado por fatores ambientais, durante o processo inflamatodrio, os neutréfilos
sofrem diversas alteragdes metabodlicas que disseminam a formacao de EROs, referido na literatura
como “burst”, surto ou explosdo metabdlica ou oxidativa, caracterizado pelo aumento do consumo

de oxigénio e de ATP, aumentando a oxidagdo da glicose pela via hexose monofosfato, do transporte
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de elétrons e da geracao de radicais livres, dentre estes, os EROs e também de espécies reativas de
nitrogénio (ERN). Anio superdxido (027), o H02, HOCL, radical hidroxila (HO") e o oxigénio
singleto ('0,) sdo as EROs mais importantes. Dentre as ERNs destacam-se o 6xido nitrico (NO"),
oxido nitroso (N203), acido nitroso (HNO3), nitritos (NO2"), nitratos (NO3") e peroxinitritos (ONOO"
). Alguns destes sdo reativos somente com os lipidios, porém outros podem reagir tanto com os
lipidios como atacar também as proteinas e o DNA. Outros, mesmo sendo pouco reativos, sao
capazes de gerar espécies danosas (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

O NO ¢ produzido por células dendriticas, NKs, mastocitos, mondcitos, macrofagos,
células de Kupffer, eosindfilos e neutrofilos e também por outras c€lulas envolvidas na resposta
imune como cé¢lulas endoteliais, células epiteliais, fibroblastos, queratindcitos, condrocitos,
hepatdcitos, células mesangiais e células de Schwan (BOGDAN et al., 2001). O NO nio atua por
meio de receptores, a especificidade do alvo celular depende de sua concentragdo, sua reatividade
quimica e da proximidade com as células-alvo (COLEMAN et al.,2001).

O NO tem vdrios papéis no sistema imune, sendo um agente tOxico para organismos
infecciosos, indutor ou supressor de apoptose, imunoregulador principalmente pro-inflamatorio,
vasoregulador, na agregagao plaquetaria e também na neurotransmissao (BOGDAN et al., 2001;
AZADMEHR et al., 2009). E um potente vasodilatador, aumentando a permeabilidade vascular e a
produgdo de prostaglandinas, regula o recrutamento de leucocitos e exerce agdo citotoxica contra
micro-organismos. A expressao aumentada de /INOS tem sido observada em pacientes com infec¢do
do trato urinario, tuberculose, malaria, sepse € em tumores, onde as altas concentragdes de NO sao
responsaveis pela angiogénese, hiperpermeabilidade vascular e consequentemente desenvolvimento
do tumor. Existe um ténue limite de concentracdo tissular entre a nao-toxicidade as células do
hospedeiro e a toxicidade necessaria para a¢do antimicrobicida. (GUZIK et al., 2003).

O metabolismo oxidativo ¢ ativado a partir do complexo enzimatico denominado NADPH-
oxidase (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase) formado PR componentes citosélicos
(p67phox, p47phox e p40phox) e de membrana plasmatica (gp91phox e p22phox) que coexistem
em um heterodimero denominado flavocitocromo b558.

O complexo NADPH-oxidase ativo transporta elétrons do NADPH no sitio citoplasmatico
para o O no fluido extracelular ou no espaco intrafagossémico, formando o radical anion

superoxido (O2™) (reagdo 1)

(1) 20+ NADPH — 2 0,"+ NADP" + H'
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Os anions O>" sdo muito reativos e logo sdo removidos pela enzima antioxidante
superoxido dismutase (SOD), formando o H20», que pode ser utilizado como substrato para a

producao de outras ERRO e/ou ERN mais efetivas como microbicidas (reagao 2)

(2)20"+H" SOD | 0+H0?
O H>0O; forma o radical HO® e ndo existe nenhuma enzima que o remova. Com isso, as

enzimas catalase e glutationa peroxidase (GSH-Px) tornam-se extremamente importantes para os

seres vivos, atuando na remocao do H>O» (reagdo 3 e 4) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

(3) 2 H2O, _catalasg 2H,O + O

(4) H202 + 2 GSH (glutationa) _GSP-Px | 2 H,O + GSSG

As EROs e ERNs sdo decorrentes de diversos processos fisiologicos e exercem funcoes
importantes no organismo, como: atividades bactericidas, fungicidas e virdicas. Participam de
processos de sinalizacdao celular, estdo envolvidos na sintese e regulacdo de muitas proteinas e
também sdo utilizadas para acelerar a liberagdo de oxigé€nio ligado a hemoglobina das hemécias para
o interior dos tecidos, favorecendo as atividades metabdlicas (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
2007).

Apesar de serem vitais para a sobrevivéncia humana, estas reagdes sao relacionadas
também com o aparecimento de processos degenerativos das inflamagdes cronicas e diversas
patologias como a aterosclerose, envelhecimento, infarto, cAncer, asma, mal de Alzheimer, diabetes,
dentre outros (NURet al., 2011).

Quando os fagocitos sao ativados, as defesas antioxidantes enzimaticas (catalase, GSH-Px,
SOD) e ndo enzimaticas (vitamina A, C, E, flavonoides, carotenoides), atuam contras as toxidades
dessas espécies reativas que sdo geradas e sdo responsdveis pela manutencdo da homeostase,
equilibrio entre a produgdo e a eliminacao das EROs. O estresse oxidativo resulta do desequilibrio
entre o sistema pro e antioxidante, com predominio dos oxidantes, com dano consequente (NUR et

al., 2011).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Promover estudos biotecnologicos com a espécie vegetal Arachis repens visando aobtencao
de extratos por diferentes técnicas, o encaminhamento do estudo fitoquimico e, ainda, a investigacao

das atividades antioxidante e anti-inflamatoria.

2.1.10bjetivos especificos

Para o material in vitro:

I. Otimizar os sistemas de cultura in vitro na indugao de calos;

II. Estudar o efeito da elicitagdo por ultrassom na produgdo de resveratrol;

Para o material in vivo:

III. Analisar diferentes métodos de preparo de extratos hidroalcoolicos de folhas de A.
repens, a saber: maceragao, ultrassom e micro-ondas, a fim de se comparar o rendimento
bruto obtido e, a presenca de substancias bioativas, com foco para o resveratrol;

IV. Otimizar a extracdo de resveratrol assistida por reator de micro-ondas, utilizando o
planejamento experimental estratégico em diferentes condi¢des de temperatura,
proporcao do material vegetal:solvente, concentracao do solvente e agitagao;

V. Determinar, a partir de diferentes extratos e parti¢des obtidos do processo de maceracao,
a atividade alelopatica e a atividade anti-inflamatoria;

VI. Promover a caracterizagdo quimica das substancias e/ou grupo de substancias
responsaveis pelo efeito alelopatico e/ou imunomodulador através de técnicas de RMN-

'H e '3C (mono e bidimensionais), CLAE-DAD, CLAE-EM e CG-EM.
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3 METODOLOGIA

3.1 Material vegetal

Mudas de 4. repens in vivo foram adquiridas comercialmente (CADEG — Centro de
abastecimento do Estado da Guanabara, Benfica, RJ). A identificagdo botanica foi realizada pelo
professor Dr. José Francisco Valls (EMBRAPA) e, a excicata foi depositada no Herbario da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro sob o numero HRJ 11.767. As mudas foram mantidas em

telado, em vasos contendo substrato Plantmax®.

3.2 Indugao de calogénese

Para os experimentos in vitro, foi utilizado o meio basal MS (MURASHIGE e SKOOG,
1962), contendo sacarose a 3% e solidificado com agar a 0,7%. O pH do meio foi ajustado para 5,8,
antes da esterilizacdo em autoclave (Fabbe-Primar®) (15 min a 121°C e 1,0 atm).

As culturas foram mantidas em camara de crescimento a 25°C + 2°C, sob fotoperiodo de
16h, com intensidade luminosa média de 46 pmol.m2.s™! fornecida por lampadas fluorescentes do
tipo luz do dia (branca fria).

Segmentos nodais e internodais (0,5 cm) foram excisados de plantas in vitro com 30 dias de
cultura, inoculados em meio MS suplementado com diferentes concetragdes de TDZ (Thidiazuron)
(13,6 — 31,8 uM) e mantidos a 25° + 2°C por 30 dias (GARCIA, 2012).

Os calos obtidos foramsubcultivados a cada 30 dias. O acimulo da biomassa dos calos foi
avaliado por meio da afericdo do peso de matéria fresca e seca, sendo o peso seco aferido apods

secagem em estufa a 45°C, por 24h.
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3.3 Metodologias extrativas para obtencio de reverastrol e analise de fendlicos totais: estudos

de correlacao com atividade antioxidante

3.3.1 Extracdo por maceracdo do material in vivo

Para a preparagdo dos extratos foram utilizadas folhas excisadas de plantas de A. repens
mantidas em telado, sendo estas maceradas em metanol:dgua em diferentes concentragdes (40, 60,
80 e 100%) (v/v) (0,1 g de peso seco / 4 mL de solvente), por 1h. Foram utilizadas ainda amostras
de calos oriundos de segmentos nodais inoculados em meio MS suplementado com TDZ a 13,6 uM,
mantidos a 25 £+ 2°C, com aproximadamente 30 dias de cultura. Os materiais foram secos em estufa
(TECNAL® TE-393L) (45 °C) por 24 h, triturados em moinho (IKA — A11) e armazenados a -4°C
até a utilizagdo. Paralelamente, foi realizada a andlise do teor de resveratrol, avaliagdo da atividade
antioxidante através do teste de captura do radical DPPH e, a determina¢do de fendis totais pelo
método de equivaléncia do acido galico, segundo as metodologias descritas a seguir, a fim de

estabelecer uma possivel correlagio entre estes.

3.3.2 Elicitacao por ultrassom do material in vitro

Para elicitagdo por ultrassom foram utilizadas amostras de calos de segmentos nodais
inoculados em meio MS suplementado com TDZ 13,6 pM com 30 dias de cultura. Foi utilizado um
banho ultrassonico, com frequéncia de 40 KHz, por diferentes tempos (1, 5 € 10 minutos). Apos a
sonicacao, as amostras foram mantidas no mesmo frasco em que foram elicitadas por tempos
distintos (0 - 72 e 120 horas). Decorridos estes tempos, foi realizada a preparagao dos extratos por
US nas condig¢des otimizadas (ultrassom por 5 minutos em MeOH 80%, apods pré-tratamento por
macera¢ao no mesmo solvente por 5 minutos). Posteriormente, as solugdes extrativas foram filtradas
em papel filtro qualitativo (3 micras — NAIGON 3400) e rotaevaporados (Marconi —M120) a 45°C,

pesados e armazenados a - 4°C previamente a analise por CLAE-DAD.
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3.3.3 Extracdo por maceracdo do material in vivo

Para a preparagdo dos extratos, folhas de plantas in vivo foram maceradas em metanol P.A.
(TEDIA®) em diferentes concentragdes (40, 60, 80 e 100%) (v/v) (0,1 g de peso seco / 4 mL de
solvente), por 1h. As solucdes extrativas foram filtradas em papel filtro e colocados em frascos
ambar, para posterior concentracdo em evaporador rotativo. Os extratos foram armazenados em
freezer (-20°C) e posteriormente, para as andlises, foram solubilizadosem metanol, na concentragao

de 10 mg/mL.

3.3.4 Extracdo assistida por ultrassom do material in vivo

Para a extracdo assistida por ultrassom em materiais obtidos a partir de plantas in vivo, foram

testados diferentes fatores que influenciam na eficiéncia da extragdo, a saber:

a) Tempo de extracdo: A exposi¢ao ao ultrassom foi avaliada por 5, 10, 20 ou 30 minutos.

As amostras foram suspensas em frascos ambar (10 mL), a propor¢ao de metanol em
agua foi de 80%, com uma relacdo soélidos/solvente de 1g /40 mL.

b) Tempo de pré-tratamento por maceracdo: As amostras foram maceradas por diferentes

periodos (5, 10, 20 ou 30 minutos) antes da exposi¢do ao ultrassom por 5 minutos. A
proporcao de metanol em agua foi de 80%, com uma relacdo sélido/solvente de 1g /40
mL.

c) Relacdo sdlido/solvente para a extracdo: Foram utilizadas as proporgdes de 20, 30, 40 e

50 mL por grama de material seco. A proporcao de metanol em agua foi de 80% e os

extratos foram sonicados por 5 minutos sem a utilizagdo do pré-tratamento.

A extragdo assistida por ultrassom foi realizada em um banho ultrassonico com poténcia de
120 W e frequéncia de 40 KHz. O equipamento consiste em uma cuba retangular (0.30 x 0.15 x 0.10

m) com volume de 3.8 L e controle de tempo. Posteriormente, os extratos foram filtrados em papel
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filtro e rotaecvaporados a 45°C, pesados e armazenados a -4°C antes da andlise por CLAE. Os ensaios

foram realizados em triplicata.

3.3.5 Extracdo assistida por reator micro-ondas do material in vivo

Para a extracdo assistida por micro-ondas foram utilizadas folhas de plantas in vivo. Os
experimentos foram realizados em aparelho de micro-ondas Anton Paar®, modelo Monowave ™
300. Foram avaliados, através de um planejamento experimental do tipo Delineamento Fatorial
Fracionario (DFF), o efeito da temperatura (30 - 70°C), concentragdo do solvente (metanol:agua 60
—100%) (v / v), agitagdo (600 - 1200 rpm) e massa (solido-solvente) (1:20 - 1:60 massa/volume) na
concentragdo do resveratrol. A extracaofoi realizada a uma pressao fixa de 6 bar eo tempo fixado
em 20 minutos. O equipamento de irradiagdo por micro-ondas foi operado em modo de controle de
temperatura, medida internamente por um termdmetro de rubi. Apds a reacao, as solugdes extrativas
foram filtradas em papel de filtro, rotaecvaporadas a 45°C, pesadas e analisadas por CLAE-DAD a
fim de se estabelecer a concentragdo de reverastrol extraida.

Os valores reais e codificados para as variaveis independentes utilizados no planejamento
fatorial 2%! (DFF) na extra¢do de resveratrol sdo apresentados na Tabela 1. As combinagdes das

variaveis independentes utilizadas no DFF sao demostradas na Tabela 2.

Tabela 1 — Valores reais e codificados (+ nivel superior, 0 nivel intermediario, - nivel inferior) para as
variaveis independentes utilizadas no planejamento fatorial 24".

Variaveis -1 0 +1
Agitacao (rpm) 600 900 1200
Temperatura (°C) 30 50 70
Solvente (%) 60 80 100

Massa (g/mL) 1:60 1:40 1:20
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Tabela 2 — Variaveis independentes estudadas no Planejamento fatorial fracionario (FFD).

Entrada Agitagdo  Temperatura % de Massa
(rpm) (°O) Solvente
1 -1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1 1
3 -1 1 -1 1
4 1 1 -1 -1
5 -1 -1 1 1
6 1 -1 1 -1
7 -1 1 1 -1
8 1 1 1 1
9 0 0 0 0
10 0 0 0 0
11 0 0 0 0

3.3.5.1 Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) para a otimizagdo da extragdo de

resveratrol assistida por micro-ondas.

Tendo sido estabelecidas as varidveis independentes que efetivamente apresentaram
significancia, nas faixas estudadas, sobre o modelo investigado, um Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR) foi empregado para obter as condi¢des ideais para a otimizacdo do
processo de extragdo do resveratrol. Os parametros de extragdoenvolvidos foram os mesmos
descritos anteriormente (Tabela 1), com a otimizagdo dos intervalos estudados. As variaveis,
juntamente com os valores codificados e ndo codificados sdo apresentados na Tabela 3. Os valores

codificados para a otimizacdo da EAM via DCCR estdo demostrados na tabela 4.

Tabela 3 - Valores reais e codificados (+ nivel superior, 0 nivel intermediario, - nivel inferior) para
as variaveis independentes utilizadas no Delineamento Composto Central Rotacional 2%,

Variavel -2 -1 0 +1 +2
Agitagdo (rpm) 900 975 1050 1125 1200
Temperatura (°C) 30 37.5 45 52.5 60
Proporcao solvente / sélido 70 75 80 85 90
(mL/g)
m (9) 1:35 1:30 1:25 1:20 1:15
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Tabela 4 — Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) proposto para a otimizagdo do processo.

Niveis das variaveis

Entrada
Agitacao Temperatura Concentracéo massa
do solvente
1 -1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1 -1
3 -1 1 -1 -1
4 1 1 -1 -1
5 -1 -1 1 -1
6 1 -1 1 -1
7 -1 1 1 -1
8 1 1 1 -1
9 -1 -1 -1 1
10 1 -1 -1 1
11 -1 1 -1 1
12 1 1 -1 1
13 -1 -1 1 1
14 1 -1 1 1
15 -1 1 1 1
16 1 1 1 1
17 -2 0 0 0
18 -2 0 0 0
19 0 -2 0 0
20 0 -2 0 0
21 0 0 -2 0
22 0 0 -2 0
23 0 0 0 -2
24 0 0 0 -2
25 0 0 0 0
26 0 0 0 0
27 0 0 0 0

3.4 Avaliacio de atividades antioxidante

3.4.1 Capacidade de captura do radical DPPH

A capacidade dos extratos de plantas in vivo em sequestrar o radical DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazila — SIGMA ALDRICH®) (Figura 23) foi determinada utilizando a metodologia

descrita por Rufino et al. (2007). Para a avaliacao da atividade antioxidante os extratos de plantas
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in vivo, provenientes das diferentes metodologias extrativas (itens 3.3) foram ressuspensos na
concentragdo de 10 mg/mL. As amostras (25 pL) foram adicionadas a solu¢do de DPPH (60 uM)
(975 uL), completando um volume de 1 mL, em ambiente iluminado com luz vermelha. A
absorvancia foi medida a 515 nm, 60 min apds o inicio da reagdo, sendo as leituras de absorvancia
efetuadas em espectrofotometro (Thermo Scientific, UV-Visible Spectrophotometer, Biomate 3s).
O metanol foi utilizado como branco ¢ a solu¢do metandlica de DPPH foi utilizada como controle
negativo. Como controle positivo foi utilizada a quercetina, cuja capacidade de captura do radical
DPPH ¢ mostrada na Figura 24. Os experimentos foram realizados em triplicata. A densidade otica
das leituras das amostras foi correlacionada com as leituras do controle, estabelecendo-se a
percentagem de sequestro do radical DPPH. Os valores de absorvancia em todas as concentragdes
testadas foram convertidos em porcentagem de atividade antioxidante (%AA), determinada pela
equacao:

%AA:{[AbS controle —(AbS amostra)/ Abs controle] X 100}>
Onde Absconsrole € @ absorvancia inicial da solugdo metanodlica de DPPH (60 uM) € AbSumosira € @
absorvancia da mistura reacional (DPPH+amostra) (Sousa, et al 2007).
A atividade antioxidante dos extratos foi determinada com base na de concentragdo-resposta da

captura do radical DPPH pela quercetina (Figura 24).

Figura 20—Estrutura quimica do radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazila).

N—N- NO,

O,N

3.5 Determinacao de fendis totais
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A determinagdo do teor de fenois totais presentes nos extratos metanoélicos, de folhas in vivo
e dos calos, foi realizada por quantificagdo espectrofotométrica utilizando o reagente de Folin-
Ciocalteu, de acordo com HOLLAND et al. (2011). Para cada amostra, 180uL de reagente de Folin-
Ciocalteu (Sigma-Aldrich®, Milwaukee, Wisconsin, EUA) a 10% (v/v) foram adicionados a 90uL
de extrato a 10 mg/mL. Apods cinco minutos, foram adicionados 730uL de NaCO3; a 100mM,
seguindo-se uma incubagdo no escuro por 2h apds esse periodo. A absorbancia da amostra foi
medida a 765 nm em espectrofotometro UV160A (Shimadzu®, Toquio, Japao), utilizando como
branco uma solucao contendo todos os reagentes, com excecdo do extrato. As amostras foram
preparadas em triplicata e os experimentos foram realizados duas vezes. Os resultados foram
expressos em miligramas de equivalente em acido galico (EAG) / g extrato seco, de acordo com a
curva-padrao mostrada na Figura 24.

Figura 21 - Curva padrao do 4cido galico.
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3.6 Analise dos extratos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — detector "arranjo de

diodos'" (CLAE-DAD) para determinacio da concentracio de reverastrol

Para as analises por CLAE, foi utilizado um cromatdgrafo Dionex, modelo Ultimate 3000,
com um detector de Arranjo de Diodos e coluna ACCLAIM, C18 (Dionex Bonded Silica Products,
5 um, 120 A; 4,6 x 250 mm). As amostras foram analisadas utilizando-se a temperatura de 30°C,
com um gradiente de elui¢do iniciado com 90% &agua ultrapura acidificada com é4cido acético, 8%
de metanol e 2% de acetonitrila por 2min. Ap6s 10min, o gradiente estabelecido foi de 70% de agua,

8% de metanol e 22% de acetonitrila, finalizando em 18 min com 5% de dgua e 95% de acetonitrila.
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A concentragdo de resveratrol (Sigma Aldrich®) foi determinada com base na curva padrao
construida com o mesmo método de andlise (Figura 25).

O volume injetado para todas as amostras (10 mg/mL) preparadas foi de 20 puL e o
comprimento de onda utilizado para monitoramento da andlise cromatografica foi de 307 nm. O
pico do componente principal dos extratos encontrados nos cromatogramas foram comparados com
a curva padrao de resveratrol.

Figura 22 — Curva padrio de resveratrol em cinco diferentes concentragdes (mg.L ).
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3.7 Estudos fitoquimicos

3.7.1 Obtencao dos extratos brutos do material in vivo

A fim de se estabelecer um perfil fitoquimico da espécie vegetal e uma investigacdo quanto
ao potencial biologico e farmacologico, folhas e segmentos caulinares excisados de plantas de
Arachis repensin vivo foram utilizados para a obtencao dos extratos.Inicialmente, 44 g do material
triturado de folhas e 65 g do material triturado de segmentos caulinares secos foram macerados, a
temperatura ambiente, em frascos dmbar (1 L), com solventes organicos (TEDIA®) na seguinte
sequéncia de polaridade crescente: n-hexano (5L) < diclorometano (5L) < metanol (5L). Os
solventes foram renovados diariamente em um total de 5 dias. As mudangas de solventes foram

realizadas sempre que o material vegetal ndo apresentava mais evidéncia de extrag¢do. As solucdes
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extrativas foram filtradas em papel de filtro e concentradas em evaporador rotativo a 40 °C, obtendo-

se 0s respectivos extratos brutos secos.

3.7.1.1 Obtencao das particdes a partir do extrato metanolico

Os extratos metanolicos brutos de caules (3,65 g) e folhas (3,76 g) foramsolubilizadosem
uma solucdo de 300 mL de metanol:dgua (9:1) e, em seguida, submetidos a sucessivas particdes
liquido-liquido com solventes orginicos de diferentes polaridades iniciando-se com n-hexano,
seguido do diclorometano, acetato de etila e butanol. Ao final do processo foi obtido ainda o residuo
aquoso. As parti¢desobtidas foram concentradas em evaporador (Marconi — M120) rotatdrio sob
pressdo reduzida e, o peso seco final obtido calculado a fim de se estabelecer os rendimentos finais
em massa e em valores percentuais. Foram adotados os solventes em ordem crescente de polaridade,
como demonstra o esquema a seguir (Figura 26).

Figura 23 - Esquema da parti¢do liquido-liquido do extrato metanolico bruto de A. repens para a
obtencao das parti¢cdes organicas e o residuo aquoso.

3.7.2 Fracionamento da particdo em acetato de etila de folhas de 4. repens em coluna Sephadex LH-

20.
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A partigdo em acetato de etila foi dissolvida em metanol e posteriormente fracionada por
cromatografia em coluna aberta (20 mm diametro x 30 cm altura) utilizando Sephadex LH-20
(Sigma-Aldrich®) como fase estacionaria. A coluna foi eluida inicalmente com agua destilada,
seguido de dgua/metanol (1:1) e por fim metanol, gerando 3 fragdes distintas. Estas fragdes foram
secas em evaporador rotativo e em seguida congeladas e submetidas ao processo de liofilizacao para
eliminagdo do residuo de agua, obtendo-se assim as amostras secas, as quais foram devidamente

pesadas.

3.7.3 Fracionamento da particdo em butanol de folhas de 4. repens em coluna Sephadex LH-20

A particdo em butanol foi fracionada por cromatografia em coluna aberta utilizando o gel
de Sephadex LH-20 (Sigma-Aldrich®) como fase estaciondria e a coluna (40 mm didmetro x 38 cm
altura) foi eluida inicalmente com agua destilada, seguido pelas misturas de agua/metanol (7,5:2,5;
10 mL), dgua/metanol (1:1; 10 mL), 4gua/metanol (2,5:7,5; 10 mL) e finalmente eluida com
metanol, gerando 5 fragdes distintas. Estas fragdes foram secas em evaporador rotativo e em seguida
passaram pelo processo de liofilizagdo para eliminagdo do residuo de dgua, obtendo-se assim as

amostras secas.

3.7.4 Fracionamento cromatograficoem coluna Amberlite XAD-16% do extrato brutohexanico de

caules de 4rachis repens

O extrato bruto em n-hexano dos caules quando submetido a analise por CCD, foi
evidenciada a presenga de substancias azuladas, observada apds revelagdocom luz ultravioleta a 365
nm, e, apos revelacdo utilizando anisaldeido/acido sulfurico (ANS) observou-seque estas
substancias azuladas revelaram em roxo. Estas mesmas substancias parecem estar presentes, em
menor concentra¢ao, nas particdes hexanicas de folhas e caules e, no extrato hexanico de folhas.

Uma aliquota de 1,5 g do extrato hexanico do caule foi diluida em 3 mL de diclorometano
(TEDIA®) e aplicado em coluna cromatografica de vidro. O material foi submetido a separacao por

coluna aberta utilizando a resina XAD 16 (Sigma Aldrich®) como fase estacionaria (dimensdes da
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coluna: 40 mm de didmetro x 57 cm de altura) e, metanol (M) e acetato de etila (A) como eluentes,
gerando 20 fragdes de 250 mL para o metanol e 13 fragdes de 250 mL para o acetato de etila (2,8
mL/min) (Figura 27).

Figura 24 — Fotografia da coluna cromatograficada do extrato hexanico do caule utilizando como
fase estaciondria a resina XAD-16. Dimensdes da coluna: 57 cm de altura x 4 cm de
diametro.

3.7.4.1 Reunido das fragdes oriundas do extrato hexanico dos caules apds eluicdo em metanol em

coluna empacotada com XAD-16.

O fracionamento do extrato hexanico dos caules em coluna empacotada com XAD-16
resultou em 20 fracdoes (M1-M20) que foram eluidas em metanol. Estas fragdes foram reunidas de
acordo com as semelhanc¢as cromatograficas por CCD, resultando em nove sub-fragdes (M1, M2,

M3, M4-6, M7, M8, M9-11, M12, M13-20).

3.7.4.2 Fracionamento por cromatografia em coluna aberta da sub-fragdo M2 proveniente da elui¢ao

com metanol no fracionamento do extrato hexanico de caules de A. repens.
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A fracdo M2 (87,9 mg) apresentou-se enriquecida em substancia que fluoresce em azul no
ultravioleta em onda longa (365 nm) erevela em roxo com ANS, sob aquecimento. Esta amostra foi
diluida em 2 mL de n-hexano e re-fracionada em coluna cromatografica, utilizando gel de silica
flash como fase estacionaria (17 mm de didmetro x 40 cm de altura) e como fase movel foi utilizado

os solventes hexano e acetato de etila em modo gradiente (Tabela 5).

Tabela 5 — Sistema de solventes utilizados como fase mével para o refracionamento da fracao M2.

Hexano:
) mL
Acetato de etila (v:v)
95:5 150
9:1 100
8:2 100
7:3 100

A M2 resultou em 31 sub-fragdes (25 mL) que foram reunidas de acordo com as suas
semelhancas cromatograficas em CCD. Dentre estas fracdes reunidas, as fragdes M2A23-25 (12,2
mg) apresentou na revelagdo com VAS uma mancha majoritaria arrocheada. Esta amostra foi

analisada em RMN (500 MHz) utilizando cloroférmio deuterado como solvente.

3.7.4.3 Fracionamento por cromatografia em coluna aberta da sub-fragdo M13-20 proveniente do extrato

hexanico de caules de 4. repens.

A fragdo de M13-20 (171 mg) apresentou um perfil cromatografico em CCD em que, sob
luz ultravioleta em ondas curtas, observou-se principalmente tres bandas com Fr (Fator de
Reten¢do) > 0,5. Uma destas bandas ¢ observada em azul sobultravioleta de onda longa e que
revelou em violeta em ANS. Além deste, outra banda foi observada em coloragdo violeta escuro.
Esta amostrafoi fracionada em coluna cromatografica utilizando silica flash como fase estacionaria
(17 mm de diametro X 40 cm de altura) e como eluentes a mistura dos solventes hexano e acetato
de etila em modo gradiente (Tabela 6). As 16 fracdes totais obtidas foram coletadas em volumes de

25 mL cada.
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Tabela 6 — Sistema de solventes utilizados como fase mével para o refracionamento da reunido das fragboes
M13-M20.

Hexano:
) mL
Acetato de etila (v:v)
6:4 100
73 100
8:2 100
9:1 100

Dentre as 16 fracdes oriundas de M13-20, obteve-se a sub-fra¢dao 2 (37 mg) com a coloragao
azulada (UV-365) e revelando lilas com ANS, sob aquecimento. Esta amostra foire-fracionada em
coluna cromatografica, utilizando gel de silica flash como fase estaciondria (5 mm de didmetro x 20
cm de altura) utilizando como eluentes a mistura dos solventes hexano e acetato de etila em
gradiente (Tabela 7). Destra fragcdo obteve-se 20 sub-fracdes e cada uma foi coletada em volume de
25 mL.

Tabela 7 — Sistema de solventes utilizados como fase mével para o refracionamento da sub-fragao
2 da reunido das fragoes M13-M20.

Hexano:
mL
Acetato de etila (v:v)
9:1 100
8:2 100
7:3 100
6:4 100

Dentre as 20 fragdes oriundas do fracionamento da sub-fragao 2, obteve-se a sub-fracao 5
(19,9 mg) cujo perfil em CCD apresentou uma banda de coloracao azulada em ultravioleta de ondas
longas a qual revelou em violeta com o reagente ANS. Esta subfragdo foi novamente re-fracionada
em coluna de gel de silica (flash) (5 mm de didmetro x 20 cm de altura)utilizando-se como fase
movel uma solucao de hexano/acetato de etila em modo gradiente, sendo coletadas a cada 20 mL,
gerando 37 sub-fracdes. Apos reunido das fracdoes de acordo com a semelhanga de perfil
cromatografico, as sub-fracdes de nimerol1 e 18-19 foram enviadas para analise porCG/EM devido

a relativa pureza do perfil cromatografico e presenga de bandas majoritarias.
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3.7.5 Fracionamento cromatografico em coluna XAD-16 do extrato bruto hexinico de folhas de

Arachis repens

O extrato bruto em n-hexano das folhas evidenciou a presenc¢a de substancias de coloragao
azul observada apos revelagao com luz ultravioleta a 365 nm, o qual ap6s revelagao utilizando ANS
destacou uma revelagao em roxo.

O extrato foi fracionado em coluna XAD-16 apos elui¢do com metanol como fase movel.
As fragdes foram coletadas a cada 250 mL, gerando 20 fracdes no total, codificadas com a letra H
e seus respectivos numeros (H1, H2, H3, H4-5, H6-8, H9-10, H11-15, H16-17, H18, H19-20). As
fracdes obtidas apresentaram substancias fluorescentes em tons azulados em todas as fragoes, além
de outras que ndo apresentaram fluorescencia. As fragdes H2 e H4-5 foram analisadas por CG/EM

para identificacdo dos constituintes

3.7.6. Analises Cromatograficas

3.7.6.1 Analises por cromatografia em fase gasosa acoplada ao espectrometro de massas

As partigdes/extratoscom carater mais apolar (1 pL) foram analisados em cromatografo a
gas (CG-2010-Shimadzu), com detector de ionizagdo de chama (DIC), coluna DB-1IMS (30 m de
comprimento x 0,25 mm de didmetro interno x 0,2 um de espessura de filme), usando hélio como
gas de arraste a ImL.min"! e razdo de separagdo (50:1). A temperatura foi elevada a cada 10
°C/mininiciando-se a rampa a 60°C até 300°C, permanecendoao final por mais 15 minutos. A
temperatura do injetor foi mantida a 290 °C e do detector a 300 °C. Uma sub-amostra foi injetada
em espectometro de massas (CG/EM-QP2010 Plus Shimadzu) usando detector de massas, sob as

mesmas condi¢des acima, exceto a coluna (coluna ZB-5MS 30 m x 0.25 mm x 0.2 um) ¢ a
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verificacdo de EM na faixa entre 50-650 da a 2 sec decade-1 com um potencial de ionizagdo por
impacto de elétrons (feixe de 70 eV).

A identificagdo das substancias foi realizada através de comparacdo dos espectros de
massas obtidos com aqueles das espectrotecas NISTO7.LIB. Os parametros utilizados nas andlises
dos espectros de massa para a identifica¢do dos constituintes quimicos foram presenga do pico do
ion molecular, o pico base e a comparacdo visual com os espectros fornecidos pelas espectrotecas
do equipamento; padrao de fragmentacdo em relacdo aos espectros de massa descritos na literatura

e indice de similaridade acima de 90%, a qual pode ser aceita como confidvel.

3.7.6.2 Analises por cromatografia em camada delgada

Para a identificag@o das classes quimicas das substancias presentes nos extratos e em cada
fragdo foi realizada a analise por CCD em gel de silica (Gel de silica 60 F254-MERCK®). Para
avaliar os extratos brutos em n-hexano e diclorometano utilizou-se diversas proporcoes de
hexano/acetato de etila de 9:1 variando até 3:7, diclorometano/metanol 95:5 e 100:0 como eluentes.
Para os extratos metandlicos utilizou-se BAW (butanol, acido acético e agua) (4 mL) 8:1:1 e 4:1:5;
acetato de etila/metanol/agua/acido acético (4 mL) 8:10:5:5 e diclorometano/metanol (4 mL) 9:1 e
8:2. Apoés eluicdo, as placas foram secas e observadas sob luz de ultravioleta (UV) nos
comprimentos de onda de 254 e 365 nm, sendo registrados por fotografia os resultados.

Visando evidenciar as principais classes de substancias quimicas presentes nos extratos de
folhas e caules de A. repens, foram testados os seguintes reagentes de revelagdo das cromatoplacas
(WAGNEReBLADT, 1996; GIANVECHIO et al., 2006; MACIEL et al., 2006):

* NP/PEG (difenilboriloxietilamina/polietilenoglicol), aplicado sobre cromatoplacapara a
deteccdo de cumarinas/fenilpropandides (azul-verde) e flavonoides (amarelo, laranja) sobre luz
ultravioleta de comprimento de onda de 365 nm.

* VAS (vanilina sulfurica 4cida), aplicada sobre cromatoplaca para a deteccdo de
terpenoides (amarelo marrom) e acidos graxos (azul).

« ANS (anisaldeido/acido sulfurico) aplicada sobre a cromatoplaca para a visualizagdo de
esteroides, prostaglandinas, carboidratos, fendis, glicosideos, parte aglicona de saponinas,
componentes de oOleos essenciais ou terpenos, antibioticos (macrolideos e tetraciclinas) e

micotoxinas — tricotecenos.
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» sulfato cérico aplicada sobre a cromatoplaca para investigacdo de substancia de natureza
terpenoidica (manchas rosas e azuis) e flavonoidica (manchas cinza e amareladas).

Os aspectos considerados foram cor antes e apds exame com luz UV, e mudancas de
coloragdo com o uso de reveladores e calculo para a altura das manchas. Cor: dependendo da
tonalidade predominante, a cor da imagem em conjunto se define como vivamente colorida, pouco
colorida ou muito pouco colorida.

Os extratos de segmentos caulinares e folhas de A. repens foram ressuspensos no mesmo
solvente de extracdo (1 mg/mL) e em cada extrato foi realizada a andlise em cromatografia em
camada delgada em silica gel. As solucdes foram aplicadas em placas de cromatografia de silica gel
60 com indicador de fluorescéncia UV 254 nm (Marcherey-Nagel), com o auxilio de capilares de
vidro, a uma distancia de 1 cm da margem inferior. Foram realizadas duas aplicagdes no mesmo
ponto para fins de concentracdo da amostra e a placa foi seca a temperatura ambiente. A
cromatografia foi desenvolvida em cuba de vidro com tampa, a temperatura ambiente. A placa foi
eluida de acordo com a polaridade do solvente que originou a amostra. Posteriormente a observacao
dos constituintes foi feita em camara ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 e 365 nm e em
seguida reveladas com o reagente adequado, onde a condi¢ao cromatografica que permitiu uma boa

separacao dos constituintes foram fotografadas.

3.8 Avaliacio de atividades biologicas e farmacologicas dos extratos e particoes do material in

Vvivo de A. repens.

3.8.1 Determinacdo da atividade alelopatica

As amostras-teste provenientes dos extratos e partigdes e os padrdes sitosterol e
estigmasterol (Sigma-Aldrich) foram dissolvidas no mesmo solvente de extragdo nas concentragdes
de 100, 200, 500 e 1.000 ppm. Cada placa de Petri (d=3,5 cm, h=1 cm) contendo discos de papel de
filtro Whatman n° 1 (d=3,3 cm), recebeu 0,5 mL da solugado teste. Apos a evaporagao do solvente
em temperatura ambiente (24h), foram adicionados 2,5 mL de dgua destilada a 0,1% de DMSO e
10 sementes de Lactuca Sativa. Todos os bioensaios foram conduzidos em triplicata, com trés

repeticoes. Particoes do extrato metanolico foram avaliadas pelo mesmo bioensaio. Discos de papel
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contendo menadiona na concentragao de 200 ppm serviram como controle positivo, enquanto discos
de papel de filtro contendo 2,5mL de agua ou 2,5mL de 4gua a 0,1% de DMSO serviram como
controles negativos. Os bioensaios realizados neste trabalho foram conduzidos em camara de
crescimento na auséncia de luz, com temperatura em torno de 25°C. A leitura da germinacao foi
efetuada 24 h apos a introducdo das sementes. O critério para leitura da germinagdo foi a protrusao
radicular. As sementes podem ser consideradas germinadas quando a protrusdo da radicula através
do tegumento se torna visivel (ADEGAS et al., 2003).

As percentagens de inibicao da germinagao foram calculadas por comparagao com o controle
sem tratamento, utilizando o seguinte calculo: % Inibicao = (C-X)/C x 100, onde C=n° de sementes

germinadas no controle e X=n° de sementes germinadas na amostra-teste.

3.8.1.1 Crescimento de hipocotilos e raizes

O crescimento das plantulas foi avaliado medindo-se o comprimento dos hipocotilos e
radiculas, 5 dias ap6s a introdugdo das sementes. A leitura do crescimento foi realizada no ltimo
dia de experimento (5° dia apds a introdugao das sementes) com abertura das placas e retirada das
plantulas uma a uma para medicdo em papel milimetrado do comprimento da radicula e do
hipocotilo. As percentagens de inibi¢do do crescimento das raizes e dos hipocotilos foram calculadas
por comparagdo com o controle sem tratamento, utilizando o seguinte calculo: % Inibigao = (C-
X)/Cx100, onde C= tamanho médio do hipocétilo/raizes no controle e X= tamanho médio do
hipocotilo/raizes na amostra-teste (CHIAPUSIO et al., 1997; FUKUHARA e¢ KUBO, 1991).
Osresultados foram analisados através da analise de variancia (ANOV A) segundo teste 7 (teste de

Tukey), ao nivel de significdncia de 5% com o uso do aplicativo “Graph Pad Instart” versao 5.1.

3.8.2 Metodologia utilizada nos bioensaios com sementes das espécies daninhas Commelina
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benghalenses e Panicum maximum.

Para realizar os bioensaios com as espécies daninhas, sementes foram adquiridas
comercialemente com o responsavel técnico Francisco Assis Pedroso, da empresa Agro Cosmos —
Cosmos Agricola Producao e Servigos Rurais Ltda.

O bioensaio com as espécies daninhas foi conduzido em cdmara de crescimento na auséncia
de luz, e a temperatura foi mantida em torno de 25°C + 2°C. As amostras-teste foram dissolvidas
no mesmo solvente de extragdo nas concentracoes de 500 e 1.000 ppm. Cada placa de Petri (d=3,5
cm, h=1 cm) contendo discos de papel de filtro Whatman n° 1 (d= 3,3 cm), recebeu 0,5 mL da
solucdo teste. Apds a evaporagdo do solvente em temperatura ambiente (24h), foram adicionados
2,5 mL de dgua destilada a 0,1% de DMSO e 10 sementes da espécie daninha. O DMSO foi utilizado
para otimizar a solubilizagdo das amostras. Discos de papel de filtro contendo SmL de dgua a 0,1%
de DMSO serviram como controles sem tratamento.

A leitura de crescimento para as espécies Commelina benghalenses e Panicum maximum
foram 30 dias apos, e 30 dias ap0s a introducao das sementes para. A cada 7 dias, cada placa recebeu
adicionalmente 2,5 ml de dgua destilada a 0,1% de DMSO. Todos os bioensaios foram conduzidos

em triplicata, com trés repeti¢des.

3.9 Atividade imunomoduladora em cultura de macrofagos RAW 264.7

Estes experimentos foram realizados em colaboragdo com a Prof* Dr* Michelle Frazao
Mugzitano, do Laboratorio de Produtos Naturais, localizados no Instituto Macaé de Metrologia e
Tecnologia, Campus UFRJ-Macaé e, Prof.* Vera L. G. Koatz, do Laboratorio Integrado de

Bioquimica e Imunofarmacologia (UENF).



97

3.9.1 Linhagens celulares (Macrofagos RAW 264.7 e Fibroblastos 1.929)

Para os bioensaios de determinagdo a inibi¢ao da producao de NO, TNF-a e citotoxicidez,
foram utilizados macréfagos murinos da linhagem RAW 264.7 e Fibroblastos murinos da linhagem

L929 forma obtidos da American Type Culture Collection (ATCC).

3.9.2 Cultura e preparacdo dos ensaios em macrofagos RAW 264.7

Macrofagos murinos peritoneais da linhagem celular RAW 264.7 obtidos da ATCC
(American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA), foram cultivados em Dulbecco’s
Modified Medium F-12 (DMEM F-12) (Gibco BRL), suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB) (Gibco BRL) em estufa (Forma Scientific — water-jacketed incubator) a 37°C e 5% de CO..

Células RAW 264.7 foram cultivadas em garrafas de plastico de 25 ou 75 cm? (Corning)
com meio Dulbecco’s Eagle modificado F-12 (DMEM-F12) (Gibco), suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB) (Gibco BRL) e mantidas em estufa (SANYO-MCO-19AIC-UV) a 37°C e
5% de CO2, durante o periodo necessario para formagao de uma monocamada celular. Para o ensaio,
as c¢lulas RAW 264.7 foram delicadamente soltas da garrafa com o auxilio de um raspador de
células “rodinho” e contadas em camara de Neubauer. Apos contagem, 2 x 105 células/mL foram
plaqueadas em microplaca de 96 pocos, mantida em estufa por 16 horas para aderéncia dos
macrofagos e estabilidade da cultura. Apods este periodo, o sobrenadante da cultura foi removido
cuidadosamente para retirada de células ndo aderentes e substituido por DMEM-F12 suplementado
com 2% de SFB contendo ou ndo lipopolissacarideo, [1pg/mL] (LPS, Escherichia coli 055:B5;
Sigma-Aldrich, USA). Simultaneamente as células foram tratadas com as amostras nas
concentragoes de 0,8; 4; 20 e 100 pg/mL. Apds 24h em estufa a 37°C e 5% CO2 o sobrenadante da
cultura foi coletado para avaliagdo da capacidade de inibicdo da producdo de NO, TNF-a e

citotoxidez.



98

3.9.3 Ensaio da capacidade de inibicdo da producdo de 6xido nitrico (NO)

A produgdo de NO foi estimada indiretamente, medindo-se a concentracdo de nitrito no
sobrenadante através de uma curva padrao com nitrito de soédio diluido nas concentragdes de 200
uM a 1.56 uM. Uma aliquota de 50 pnL dos sobrenadantes (obtido conforme item 3.11.2) foram
transferidos para uma nova microplaca e sofreram adigao de 50 puL de reagente de Griess (p-
aminobenzenosulfonamida 1% + diidrocloreto de naftiletilenodiamino 0,1% em 5% de acido
fosforico, Sigma Chemical Co.), recém-preparado (GRIESS, 1939; CHI, et al., 2001). Apos 10
minutos, a absorbancia foi medida no comprimento de onda de 540 nm em espectrofotdmetro de
placa. Controle positivo da producao de NO, macréfagos estimulados com LPS a 1 pg/mL e ndo
tratados. Controle negativo, macrofagos nao estimulados e nao tratados. Acetato de NG-Metil-L-
Arginina (L-NMMA a 20 pg/mL) (Sigma-Aldrich), inibidor ndo-especifico de 6xido nitrico sintase
induzida (iNOS), foi utilizado como padrao para comparacao da capacidade de inibi¢ao da producao

de NO. O percentual de inibi¢ao foi calculado através da formula (2):

(2) = 100-(NOumostra - NOC)*100/(NOC" - NOC?)

NO (concentragdo estimada de 6xido nitrico)

3.9.4 Producdo de TNF-a por macrofagos (bioensaio com células 1.929)

Células L929 foram cultivadas em garrafas de plastico de 25 ou 75 cm2 (Corning) em meio
DMEM-F12 suplementado com 10% de SFB e mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO2 durante o
periodo necessario para a formacdo de uma monocamada celular. Para o bioensaio, o sobrenadante
da garrafa de cultura foi removido e a monocamada celular lavada com PBS para remocao completa
de SFB e, em seguida, tratadas com solucdo de tripsina 0,025% + EDTA 0,2% para remog¢ao das
células aderidas. As células foram centrifugadas (1200 rpm, 5°, 22°C) e ressuspendidas em meio
DMEM-F12 contendo 10% de SFB e plaqueadas na concentracdo 2,5 x 105 células/mL, em

microplaca de 96 pocos. Apos incubacdo a 37°C e 5% CO; por 24h, o sobrenadante da cultura foi
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removido cuidadosamente e 50 pL. de DMEM-F12 suplementado com 10% de SFB e 2 pg/mL de
actinomicina D (Sigma, USA) (utilizada para parar o crescimento celular) foram adicionados em
cada poco. Apos estes procedimentos foram acrescentados os 50 uL do sobrenadante proveniente
da cultura celular de RAW 264.7. A microplaca foi incubada por mais 24h a 37°C e 5% CO2 e a
produgdo da TNF-a foi avaliada através da viabilidade celular da L.929 (linhagem celular sensivel a
TNF-a) através do ensaio com solucdo de MTT (MOSMANN, 1983; SHIAU et al., 2001). Para
estimar a concentragdo de TNF-a produzida, utilizou-se uma curva-padrao com TNF-«a
recombinante murino (Biosource, USA) na faixa de concentragdo de 1,96 a 4000 pg/mL. As leituras
foram realizadas em espectrofotometro de placa no comprimento de onda de 570 nm. Controle
positivo da produgdo de TNF-a, sobrenadante da cultura de macréfagos estimulados com 1 pg/mL
de LPS e ndo tratados. Controle negativo, sobrenadante da cultura de macréfagos nao estimulados
e ndo tratados. Para calcular o percentual de morte celular das células .929 e estimar a producao de

TNF-oa foi utilizada a formula (1).

(1) 100-(D.0.amostra - D.O.C")*100/(D.O.C" - D.O.C")

3.9.5 Avaliacao da citotoxidez na linhagem de macroéfagos RAW 264.7

O teste de citotoxicidade das amostras foram efetuados utilizando o ensaio de MTT. As
células foram plaqueadas e tratadas conforme item 3.10.2. Ao fim da incubagdo, foram adicionados
10 uL/pogo de 3-(4,5dimetiltiazol-2-il)-2,5- difenil tetrazol (MTT, 5 mg/mL em PBS estéril) e apos
2 horas, o sobrenadante na placa foi removido e os cristais de formazan formados foram
solubilizados por HCI (4 mM) adicionado em isopropanol. A leitura foi feita por espectofotometro
de placa no comprimento de onda de 570 nm (RASO et al., 2001). Controle positivo, obten¢do da
lise méxima através do tratamento com 1% de Triton X-100 (Vetec Chemical). Controle negativo,
lise minima obtida no sobrenadante de cultura de macrofagos estimulados e ndo tratados. Para o

calculo de percentual de citotoxidez foi utilizado a formula (3).

(3) 100-(D.O.amostra - D.0.CH*100/(D.0.C - D.O.C"

3.10 Analise estatistica
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Os experimentos foram repetidos pelo menos duas vezes, utilizando-se grupos de dez
explantes. A avaliagdo estatistica dos dados experimentais foi realizada através da analise de
variancia (ANOVA) e do teste de comparacao Tukey-Kramer, com o auxilio do programa Graphpad
InStat. Foram considerados significativos os valores de p < 0,05, tendo sido adotado um intervalo
de confianga de 95%.

A analise dos dados referentes a otimizacdo da extragdo assistida por micro-ondas, foi
realizada com o auxilio do programa Statistica 7.0® (Statsoft, Inc., USA). A significancia dos
coeficientes de regressdo e as probabilidades foram determinadas pelo teste “#” de student. A

variancia explicada pelo modelo é dada pelo coeficiente de multipla determinagio, R>.
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4 RESULTADOS

4.1 Morfogénese in vitro

Segmentos nodais, internodais e foliares excisados de plantas in vitro e inoculados em meio
MS suplementado com diferentes concentracdes de AIA, AIB e PIC ndo apresentaram respostas

morfogénicas significativas.

4.1.1 Morfogénese in vitro em resposta a TDZ

Segmentos nodais e internodais cultivados em meio MS suplementado com TDZ em
diferentes temperaturas (25 e¢ 30 + 2°C) apresentaram a formagdo de calos compactos e
desenvolvimento de gemas adventicias em todas as concentracdes testadas (90 - 100%) (Figura
28), quando cultivados a 25 £ 2°C. Culturas mantidas a 30 + 2°C apresentaram frequéncias de
calogénese entre 40 e 100% (Tabela 8). Apos 30 dias de cultura, foi observada a formacgao de
brotos (10%) em resposta a menor concentracao de TDZ (13,6 uM), somente a 25 + 2°C.

A maior produgdo de massa calogénica foi obtida em resposta a TDZ a 27,2 uM a partir de
segmentos nodais cultivados a 30 £ 2°C (Figura 30). Em calos originados de segmentos
internodais, o maior acimulo de biomassa foi observado em meio suplementado com TDZ a 22,7

uM nos materiais incubados em ambas as temperaturas testadas. (Figura 29).
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Figura 25— Morfogénese in vitro a partir de explantes A. repens inoculados em meio MS
suplementado com TDZ.
Legenda: (A) Calo organogénico obtido a partir de segmento nodal (4,5 puM; 30°C),
(B) calo compacto obtido em segmentos nodais (18,1 uM; 30°C), (C) Calo mixto
obtido a partir de segmento internodal (13,6 uM; 30°C). Barra =1 cm. Foto: Leonardo
de Carvalho Garcia, 2012.

Tabela 8 - Calogénese in vitro a partir de segmentos nodais ¢ internodais de 4. repens em meio suplementado com
diferentes concentra¢des de TDZ, apds 30 dias de cultura.

Explante Concentracio de TDZ Calogénese (%)
(uM)
25 +2°C 30 £2°C
13,6 100 60
18,1 90 100
Nodal 22,7 100 40
27,2 100 50
31,8 100 60
13,6 100 100
18,1 90 40
Internodal 22,7 100 90
27,2 100 100

31,8 100 60
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Figura 26 — Acumulo de biomassa (g) de calos compactos de A. repens provenientes de segmentos
internodais, cultivados em meio suplementado com diferentes concentragoes de TDZ,
apods 30 dias de cultura, a temperatura de 30 + 2°C (A) e 25 + 2°C (B). PF = peso
fresco; PS = peso seco. Os dados representam média + desvio padrao. A mesma letra
indica ndo haver diferenca significativa, valores de p< 0,05, pelo teste de Tukey-
Kramer.
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Figura 27 - Acimulo de biomassa (g) de calos compactos de A. repens provenientes de segmentos
nodais, cultivados em meio suplementado com diferentes concentragdes de TDZ, apos
30 dias de cultura, a temperatura de 30 =2°C (A) e 25 + 2°C (B). Os dados representam
média £ desvio padrao. A mesma letra indica nao haver diferenga significativa, valores
de p< 0,05, pelo teste de Tukey-Kramer.
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4.1.2 Elicitacdo de calos de A. repens por ultrassom

Os dados apresentados na figura 31 demonstram que o tratamento com US afetou
significativamente o teor de resveratrol dos calos oriundos de segmentos nodais inoculados em meio
MS suplementado com TDZ a 13,6 uM (25 °C £ 2°C). A elevagao nos teores de resveratrol em
relacdo a amostra controle representou um acréscimo de até 496,09 + 80,72%. O tempo de exposi¢dao
de 5 minutos ao US sem haver pos-tratamento indicou ser o mais favoravel para a elicitagdo,

alcangando o teor de resveratrol de 1,905 + 0,310 mg/g.

Figura 28 - Teor de resveratrol em extratos metanolicos (80%) de calos de A. repens, provenientes
de segmentos nodais cultivados em meio MS suplementado com TDZ a 13,6 uM,
elicitados por diferentes tempos (1, 5 e 10 minutos) e incubados por diferentes periodos
(0, 72 € 120 horas), em temperatura ambiente (25 + 2°C).

Os dados representam média + desvio padrdo. A mesma letra indica ndo haver
diferenca significativa, valores de p< 0,05, pelo teste de Tukey-Kramer.
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4.2 Estudo da correlacao da concentracgio de reverastrol e fenoéis totais obtidos sob diferentes
condicoes extrativas com a atividade antioxidante

4.2.1 Avaliacdo da extracdo por maceracdo do material in vivo
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4.2.1.1 Avaliacao da propor¢ao metanol-agua como solvente de extracao

Apbs avaliacao dos extratos obtidos a partir de folhas de plantas in vivo, por maceragao, por
1 h, em diferentes concentragdes de metanol, verificou-se que a proporcao a 80% apresentou o maior
teor de resveratrol, sendo este de 0,34 + 0,02 mg/g. E, ainda, apresentou o maior percentual de
captura do radical DPPH (29,27 + 0,59%) (Figura 32). Com base neste resultado, o percentual de
metanol em agua foi fixado em 80% para as proximas etapas experimentais.

Figura 29 - Teor de resveratrol e captura do radical DPPH em extratos de folhas de A. repens em
solu¢do aquosa de metanol em diferentes proporgdes (40, 60, 80 e 100%).
Os dados representam média + desvio padrao. A mesma letra indica ndo haver
diferenca significativa, valores de p< 0,05, pelo teste de Tukey-Kramer.

4.2.1.2 Avaliagao do teor de fendis totais em extratos com diferentes propor¢des de MeOH . H>O

Os resultados obtidos na determinagdo dos fenois totais pelo método do Folin-Ciocalteu,
na extragdo realizada pela técnica da maceragdo, estdo apresentados na tabela 9. A andlise do
conteudo de fendis totais revelou que o extrato preparado com metanol (80 %) (v/v), com 1 h de
exposicdo a maceragdo, ¢ utilizando 40 mL de solvente por grama de material seco, apresentou

27,26 £ 0,26 mg/g de EAG (Tabela 9).
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Tabela 9 - Conteudo de fendis totais em extratos metanolicos de folhas de 4. repens em resposta a diferentes
concentragdes do solvente.
Concentracao do solvente

EAG (500 mg/
%) ( g/g)
40 15,38 + 0,304
60 18,55+ 0,28°
80 27,26 +0,26*
100 25,88 +0,33°

Os dados representam média + desvio padrdo; A mesma letra em cada coluna significa ndo haver diferenga estatistica
significativa, valores de p < 0,05 pelo teste de Tukey-Kramer.

4.3 Avaliacio da extracio assistida por ultrassom do material in vivo

4.3.1 Otimizacdo do periodo de extracdo

A anélise das amostras de extratos de folhas de A. repens, na concentracdo de 80%, em
diferentes periodos de exposicdo a sonicagdo, mostrou que houve uma diferenca estatistica
significativa no teor de resveratrol com o aumento da exposi¢do. Verificou-se que o aumento do
periodo de tempo ao ultrassom diminui a eficiéncia da extragdo. Sendo assim, foi adotado o periodo
de 5 min de sonicagdo, que permitiu a obten¢do de: 1,60 = 0,18 mg/L de resveratrol (Figura 33), o
maior percentual de captura do radical DPPH (66.98 + 0.85%) (Figura 34) e os maiores teores de
fenois totais (Tabela 10).



108

Figura 30 - Efeito do tempo de exposi¢ao ao ultrassom sobre a eficiéncia de extragdo de resveratrol
e da captura do radical DPPH a partir de foliolos de A. repens em metanol a 80%.
Os dados representam média = desvio padrdo. A mesma letra indica ndo haver diferenga
estatistica significativa, valores de p< 0,05, pelo teste de Tukey-Kramer.
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Tabela 10 - Contetdo de fenodis totais em extratos metanolicos de folhas de A. repens em resposta a diferentes
tempos de exposicao ao ultrassom.

Tempo
i EAG (500 mg/g)
(minutos)
5 212,51 +£2,222
10 185,82 + 3,06°
20 144,77 + 0,22°
30 140,82 + 1,134

Os dados representam média + desvio padrdo; A mesma letra em cada coluna significa ndo haver diferenca estatistica
significativa, valores de p < 0,05, pelo teste de Tukey-Kramer.

4.3.2 Otimizacao do tempo de pré-tratamento

Folhas de 4. repens foram maceradas em diferentes tempos (5 — 30 min) e posteriormente
sonicadas por 5 min. A extragdo realizada com o pré-tratamento por 5 minutos, em metanol a 80%,
foi considerada ideal, pois apresentou o maior teor de resveratrol (2,14 = 0,62 mg/L) (Figura 34), o
qual foi reduzido ao longo do tempo. Da mesma forma, o percentual de captura do radical DPPH
foi influenciado pelo tempo de exposicdo ao pré-tratamento, tendo sido o tempo de 5 min aquele

que produziu o extrato com maior percentual de captura do radical DPPH 70,95 + 0,83% (Figura
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34). Além disso, a analise do contetido de fenois totais na extragdo assistida por ultrassom revelou
que o extrato preparado com 5 min de exposi¢do ao ultrassom (Tabela 10), ap6és 5 min de pré-
tratamento por macera¢ao no mesmo solvente (Tabela 11) apresentou o maior teor de compostos

fenolicos.

Tabela 11 - Contetido de fendis totais em extratos metandlicos de folhas de 4. repens em resposta a exposi¢do
ao ultrassom por 5 minutos, apds diferentes tempos de pré-tratamento por maceragao.

Tempo
(minutos) EAG (500mg/g)
5 357,18 + 1,832
10 189,47 + 2,95°
20 136,50 £ 1,01¢
30 104,14 + 1,524

Notas: Os dados representam média + desvio padrdo; A mesma letra em cada coluna significa ndo haver diferenga
significativa, valores de p < 0,05, pelo teste de Tukey-Kramer.

Figura 31 - Teor de resveratrol e percentual de captura do radical DPPH em extratos de A. repens,
em diferentes tempos de pré-tratamento por maceragao antes da exposicao ao ultrassom
por 5 minutos. Os dados representam média + desvio padrio.

A mesma letra indica ndo haver diferenga significativa, valores de p< 0,05, pelo teste de
Tukey-Kramer.

4.3.3 Otimizacao da proporcao sélido-solvente para a extracio

Uma série de extragdes foi realizada para verificar a propor¢ao solido-liquido ideal para a
extragdo de resveratrol mais satisfatoria. Dentre as propor¢des estudadas, a propor¢ao de 1:40

(so6lido-liquido) apresentou o maior teor de resveratrol (3,93 = 0,35 mg/g) e a maior captura do



110

radical DPPH (68,93 + 0,81%). Sendo assim, esta proporcao foi considerada a mais adequada para
a extracdo (Figura 35). Além disso, a andlise do conteudo de fendis totais na extracao assistida por
ultrassom revelou que o extrato preparado com 5 min de exposi¢do ao ultrassom, apds 5 min de pré-
tratamento por macera¢ao no mesmo solvente, na proporg¢ao e 40 mL/g de material seco apresentou
o maior teor de compostos fenolicos (Tabela 10).

Figura 32 - Teor de resveratrol e percentual de captura do radical DPPH em extratos metandlicos
(80%) de foliolos de A. repens, em diferentes proporgdes solido/liquido. Os dados
representam média + desvio padrao.

Os dados representam média = desvio padrdo. A mesma letra indica nao haver
diferenca significativa, valores de p< 0,05, pelo teste de Tukey-Kramer.

Tabela 10 - Conteudo de fenois totais em extratos metandlicos de folhas de 4. repens em resposta a exposicao
ao ultrassom por 5 minutos, apos pré-tratamento por maceragdo por 5 minutos, em diferentes proporgdes
(s6lido-liquido).

Propor¢ao
(s6lido-liquido) EAG (500mg/g)
1.20 246,83 +2,48°
1.30 315,51 +0,84°
1.40 356,17 + 1,36
1.50 299,61 + 1,14¢

Os dados representam média + desvio padrao; A mesma letra em cada coluna significa ndo haver diferenca
significativa, valores de p < 0,05, pelo teste de Tukey-Kramer.

4.4 Extracao assistida por micro-ondas



111

Neste trabalho, foi realizada a otimizagao da extragao de resveratrol em folhas de Arachis
repens mantidos em telado. Para a otimizagdo da extracdo assistida por micro-ondas foi utilizada a
metodologia de superficie de resposta.

Nesta primeira parte do estudo, foram realizados 11 experimentos. Como varidvel
dependente foi avaliado o teor de resveratrol (mg/g). Os niveis das variaveis independentes
utilizadas em ordem crescente (-1, 0, +1) foram 600, 900 e 1200 rpm para agitag¢ao; 30, 50 e 70°C
para temperatura; 60, 80 e 100% para concentracdo de solvente e 1:60, 1:40 e 1:20 para razdo
massa:solvente (Tabela 11).

O tempo de extracdo ndo foi considerado como uma varidvel no presente desenho
experimental, uma vez que, em um estudo previamente realizado, foi estabelecido o melhor tempo

de extra¢do, o qual determinou-se como sendo de 20 minutos (Figura 36).

Tabela 11 — Planejamento fatorial e resultados da FFD para cada extracao estudada.

Entrada Agitacdo  Temperatura % de Massa/solvente Teor de
(rpm) (°O) Solvente resveratrol
(g/mL) (mg/g)

1 -1 (600) -1 (30) -1 (60) -1 (1:60) 0,235
2 1 (1200) -1(30) -1 (60) 1 (1:40) 0,786
3 -1 (600) 1(70) -1 (60) 1 (1:40) 0,075
4 1 (1200) 1 (70) -1 (60) -1 (1:60) 0,456
5 -1 (600) -1 (30) 1 (80) 1 (1:40) 0,231
6 1 (1200) -1(30) 1 (80) -1 (1:60) 0,085
7 -1 (900) 1(70) 1 (80) -1 (1:60) 0,103
8 1 (1200) 1 (70) 1 (80) 1 (1:40) 0,289
9 0 (900) 0 (50) 0 (100) 0 (1:20) 0,143
10 0 (900) 0 (50) 0 (100) 0 (1:20) 0,117
11 0 (900) 0 (50) 0 (100) 0 (1:20) 0,124

Figura 33— Avaliacdo do tempo de extragdo de resveratrol por micro-ondas sob as seguintes
condi¢des: St =600 rpm; T = 30°C; S =60% e m = 1:60.
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Em extratos metanolicos de folhas, a estimativa dos efeitos para as variaveis estudadas e
os valores de p sdo mostrados na Tabela 12, onde ¢ possivel ver que todos os parametros avaliados
foram significativos (p<0.05) no processo de otimizacdo da extracdo de resveratrol assistida por
micro-ondas. A agitacdo e a massa tiveram efeitos positivos com magnitudes de 0,243 e 0,125
respectivamente, dentro do intervalo estudado. Ou seja, um aumento na agitagdo e na concentragao
provoca um aumento significativo no processo de extracdo do resveratrol, como pode ser visto na
Tabela 11, entrada 2. Na Tabela 12, podemos também observar que a temperatura € a concentragao
do solvente apresentaram um efeito negativo de -0,103 e -0,211 respectivamente. Estes resultados
demonstram que os menores valores apresentam maiores influéncias, dentro dos intervalos
estudados, como pode ser observado na tabela 11, entrada 2. Conforme observado, vale ressaltar
que a influéncia das varidveis testadas no planejamento fatorial fracionado foi estatisticamente
significativa, pois todas as varidveis apresentaram um valor de p<0.05, havendo, portanto, a

necessidade do delineamento de um modelo com curvatura, incluindo também os pontos axiais.

Tabela 12 — Estimativa dos efeitos para as variaveis estudadas na otimizacdo da extracdo de resveratrol assistida por
micro-ondas.

Estimativa dos efeitos; Var.: Y; R?=,6856; Adj;,37119 (planilha) 2**(4-1)
design; MS Erro Puro =,000181
DV:Y
Fator Efeito Erro padrao t(2) p -95% lim. +95%
Erro puro De conf. lim. De
conf.
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Média 0,282500 0,004757 59,3915  0,000283  0,262034 0,3029
Curvatura* -0,309000  0,018216 -16,9628  0,003457 -0,387378  -0,2306
(1) St 0,243000 0,009513 25,5436 0,001529  0,202068 0,2839
2T -0,103500  0,009513 -10,8797  0,008343  -0,144432  -0,0625
(3) [S] -0,211000  0,009513 -22,1798  0,002027 -0,251932  -0,1700
(49) m 0,125500 0,009513 13,1923  0,005697  0,084568 0,1664

*St= Stirring (Agitacdo); T= Temperatura; [S]=Concentra¢do do Solvente; m= massa/solvente; Y= quantidade
de resveratrol extraido (mg/g)

4.4.1 Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) para a otimizacdo da extracio de

resveratrol assistida por micro-ondas.

Ap0s o primeiro desenho fatorial mencionado anteriormente, um Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR) foi empregado para obter as condi¢des ideais para a otimizagdo do
processo de extracdo do resveratrol. Os pardmetros de extragdo envolvidos foram os mesmos
descritos anteriormente, com a otimizagao dos intervalos estudados. As variaveis, juntamente com
a sua codificacdo, e os valores ndo codificados estdo apresentados na Tabela 13. No DCCR, as
variaveis selecionadas foram variadas em cinco niveis, resultando em 27 experimentos, incluindo
0s 0ito pontos axiais e trés pontos centrais, os quais permitem verificar a curvatura € o erro puro
experimental. A fim de ajustar um modelo de segunda ordem, oito pontos extras com a mesma
distancia a partir do ponto central, foram adicionadas a matriz.

Os resultados obtidos para a extracao de resveratrol (mg/g) sdo apresentados na Tabela 13.
Os resultados apresentados na Tabela 14 demonstram que houve um erro puro baixo, o que sugere
que os valores testados devem estar bem ajustados para o processo de extracdo de resveratrol e todas
as variaveis exercem influéncia no processo de extracao.

A Tabela 15 apresenta a andlise de variancia (ANOVA), que mostra a validade do modelo
de teste F' e que mostra o residuo e a magnitude do erro experimental. O F calculado (12,32)
apresentou-se maior do que o F' tabelado (2,63), demonstrando a validade do modelo experimental.
A veracidade do modelo pode ser verificada pela determinagio de (R?). O coeficiente de multipla
determinacio R? (93%) implica que a variagio da amostra de 93% para a extra¢io de resveratrol é

atribuida as variaveis independentes e podem ser precisamente explicados pelo modelo.



Tabela 13 — Delineamento Composto Central Rotacional e resultados cada extragdo estudada.

114

Entrada Niveis das variaveis Resveratrol
(mg/g de extrato)
Agitacido  Temperatura  Proporcao Massa
do solvente (m/v)
1 -1 (975) -1 (37.5) -1 (75) -1 (1:30) 0,149
2 1 (1125) -1 (37.5) -1 (75) -1 (1:30) 0,062
3 -1 (975) 1(52.5) -1 (75) -1 (1:30) 0,064
4 1 (1125) 1(52.5) -1 (75) -1 (1:30) 0,343
5 -1 (975) -1(37.5) 1 (85) -1 (1:30) 0,065
6 1 (1125) -1 (37.5) 1 (85) -1 (1:30) 0,071
7 -1 (975) 1(52.5) 1 (85) -1 (1:30) 0,302
8 1 (1125) 1(52.5) 1 (85) -1 (1:30) 0,809
9 -1 (975) -1 (37.5) -1 (75) 1 (1:20) 0,527
10 1 (1125) -1 (37.5) -1 (75) 1 (1:20) 0,090
11 -1 (975) 1(52.5) -1 (75) 1 (1:20) 0,120
12 1 (1125) 1(52.5) -1 (75) 1 (1:20) 0,070
13 -1 (975) -1 (37.5) 1 (85) 1 (1:20) 0,058
14 1 (1125) -1 (37.5) 1 (85) 1 (1:20) 0,048
15 -1 (975) 1(52.5) 1 (85) 1 (1:20) 0,087
16 1 (1125) 1(52.5) 1 (85) 1 (1:20) 0,133
17 -2 (1200) 0 (45) 0 (80) 0 (1:25) 0,092
18 -2 (1200) 0 (45) 0 (80) 0 (1:25) 0,067
19 0 (1050) -2 (30) 0 (80) 0 (1:25) 0,076
20 0 (1050) -2 (30) 0 (80) 0 (1:25) 0,280
21 0 (1050) 0 (45) -2 (90) 0 (1:25) 0,124
22 0 (1050) 0 (45) -2 (90) 0 (1:25) 0,256
23 0 (1050) 0 (45) 0 (80) -2 (1:35) 0,195
24 0 (1050) 0 (45) 0 (80) -2 (1:35) 0,058
25 0 (1050) 0 (45) 0 (80) 0 (1:25) 0,074
26 0 (1050) 0 (45) 0 (80) 0 (1:25) 0,070
27 0 (1050) 0 (45) 0 (80) 0 (1:25) 0,076
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Tabela 14 - Estimativa dos efeitos para as variaveis estudadas pelo DCCR na otimizag@o da extragdo de resveratrol
assistida por micro-ondas.

Estimativa dos efeitos; Var.: Y; R?=,935; Adj;,85916 (planilha) 4 fatores, 1
bloco, 27 corridas; MS Erro Puro =,0000093

DV:Y
Fator Efeito Erro padrao t(2) p -95% lim.  +95% lim.
Erro puro de conf. de conf.
Média 0,073333 0,001764 41,576 0,000578  0,065744  0,080922
(1St (L) 0,017000 0,001247 13,630 0,005339  0,011634  0,022366
St (Q) 0,017708 0,001323 13,386 0,005534 0,012016  0,023400
2) T (L) 0,105500 0,001247 84,588 0,000140  0,100134  0,110866
T(Q) 0,066958 0,001323 50,616 0,000390  0,061266  0,072650
3)S (L) 0,034333 0,001247 27,528 0,001317  0,028967  0,039700
S(Q) 0,072959 0,001323 55,151 0,000329  0,067266  0,078650
(4)m (L) -0,083833  0,001247 -67,216  0,000221 -0,089200 -0,078467
m (Q) 0,041208 0,001323 31,151 0,001029  0,035516  0,046900
1L /2L 0,163750 0,001528 107,200  0,000087  0,157178  0,170322
1L/3L 0,105500 0,001528 69,066 0,000210  0,098928  0,112072
1L /4L -0,144500  0,001528 -94,597  0,000112 -0,151072 -0,137928
2L /3L 0,165000 0,001528 108,018  0,000086  0,158428 0,171572
2L /4L -0,185500  0,001528 -121,438  0,000068 -0,192072 -0,178928
3L/4L -0,138750  0,001528 -90,833 0,000121 -0,145322 -0,132178

Tabela 15 — Estimativa dos efeitos para as variaveis estudadas pelo teste de Ficher ¢ teste de T de Student na otimizagéo
da extracdo de resveratrol assistida por micro-ondas.

Valor

Soma dos Graus de quadratico F
Fator quadrados liberdade = médio  calculado F'tabelado Valordep
Regressao 0,720000 14 0,051317 12,32923  2,637124  4,9469E-05
Residuos 0,050000 12 0,004162  0,833645
Falta de ajuste 0,049928 10 0,004993  534,9393
Erro puro 0,000019 2 9,33E-06
TOTAL 0,768380 26

Na analise entre a relacdo da agitacdo e da temperatura é possivel observar uma melhor
interacdo quando ha um aumento do valor das variaveis gerando uma maior extragao de resveratrol

(Figura — 37, A e B).
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Figura 34 - Superficie de resposta (A) e curva de contorno (B) para a extragdo de resveratrol em
funcdo da temperatura e da agitagao.
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Com relacdo a interagdo entre as variaveis agitagao e concentracao do solvente, observou-
se que a maior agitacdo e concentragdo do solvente proporcionaram a maior capacidade de extracao
do resveratrol (Figura — 38, A e B).
Figura 35 - Superficie de resposta (A) e curva de contorno (B) para a extragdo de resveratrol em
funcao da agitacdo e da concentragdo do solvente.
FRied Suface; vVanable- Y Fifed Surace; Varablke: Y
4 factors, 1 Blodks, 27 Rung ME Pur Enoir-,0000093 B

4 factom 1 Blocks 27 Runs; MS Pure Emor=0000093

o ¥ Dv:Y

P2
L]

(=]
[=]

1]
]
c
S
15
=P o ——
2
o W
E =]
£ o
[ I.P'ﬂﬂ
¥ m
E 'E-a,s
Q-1 [ N
G ™ o s
Pre S-15 M os
(&) a4
mos 2° Lk
a4 02
gnz 23 =u.1
— 2.5 ] J ] 2.5

Tl




117

Na interagdo entre as variaveis agitagdo e massa, observou-se que a maior agitacao possivel
proporcionou a maior capacidade de extragdo, enquanto as menores massas proporcionaram uma
maior extra¢cdo do resveratrol (Figura — 39, A e B).

Figura 36 - Superficie de resposta (A) e curva de contorno (B) para a extragdo de resveratrol em
funcdo da massa e da agitacao.
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Analisando a figura 40, A e B, é possivel concluir que, dentro das faixas estudadas, os
maiores teores de resveratrol apontam para uma maior temperatura combinada com a maior
concentra¢ao do solvente.
Figura 37 - Superficie de resposta (A) e curva de contorno (B) para a extragdo de resveratrol em
funcdo da temperatura e da concentracdo do solvente.
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J4

O efeito das varidveis concentracdo do solvente, temperatura e massa, ¢ claramente
observado nas figuras 41, A e B; e 42 A e B, onde ¢ possivel concluir que dentro das faixas
estudadas, os maiores teores de resveratrol apontam para as maiores temperaturas, concentragoes
do solvente e as menores massas.

Figura 38 - Superficie de resposta (A) e curva de contorno (B) para a extragdo de resveratrol em
fun¢do da temperatura e da massa.
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Figura 39 - Superficie de resposta (A) e curva de contorno (B) para a extracdo de resveratrol em funcao da
concentracao do solvente e da massa.
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4.5 Estudo fitoquimico com o material in vivo
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4.5.1 Rendimento dos extratos brutos e particdes

Os extratos brutos obtidos de folhas e caules, utilizando os solventes em ordem crescente
de polaridade, iniciando-se pelo hexano, seguido do diclorometano e por fim o metanol, mostrou
que as folhas fornecem maiores rendimentos quando comparado aos caules. As folhas apresentaram
rendimentos em torno de 11% tanto no extrato hexanico quanto no metanolico. Ja o rendimento dos

caules ficou entre 2,7 a 7,3% (Tabela 16).

Tabela 16 — Rendimento dos extratos brutos de folhas e caules de Arachis repens.

Solvente Material vegetal Massa (g) Rendimento (%)*
Folhas 4,8789 11,08
n-hexano
Caules 1,7435 2,68
Folhas 1,7497 3,97
Diclorometano
Caules 3,0524 4,69
Folhas 4,8588 11,04
Metanol
Caules 4,7449 7,29

*Célculo de rendimento baseado em um total de 44 g de folhas e 65 g de caules utilizados

As parti¢des apolares como em hexano e em diclorometano e, ainda, a particio de média
polaridade como em acetato de etila, tanto de folhas como caules, apresentaram rendimentos baixos
situados entre 1,4 a 7,0 %. Os maiores rendimentos foram observados para as parti¢cdes polares como
em butanol e o residuo aquoso, com rendimentos acima de 20 %. Dentre os polares os maiores
rendimentos foram encontrados na particdo em butanol de folhas (39 %) e caules (52 %) (Tabela

17).
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Tabela 17 — Rendimento das parti¢cdes liquido-liquido obtidas dos extratos metandlicos brutos das folhas (3,76 g) e
caules (3,65 g).

Solvente Material vegetal Massa (g) Rendimento (%)
Folha 0,0531 1,41
n-hexano
Caule 0,1068 2,9
Folha 0,0522 1,38
Diclorometano
Caule 0,0951 2,6
Folha 0,2650 7,04
Acetato de etila
Caule 0,1310 3,58
Folha 1,4683 39,05
Butanol
Caule 1,9131 52,41
Folha 0,7175 19,08
Residuo aquoso
Caule 1,1015 30,17

4.5.2 Analise por CCD dos extratos brutos em hexano das folhas (HF) e caules (HC) e das
particoes hexanicas de folhas (PHF) e caules (PHC).

O extrato bruto em n-hexano do caule apresentou, sugestivamente, as mesmas substancias,
entretanto, em concentracdes diferentes, daquelas presentes nas partigdes hexanicas de folhas e
caules e, no extrato hexanico de folhas (Fig 43 B).

Figura 40 - Analise por CCD das parti¢des hexanica dos extratos metanolicos de folhas (PHF) e
caules (PHC) e dos extratos brutos em hexano das folhas (HF) e caules (HC) de
Arachis repens. Res — padrao de resveratrol. Como eluente foi utilizado cloroférmio:
acetato de etila: acido formico (2,5:1:0,1), revelados com ANS. (A) CCD observada a
365 nm e (B) CCD ap6s revelagao.
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4.5.3 Fracionamento do extrato hexanico de caules por cromatografia em coluna utilizando XAD-

16 como adsorvente.

O extrato hexanico foi fracionado em coluna de XAD-16 fornecendo duas fracdes
principais, uma metanolica e outra em acetato de etila. Destas, a fragdo metanolica foi fracionada
sucessivamente passando pela fracdo M2 (37,6 mg) (Figura 44) e por fim resultando na fragao
M2A23-25 (14 mg), proveniente da juncdo das fragdes M2A23 (12,2 mg) e M2A24-25 (2,5 mg)
(Figura 45).

Figura 41 — Anélise por CCD em gel de silica das fragdes M1 (ND), M2 (37,6 mg), M3 (12,4 mg)
e M4 (5,2 mg) provenientes do fracionamento do extrato bruto em n-hexano de caules.

Figura 42 — Analise por CCD em gel de silica das fragdes M2A23 a M2A28, reveladas com ANS e
eluida em n-hexano:acetato (8:2).

A sub-fragdo M2A23-25 observada em CCD apresentou caracteristica de pertencer a classe
dos triterpenos/esteroides devido a coloracdao violeta observada quando revelada com o reagente
ANS (Figura 46). Para auxiliar na elucidagdo estrutural a amostra M2A23-25 foi submetida a analise

por espectroscopia de RMN 'H (Figura 47) e *C (Figura 48). Analisando-se os espectros de
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ressonincia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) observa-se grupos de sinais na regidio de 5
a 5,5 ppm, em 3,5 ppm e outro grupo maior na regido de 2,5 a 0,5 ppm. O sinal multipleto em 3,54
ppm caracteristico de hidrogénio oximetinico da posi¢ao-3 do esqueleto dos esteroides confirma a
coloracdo observada na CCF. Dois grupos de sinais multipletos na regido de 5,25 a 5,0 ppm indicam
a presenca de hidrogenios olefinicos que s3o comuns em esterdides naturais, além dos singletos
largos entre 5,5 a 5,25 ppm. Os sinais de 2,5 a 0,5 ppm representam sinais de hidrogénios
metilenicos e metilas, dentre os quais o sinal em 1,62 ppm indicativo de metila se destacam no
espectro (Tabela 18).

O espectro de Carbono treze (RMN '*C) confirma as observagdes do espectro de RMN'H
onde os sinais olefinicos sdo observados na regido de 140 a 120 ppm, o sinal do carbono oximetinico
em 71,8 ppm e sinais de metilenos e metilas na regido de 60 a 10 ppm. Figura (48). Estes dados
comparados com a literatura sdo coincidentes para os fitoesteroides sitosterol e estigmasterol
(PATEH et al. 2009, QUADER et al. 2012) (Figura 46). Os valores de deslocamentos quimicos para
estes dois esteroides sdo apresentados na Tabela 19 a fim de comparagdo dos dados. Outros
deslocamentos encontrados sdo sugestivos da presenca de avenasterol e de campesterol, visto que
estes sdo anadlogos dos esteroides determinados (MATSUMOTO et al. 1974, KIM et al. 2007) (Figura
46).



123
Figura 43 - Estruturas quimicas dos esterdides estigmasterol,
avenasterol.
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Figura 44 - Espectro de ressonincia magnética de '*C (100 MHz em CDCI3) da amostra M2A23-25 purificada do
extrato hexanico do caule de A. repens.
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Figura 45 - Espectro de ressonancia magnética de hidrogénio (500 MHz em CDCI3) da amostra M2A23-25 purificada
do extrato hexénico do caule de 4. repens.
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Tabela 18 — Dados de RMN 'H e '*C de M2 a 23-25 solubilizado em CDCl; isolado de 4. repens e comparagdo com a

literatura.
'H 3 (ppm) .
LXAD3 LXAD3 Sitosterol/ 13C;§?I?r)lassi§ztleml/ Avenasterol Campesterol
Numeragao 'H & 13C § (ppm) Estigmasterol (P ATEI%I £ al. 2009 (MATSUMOTO | (KIM et al.
(ppm) PP (pATEH et al. QU ADERe t“ 2012y| el 1974 2007)
2009) et at
3,55 - 3,47-3,55 (m 3,51 (1H, brdd,
3 3,49 (m, 71,82 (en) 71,8 - J=173,7.3 Hz,
1H) H-3)
5 ; 140,75 - 140.8 . -
5,30 (s, 5,34 (sl) ] ]
1H)
6 121,72 121,7
5;i53(§’ ] ] 5,34 (1H, brd, J
Hz, 1H) = 5,2 Hz, H-6)
18 0,68 (s) | 11,99/ 11,87 0,68 (s) 11,9/11,0 0,70 (s, H-18) 0’651_(135’ S
1,01 (s, 1,02 1,01 (3H, s, H-
19 4H) 19,40/ 21,22 1,01 (s) 19,4/21,2 (s, H-19) 19
0,92 (d, J _ 0,92 (1H, d, J =
21 =6,4 Hz, | 18,78/21,09 0,92 %J(Ii;)‘] 6,4 18,8/21,2 - 6,6 Hz,
3H) H-21)
5,08 (dd,
J=1527, 138.0 5.07 (dd 5,11(q,J=7,2
22 8,6 Hz, (dd) 139.8 Hz, H-28) -
1H)
23 128,0 5,14 (dd) 128,0 _ _
25 2,27 (m) i ) i 2,2 (hell_)ItZ,)J =72 )
0,82 (d,J _
26 =42 Hz, | 19,82/21,09 | 0,814 (d, J=6,5) 19,8/21,2 - 0%821 I(—I3zHi{(%,2‘é)
2H) 9 b
0,84 (s 0,98 0,84 (3H, d, J=
27 ’2H) > 1 19,40/19,04 | 0,833 (d, J=6,5) 19,3/19,0 (d, T=6,0 Hz, ,’7 > Hz i{—’27)
H-26 e H-27) ’ ?
511(q,J=72
28 - - - - Hz) -
29 1,62 (s) - - - 1,58 (J = 6.0 Hz) -

(-) dados nao observados

4.5.3.1 Fracionamento da fragdo M13-M20 proveniente do fracionamento do extrato hexanico de

caules
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As fragdoes MI13-M17 (103 mg) e MI8-M20 (68 mg) apresentaram um perfil
cromatografico em que sob luz ultravioleta em ondas curtas observou-se principalmente tres bandas
acima do meio da placa (Fr>0,5). Uma destas bandas ¢ observada em azul em ultravioleta de onda
longa e que revelou em violeta em ANS (Figura 49). Devido a este fato elas foram reunidas e
codificadas como M13-M20 (171 mg). Sucessivos fracionamentos cromatograficos desta amostra
resultaram na amostra M2 (37 mg) seguido pela amostra M5 (19,9 mg), a qual apresentou absor¢ao
forte em onda longa sob irradiag@o do ultravioleta (Figura 50 A) e bandas que revelaram em violeta
com anisaldeido sob aquecimento (Figura 51B); o fracionamento desta amostra resultou na obtencao
das fragoes M11 (0,7 mg) e M18-19 (3,2 mg) que devido ao perfil quimico sem muitas impurezas
(Figura 50) foram analisadas por CG/EM.

Figura 46 - Anélise por CCD em gel de silica a 254 nm (A); 365 nm (B) e reveladas com anisaldeido
sulfarico (C) das fragdes M13-M17 (17) e M18-M20 (20).

Figura 50 — Analise por CCD em gel de silica das sub-fragdes de M 2 do extrato hexéanico do caule
de Arachis repens. A — visualizagdo a 365 nm e B — visualizagdo apds revelagdo com
ANS. Eluente: hexano/acetato de etila 8/2.
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4.6 Fracionamento do extrato em hexano das folhas por cromatografia em coluna utilizando

XAD-16 como adsorvente.

Conforme ja mencionado anteriormente, o extrato bruto em n-hexano de folhas em analise
por CCD evidenciou a presenga de substincias que em ANS revelaram em roxo, de forma
semelhante as substancias presentes no extrato hexanico de caules e nas particdes hexanicas de
folhas e caules (Fig 43). Além disso, o extrato bruto hexanico de folhas apresentou importante
atividade de inibi¢do da producao de NO e da producdo de TNF-a, a 100 ng/mL (conforme sera
descrito a seguir). Este perfil de atividade mostrou-se diferente dos demais extratos em
diclorometano e em metanol, os quais também mostraram excelente atividade inibitdria da produgdo
de NO, mas, com alta citotoxicidade.

Ap6s o fracionamento, estas fragdes foram reunidas de acordo com as semelhangas
cromatograficas por CCD, resultando na fragdo H2 (53,6 mg) e fracdo H4 (68,9 mg). A analise da
fragdo H2 em CG evidenciou um pico majoritdrioem tr. 16,8 min (pico n® 24) com érea relativa de
84,92% (Figura 51). A sequencia de fragmentacdes e o ion molecular m/z 256 indicaram que trata-
se do acido n-hexadecanoico (Figura 52).

Figura 51 — Perfil cromatografico em CG-EM da sub-fracdo H2 proveniente de sucessivos
fracionamentos de EHF. Pico majoritario (n° 24) em 16,8 minutos.
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Figura 52 — A - Espectro de massas da substincia (pico n° 24) identificada como acido n-
hexadecanoico, tr 16,80 min. B — Espectro do banco de dados.
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4.7 Analise do extrato hexanico de caules (EHC) de Arachis repens por CG-EM

A analise do extrato hexano dos caules sugeriu a identificagdo de triterpenos (Lupeol),
lactona terpenoidica (4,8,12,16-tetrametil-heptadecano-4-olide), Fitosterol (campesterol [Ergost-5-
en-3-ol]; stigmasterol; Y-Sitosterol), Ester metilico dos acidos: hexadecanoico; azelaico [acido
nonanoico; acido n-hexadecanoico];e decanoico), esteroides (Colestano-3,5-diol; Colestan-5-en-3-

ol) e gordura saturada (acido tridecanoico) (Figura 53).

Figura 53 - Perfil cromatografico em CG do extrato hexanico de caules de 4. repens.
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O perfil cromatografico em CG da fragdo M 11 evidenciou uma substancia majoritaria (pico
de numero 10 no cromatograma) com uma area relativa de 64,8%, no tempo de retencao de 30,17
minutos (Figura 54). A andlise do espectro de massas deste pico permitiu a identificacdo desta
substancia como sendo o lupeol, um triterpeno (Figura 55).

Figura 54 — Perfil cromatografico em CG da sub-fragdo M11 proveniente de sucessivos
fracionamentos de EHC. Pico majoritario (n° 10) em 30,17 min.

Figura 55 — A - Espectro de massas da substancia (pico n° 10) identificada como lupeol em 30,17
min. B — Espectro do banco de dados.

A

O cromatograma da amostra M18-19 (figura 56) evidenciou a presenca de trés picos
majoritarios cujo percentual alcangavam 10,59% (27,76 min; pico de n° 16), 27,80% (28,11 min;
pico de n° 17) e 54,61% (28,97 min; pico de n° 19) na amostra. Os picos foram identificados de
acordo com seus perfis de fragmentacdo como sendo campesterol, estigmasterol e ,-sitosterol,

respectivamente (Figuras 57, 58 e 59).
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Figura 56— Perfil cromatografico em CG da sub-fragio M18-19 proveniente de sucessivos
fracionamentos de EHC. Picos majoritarios (n° 16, 17 e 19) em 27,76, 28,11 ¢ 28,97
minutos, respectivamente.

Figura 57 — A - Espectro de massas da substancia (pico n° 16) identificada como campesterol,
tr27,76 min. B — Espectro do banco de dados.

A

Figura 58 — A - Espectro de massas da substancia (pico n° 17) identificada como estigmasterol.tr
28,11 min. B — Espectro do banco de dados.

A
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Figura 59 — A - Espectro de massas da substancia (pico n°19) identificada como y-sitosterol, tr.
28,97 min. B — Espectro do banco de dados.

A

O cromatograma em CG da amostra H4 (Figura 60) apresenta 4 picos considerados como
majoritarios nos tr de 8,999 (5,20 %, pico n° 10), Trde 27,765 (5,09 %, n°® 92), Tr de 28,097 (12,72
%, n° 93) e Tr de 28,918 (15,32 %, n°® 94) min. As substancias foram identificadas de acordo com
padrao de fragmentagao e seus respectivos 16ns moleculares como a-metoxi-p-cresol, campesterol,
estigmasterol e S-sitosterol, respectivamente (SHENG e CHEN, 2009) (Figuras 61, 62, 63 e 64).

Figura 60 — Perfil cromatografico em CG da sub-fragdo H4 proveniente de sucessivos
fracionamentos de EHF. Picos majoritarios (n° 10, 92, 93 e 94) em 8,99; 27,765; 28,097
e 28,918 minutos, respectivamente.

Figura 61 — A - Espectro de massas da substincia (n° 10) identificada como a-metoxi-p-cresol, tr
8,999 min. B — Espectro do banco de dados.

A
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Figura 62 — A - Espectro de massas da substancia (n° 92) identificada como campesterol, tr. 27,765
min. B — Espectro do banco de dados.

A

Figura 63 — A - Espectro de massas da substancia (n° 93) identificada como estigmasterol, tr. 28,097
min. B — Espectro do banco de dados.

A

Figura 64 — A - Espectro de massa da substancia (n° 94) identificada como f-sitosterol, tr 28,918
min. B — Espectro do banco de dados.

A
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4.8 Atividade alelopatica

Os testes alelopaticos foram realizados com extratos brutos em n-hexano, diclorometano e
metanol de folhas e caules de 4. repens com o objetivo de escolher o extrato que apresentasse
atividade alelopatica mais significativa.

O potencial alelopatico foi monitorado através do bioensaio que avalia a percentagem de
inibicao da germinacao e do crescimento de hipocotilos e raizes em sementes de Lactuca sativa.

Os diferentes extratos de A. repens foram testados nas concentragdes de 100, 200, 500 e
1.000 ppm. Nessas concentracdes nao foi observado qualquer efeito sobre a germinagdo. Todos os
extratos testados apresentaram tendéncia a inibir o crescimento; entretanto, o extrato metanolico do
caule na concentragao de 1.000 ppm foi capaz de inibir com maior significancia o crescimento dos
hipocétilos de L. sativa em 42,43% e das radiculas em 79,17%. Nao foi observada nenhuma
anormalidade morfoldgica, como oxidacdo dos apices e auséncia de pélos absorventes, tanto nos
hipocétilos como nas radiculas de L. sativa. Os efeitos alelopaticos decaiam conforme as
concentragdes foram diminuindo (Figura 65 - 66). Dentre os valores de CI calculados, o extrato
diclorometanico e metanolico de caules apresentaram as melhores atividades, com uma faixa de CI
entre 77,0 a 130,8 ppm. Os valores de concentragdo inibitoria de 50% (Clso) para os extratos brutos
em n-hexano, diclorometano e metanol sdo demostrados na tabela 19.

Devido ao baixo rendimento de massa do extrato diclorometanico (4,7%), o extrato
metanolico de folhas e caules, com rendimentos de massa respectivos de 11,0 e 7,3 %, foram

selecionados para serem particionados.

Tabela 19 - Valores de concentracdo inibitoria 50% (Clso) para os extratos brutos em n-hexano,
diclorometano e metanol.

Solvente Clso (ppm)
Hipocdtilo 2817,7
n-Hexano Folha Radicula 97,5
Caul Hipocdtilo 1.642
aule Radicula 521
Folha HlpOE:OtllO 267,1
) Radicula 331
Diclorometano : —
Caule Hipocoétilo 77,8
U Radicula 130,8
Hipocoétilo 122
Folha Radicula 509.,4
Metanol - oE
Caule Hipocotilo 103,8
Radicula 111

Figura 65 — Avaliagdo da atividade alelopatica dos extratos brutos de foliolos de Arachis repens em
n-hexano de hipocétilos (A) e radiculas (B); diclorometano em hipocoétilos (C) e
radiculas (D) e metanol em hipocétilos (E) e radiculas (F).
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Os dados representam média + desvio padrdo. A mesma letra indica ndo haver diferenga
significativa, valores de p< 0,05, pelo teste de Tukey-Kramer.
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Figura 66 — Avaliagdo da atividade alelopatica dos extratos brutos de caules de Arachis repens em
n-hexano de hipocétilos (A) e radiculas (B); diclorometano em hipocétilos (C) e
radiculas (D) e metanol em hipocétilos (E) e radiculas (F).
Os dados representam média + desvio padrdo. A mesma letra indica ndo haver
diferenca significativa, valores de p< 0,05, pelo teste de Tukey-Kramer.
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4.8.1 Atividade alelopética das particoes do extrato metandlico dos caules de 4. repens

Foram testadas as parti¢des organicas e o residuo aquoso do extrato metandlico do caule
de A. repens nas mesmas concentragdes determinadas anteriormente com os extratos brutos (100,
200, 500 e 1.000 ppm). Nenhuma das particdes apresentou efeito sobre a germinacdo nas
concentragdes testadas, mantendo os mesmos niveis de germinagdo do controle sem tratamento.

Comparando-se os efeitos aleloquimicos de inibigdo do crescimento de hipocotilos e
radiculas, verificamos que as raizes possuem maior sensibilidade a presenca de substancias
alelopaticas em relacdo aos hipocotilos, uma vez que, como podemos observar no residuo aquoso,
ndo existe diferenca estatistica significativa em relacdo ao controle sem tratamento nas menores
concentragoes testadas (100 e 200 ppm) dos hipocétilos. Em todas as partigdes avaliadas a radicula
sempre demonstrou ser mais sensivel em rela¢do aos hipocotilos (Figura 67 e 68).

Observou-se importante efeito de inibi¢do do crescimento de hipocoétilos e das raizes
principalmente nas parti¢des organicas em diclorometano e em acetato de etila, alcangando niveis
de inibicao de 98,62% na particdo diclorometéanica (1.000 ppm) sobre as radiculas e 95,28% sobre
os hipocotilos e na particdo em acetato de etila, também a 1.000 ppm, de 80,22% de inibicao do
crescimento das radiculas e 59,14% nos hipocétilos (Figura 67).

Assim como nos extratos brutos, nas partigdes também nao foram observadas nenhuma
anormalidade morfologica, como oxidagdo dos apices e auséncia de pélos absorventes, tanto nos
hipocédtilos como nas radiculas de L. sativa. Os efeitos alelopaticos decaiam conforme as

concentragdes foram diminuindo.
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Figura 67 — Avaliacdo da atividade alelopatica das parti¢des organicas do extrato metanolico de
caules em: n-hexano em hipocotilos (A) e radiculas (B), diclorometano em hipocétilos
(C) eradiculas (D) e acetato de etila em hipocétilos (E) e radiculas (F) de Arachis repens
sobre hipocotilos e radculas de L. sativa. Os dados representam média + desvio padrao.
A mesma letra indica ndo haver diferenca significativa, valores de p< 0,05, pelo teste de
Tukey-Kramer.
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Figura 68 - Avaliagdo da atividade alelopatica da particdo butanolica sobre hipocétilos (A) e
radiculas (B) e residuo aquoso sobre hipocétilos (C) e radiculas (D) de caules de Arachis
repens em L. sativa. Os dados representam média + desvio padrio. A mesma letra indica
ndo haver diferenca significativa, valores de p< 0,05, pelo teste de Tukey-Kramer.
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4.8.2 Atividade alelopética das particoes do extrato metanolico das folhas de 4. repens

Foram testadas as parti¢des organicas e o residuo aquoso do extrato metanolico de folhas
de 4. repens nas mesmas concentragdes determinadas anteriormente com os extratos brutos (100,
200, 500 e 1.000 ppm).

Nenhuma das parti¢des apresentou efeito sobre a germinagdo nas concentragdes testadas,
mantendo os mesmos niveis de germinagdo do controle sem tratamento.

Comparando-se os efeitos aleloquimicos de inibicdo do crescimento de hipocotilos e
radiculas, verificamos que, exceto na particdo hexanicas, as raizes possuem maior sensibilidade a
presenca de substancias alelopaticas em relag@o aos hipocétilos. Geralmente a radicula, assim como
nas particoes de extrato metanolico do caule, demonstrou ser mais sensivel em relacdo aos
hipocotilos (Figura 69 e 70).

Observou-se importante efeito de inibi¢do do crescimento de hipocoétilos e das raizes
principalmente nas parti¢gdes organicas em diclorometano e em acetato de etila, alcangando niveis
de inibicao de 89,44% na particdo diclorometanica (1.000 ppm) sobre as radiculas e 71,82% sobre
os hipocotilos e na particdo em acetato de etila, também a 1.000 ppm, de 68,18% de inibi¢dao do
crescimento das radiculas e 45,74% nos hipocétilos (Figura 69).

Assim como nas parti¢cdes do extrato metanolico do caule, nas particdes de folhas também
nao foram observadas nenhuma anormalidade morfoldgica, como oxidagao dos apices e auséncia
de pélos absorventes, tanto nos hipocétilos como nas radiculas de L. sativa. Os efeitos alelopaticos
decaiam conforme as concentra¢des foram diminuindo. Valores de concentragdo inibitoria 50%
(Clso) para as parti¢des dos extratos brutos em metanol sdo demostrados na tabela 20.

Dentre a particdo diclorometanica de caules e de folhas, os valores de Clso determinados
foram melhores para os caules, que apresentaram valores entre 90,7 ¢ 93,4 ppm enquanto que nas
folhas foi entre 96,5 e 187,1ppm (Tabela 21). Apesar da melhor atividade alelopatica, inibidora do
crescimento de L. sativa, esta particdo apresentou rendimentos massa seca abaixo de 2,6%, o que
inviabilizou o estudo de fracionamento da parti¢ao.

Entretanto, as particdes em acetato de etila e butanolica de folhas, apesar de a atividade
alelopatica ser inferior (Clso entre 109,0 — 1236,0 ppm) a particao diclorometanica (Tabela 21),
ambas apresentaram maiores rendimentos de massa de 7,0 e 39,0 %, respectivamente, o que
direcionou para o fracionamento cromatografico destas e posterior avaliagdo da atividade

alelopatica.
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Figura 69 — Avaliagdo da atividade alelopatica da partigdo n-hexano sobre hipocoétilos (A) e
radiculas (B) diclorometano sobre hipocoétilos (C) e radiculas (D) e acetato de etila sobre
hipocétilos (E) e radiculas (F) de folhas de Arachis repens em L. sativa. Os dados
representam média + desvio padrdo. A mesma letra indica ndo haver diferenga
significativa, valores de p< 0,05, pelo teste de Tukey-Kramer.
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Figura 70 — Avaliacdo da atividade alelopatica da particdo butandlica sobre hipocotilos (A) e
radiculas (B) e residuo aquoso sobre hipocétilos (C) e radiculas (D) de folhas de Arachis
repens em L. sativa. Os dados representam média + desvio padrao. A mesma letra indica
ndo haver diferenca significativa, valores de p< 0,05, pelo teste de Tukey-Kramer.
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Tabela 20 - Valores de concentracdo inibitoria de 50% (Clso) para as particdes dos extratos brutos em metanol.

Particdo Clso (ppm)
Hipocdtilo 1166.58
Folha Radicula 131027

n-Hexano ol Hipoctilo  1106.19
u Radicula 905.14
Hipocbtilo 187.09
. Folha Radicula 96.48
Diclorometano : —
Caule Hipocoétilo 90.73
Radicula 93.42
Hipocoétilo 1093.13
AOE Folha Radicula 194.32
Caul Hipocoétilo 516.84
e Radicula 109.02
Hipocotilo  1236.09
Butanol Folha Radicula 424.95
4 Caule Hipocotilo  1500.60
Radicula 561.67
Hipocotilo 1130.45
Atose Folha Radicula 421.51
q Hipocotilo  1876.17
Caule

Radicula 1059.77

4.8.2.1 Fracionamento biomonitorado da parti¢do em acetato de etila das folhas de A. repens em

coluna Sephadex LH-20.

As trés fracdes obtidas, a partir do fracionamento cromatografico da partigdo em acetato de
etila, apresentaram rendimentos em massa superiores a 11% (Tabela 22). As fragdes, foram
avaliadas quanto a atividade alelopatica em L. sativa na concentragao de 194 ppm, que foi

previamente estabelecida para inibicao de raizes, na particdo em acetato de etila de folhas (Figura
71).

Tabela 21 — Rendimento das fragcdes da particdo acetato de etila de folhas 4. repens em coluna Sephadex LH-20 dos
extratos metandlicos bruto.

Fragoes Proporgao (%) Massa (mg) Rendimento (%)
H>O 100 130 70,27
H,O/MeOH 50/50 29,2 15,78

MeOH 100 21,8 11,78
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Figura 71 — Avaliagdo da atividade alelopatica das fragdes da particio em AcOEt do extrato
metandlico de folhas de A. repens sobre hipocoétilos (A) e radiculas (B) em L. sativa a
194 ppm. Os dados representam média + desvio padrdo. A mesma letra indica ndo
haver diferenca significativa, valores de p< 0,05, pelo teste de Tukey-Kramer.

A fra¢do metanolica inibiu a germinagao das sementes em 35,55%, ou seja, a percentagem
de germinagdo foi diferente do controle sem tratamento. Conforme a polaridade do solvente
aumentava a porcentagem de inibi¢do da germina¢do diminuia, chegando a 8,88% na fragdo aquosa

(Tabela 23).

Tabela 22 — Avaliagdo do efeito da inibi¢ao na germinag@o de sementes de L. sativa das partigdes do extrato metandlico
de folhas de 4. repens.

Partigao Butanol Folhas
H20/MeOH % de inibicao

100/0 21,11
75/25 15,55
50/50 17,77
25/75 14,44
0/100 5,55

Particao AcOEt Folhas
100/0 8,88

50/50 23,33

0/100 35,55
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Comparando-se o efeito alelopatico em hipocétilos e radiculas, observa-se que os hipocotilos
sdo mais sensiveis a presenca de substincias com efeito aleopatico. Conforme a polaridade foi
diminuindo a percentagem de inibi¢ao do crescimento aumentou, variando de 27,79% (fracao H>O)
a 42,59% (fragdo MeOH) em hipocétilos e 23,12% (fracdo H>O) a 33,03% (fracio MeOH) em
radiculas. Nas radiculas ndo foram observadas diferengas estatisticas significativas, diferentemente
dos hipocotilos, onde a fragdo metanolica foi considerada a mais ativa apresentando um percentual

de 42,6% de inibi¢do (Figura 71).

4.8.2.2 Fracionamento biomonitorado da particdo em butanol das folhas de 4. repens em coluna

Sephadex LH-20.

A particdo em butanol foi fracionada gerando 5 fracdes distintas como H>O, H2-O/MeOH
(nas proporgdes 75:25, 50:50, 25:75) e a fragdo MeOH. As cinco fragdes obtidas apresentaram
rendimentos em massa diversos que variou de 1,63 a 44,7% (Tabela 24). Estas fracdes foram
avaliadas quanto a atividade alelopatica em L. sativa na concentragdo de 424 ppm, que foi

previamente estabelecida para inibi¢do de raizes, na particdo em butanol de folhas (Figura 72).

Tabela 23 — Rendimento das fragdes da parti¢ao butanolica de folhas A. repens em coluna Sephadex LH-20 dos extratos
metanolicos bruto.

Fracoes
Massa (mg) Rendimento (%)
H>O/MeOH
100/0 0,892 44,7
75/25 0,338 16,94
50/50 0,032 1,63
25/75 0,040 2,0

0/100 0,180 9,0
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Figura 72 — Avaliagdo da atividade alelopatica das fragdes da particdo butandlica do extrato
metandlico de folhas de A. repens sobre hipocotilos (A) e radiculas (B) em L. sativa a 424
ppm. Os dados representam média + desvio padrdo. A mesma letra indica ndo haver
diferenca significativa, valores de p< 0,05, pelo teste de Tukey-Kramer.

Particdo Butanol - Folha - Hipocdtilo

b b
b b
33,93%
37.90% e b 3501%  3548%
- 43,32%

Tamanho dos hipocétilos {cm)

b b bc
21,329
2042% P b 27,02% o
35,13% 34.53%

Tamanho das radiculas (cm)

A fragdo aquosa inibiu a germinacdo das sementes em 21,11%, ou seja, a percentagem de
germinacdo foi diferente do controle sem tratamento. Conforme a polaridade do solvente diminuia
a porcentagem de inibi¢do da germinagao também diminuia, chegando a 5,55% na fracdo metandlica

(Tabela 23).
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Comparando-se o efeito alelopatico em hipocotilos e radiculas, observa-se que os
hipocétilos sdo mais sensiveis a presenca de substancias com efeito aleopatico. Todas as fragdes
testadas apresentaram percentuais de inibi¢do de hipocotilos entre 36 a 43% e de raizes entre 21 a
35%. Dentre estas, destaca-se a fracdo hidrometandlica (50:50) que foi a que apresentou a maior
taxa de inibigao de hipocoltilos (43%), nas raizes esta fragao inibiu o crescimento em 34%, (Figura

72).

4.8.3 Avaliacdo da atividade antioxidante em DPPH das fracoes das particdes em AcOFEt e Butanol
dos extratos brutos de folhas de 4. repens.

As partigdes foram avaliadas quanto a atividade antioxidante pelo potencial de captura do
radical DPPH, na concentracdo de 700pg/mL.

Os resultados da atividade antioxidante estdo apresentados na tabela 24. Verifica-se que
houve atividade antioxidante em todas as amostras testadas, com grandes variacdes entre as
diferentes fracdes. Foi observado o maior percentual de captura do radical DPPH na fracao H>O
(86,81%), enquanto que o menor percentual de atividade antioxidante (14,49%) ocorreu na fra¢do
MeOH, dentre as fragdes obtidas a partir da parti¢do em acetato de etila.

Quando comparou-se a atividade antioxidante das fragdes da particdo butandlica,
observou-se que ndo houve um padrao de porcentagem de captura do radical DPPH, em relacdo a
polaridade das amostras. Dentre as diferentes fragdes, a que obteve o maior potencial de atividade
antioxidante foi a fragdo em MeOH com 93,18% de atividade antioxidante e na fracio H O/MeOH

(75/25) foi observado 28% de atividade, o menor potencial (Tabela 25).
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Tabela 24 — Avaliacdo da atividade antioxidante das particdes em AcOEt e Butanol proveniente dos extratos brutos
metanolicos de folhas de 4. repens pela captura do radical DPPH.

Particao AcOEt
H.O/MeOH % de AA
100/0 86,81
50/50 79,00
0/100 14,49
Particao Butanol
100/0 48,62
75/25 28,87
50/50 65,03
25/75 84,61
0/100 93,18

4.8.4 Avaliacdo do teor de fendis totais das fracOes das particdes em AcOEt e em butanol
proveniente do extrato metandlico bruto das folhas de 4. repens.

Pelos resultados obtidos na Tabela 25 observou-se que a fragdo H>O/MeOH (25/75),
proveniente da parti¢do butanolica, apresentou a maior concentragdo de compostos fendlicos (3,79
mg/g). Nas fragdes provenientes da particdo em acetato de etila, a fracdo hidrometanoélica apresentou

a maior concentracdo (3,5 mg/g) de fenodlicos.

Tabela 25 - Contetdo de fenois totais das fragdes das partigdes em AcOEt e Butandlica do extrato metanolico de
folhas de A. repens.

Fragcdao H.O/MeOH
EAG (mg/g)
Particdo AcOEt
100/0 2,93
50/50 3,50
0/100 2,29
Particao butandlica
100/0 2,33
75/25 3,15
50/50 2,93
25/75 3,79

0/100 2,44
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4.8.5 Avaliacdo do efeito alelopaticos dos fitosterois S-sitosterol e Stigmasterol.

Os efeitos alelopaticos dos padroes dos fitosterdis f-sitosterol e estigmasterol,
ressolubilizados em diferentes concentragdes (200, 150, 100 e 50 ppm) se mostraram ativos quanto
atividade alelopdatica em L. sativa. A figura 73 ilustra os efeitos destes padrdes sobre o crescimento
dos hipocdtilos e das radiculas e tabela 26 a avaliagdo da porcentagem de inibi¢do da germinacao
de sementes.

Comparando-se o efeito alelopatico em hipocotilos e radiculas, observa-se que os
hipocétilos, em geral, foram mais sensiveis a presenga dos padrdes de fitosterdis, apresentando as
porcentagens de inibi¢do variando 46,94% (200 ppm) a 45,85 % (50 ppm) para f-sitosterol e de
46,58% (200 ppm) a 33,22% (50 ppm) para estigmasterol. Nas radiculas o fS-sitosterol (200 ppm)
foi considerado o mais ativo, com 52,56% de inibicao do crescimento. Nao foi observada diferenca
estatistica significativa para os hipocdtilos, nas diferentes concentragdes de padrdes testados e para
as radiculas, as concentragdes de 200 e 150 ppm foram consideradas as que proporcionaram a maior
redugao do tamanho (Figura 73).

Quanto a avaliagdo da porcentagem de inibicdo da germinagdo em sementes de L. sativa
dos padrdes avaliados, o padrao de f-sitosterol a 200 ppm inibiu 50% das radiculas, obtendo a maior
porcentagem de inibi¢do dentre as diferentes concentracdes testadas. O estigmasterol, na maior
concentragdo de 200 ppm, inibiu 30% da germinagdo. Ambos os padrdes apresentaram uma

diminui¢do da inibi¢cdo de acordo com a diminuig¢do das concentracdes (Tabela 26).

Tabela 26 — Avalia¢do da porcentagem de inibicdo da germinacao em sementes de L. sativa dos padrdes f-sitosterol e
Stigmasterol.

[-sitosterol

(ppm) % inibicao
200 50,00
150 20,00
100 16,66

50 16,66
Stigmasterol
200 30,00
150 23,33
100 20,00

50 16,66
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Figura 73 - Avaliacdo da atividade alelopatica dos padroes de f-sitosterol e stigmasterol sobre
hipocotilos (A) e radiculas (B) em L. sativa. Os dados representam média + desvio
padrdo. A mesma letra indica ndo haver diferenga significativa, valores de p< 0,05, p,
pelo teste de Tukey-Kramer.
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4.8.6 Bioensaios com sementes das espécies daninhas Panicum maximume Calopogonium
mucunoides.

O extrato metandlico bruto de folhas de A. repens foi testado em diferentes concentragdes
(1000, 500, 200 e 100 ppm) quanto a inibi¢ao do crescimento de hipocétilos e radiculas das plantas
daninhas Panicum maximum e Calopogonium mucunoides (Tabela 27).

O extrato metandlico de folhas de A. repens exerceu atividade inibidora do crescimento das
ervas daninhas Panicum maximum e Calopogonium mucunoides nas concentracoes entre 1000 e
100 ppm. Os resultados obtidos de inibi¢do permitiram o calculo da Clso do extrato em cada uma
das espécies daninhas. Ambas daninhas apresentaram maior sensibilidade nos hipocotilos,
apresentando uma Clso numa faixa de 93-169 ppm enquanto que as raizes necessitaram uma

concentragcdo maior do extrato, entre 518-581 ppm, para inibi¢do (Tabela 27).

Tabela 27 - Avaliagdo da atividade alelopatica de extratos metandlicos brutos de folhas de A4.repens na inibigdo do
crescimento de hipocotilos e radiculas de Panicum maximum e Calopogonium mucunoides.

Concentragao
de extrato IC
Espécie teste metandlico % de inibigdo ( 15r01)
de A. repens PP
(ppm)
1000 71,422
S 500 65,97%
hipocotilos 200 60.51° 93,23
Panicum 100 51,422
maximum 1000 62,61%
, 500 42,99%
radicula 200 42.05° 581,53
100 36,44%
1000 79,028
. 500 73,228
hipocotilo 200 59,165 169,03
Calopogonium 100 40,02¢
mucunoides 1000 66,12%
. 500 48,17
radicula 200 28,387 518,99
100 23,64°

4.9 Analise da particio em diclorometano do extrato metanélico de caules (EMC) e folhas
(EMF) de Arachis repens por CG-EM
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A seguir ¢ apresentado o perfil cromatografico da particdo em diclorometano oriunda do
EMC. Os espectros de massas de cada um dos picos detectados e as suas correspondentes
identificacdes, sugestivas da biblioteca NIST (Tabela 28), encontram-se sequencialmente
apresentadas apos o cromatograma (Figura 74).

Apds a andlise do cromatograma apresentado na figura 74, destacaram-se como
constituintes principais o p-vinilguaiacol (7,53 %) como representante da classe dos fendlicos,
loliolideo (4,33 %) como nor-isoprenodide, cinamato e ferulato de metilas (0,67-0,56 %) como

fenilpropanoides e acido palmitico (3,75 %) como representante dos acidos graxos.

Tabela 28 - Substancias identificadas na particdo em diclorometano do extrato metanolico de caules de A. repens e seus
respectivos indices de similaridades (IS), tempo de retengdo (TR), area relativa do pico (area), pico base (PB), formula
molecular (FM) e massa.

Substiancia LS. (%) T.r(min.) Area (%) P.B. (m/z) F.M. M.M.
p-Vinil-guaiacol 91 12,57 7,53 150,1 CoH1002 150,1
acido salicilico 80 12,95 0,37 120,0 CesHsCOOH  122,1
2-metilisoborneol 35 19,15 0,46 95,2 C11H200 168,7
3-hidroxi-$-damascone 87 19,83 0,82 69,1 C13H2002 208.3
3-0x0-a-ionol 96 20,52 0,98 108,1 CeHs 96,1
siringaldeido 95 20,83 1,48 182,1 C7HecO 106,1
trans-f-ionona-5,6-epoxido 59 21,49 1,16 123,1 Ci3H2002 208.2
diidro-a-ionona 30 22,33 0,61 43,1 Ci3H220 192,2
p-hidroxi-cinamato de metila 38 23,06 0,67 93,1 Ci10H1003 178,1
loliolideo 98 23,30 4,33 111,1 C11H1603 196,2
f-asarona 70 24,71 1,36 208,1 C12H1603 208.,2
ferulato de metila 50 25,39 0,56 43,1 C11H1204 208.2
palmitato de metila ico 93 26,53 1,10 74,1 CeHi1202 256.4
acido palmitico 99 27,22 3,75 73,1 CeHi120; 2564
a-asarona 58 27,54 0,45 208,1 C11H1204 208,2
1-heptadecano 91 29,57 0,66 43,1 CH3(CH2)14«CH=CH, 2384

esqualeno 64 41,19 0,56 69,1 Cs0Hso 410,7



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C12H16O3&sort=mw&sort_dir=asc
javascript:document.searchform_formula.submit()
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Figura 74 - Perfil cromatografico da particdo em diclorometano do extrato metanolico do caule
de A. repens.
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A seguir ¢ apresentado o perfil cromatografico da particdo em diclorometano oriunda do
EMF. Os espectros de massas de cada um dos picos detectados e as suas correspondentes
identificacdes, sugestivas da biblioteca NIST (Tabela 29), encontram-se sequencialmente
apresentadas apos o cromatograma (Figura 75).

Apds a analise do cromatograma apresentado na figura 102, destacaram-se como
constituintes principais o acido salicilico (3,35 %) como representante da classe dos fenolicos e
vomifoliol (11,11 %) como nor-isoprendide.

As mesmas classes de substancias majoritarias do EMF, fenolicos e nor-isoprendides,

foram no EMC.

Tabela 29 - Substancias identificadas na particdo em diclorometano do extrato metandlico de folhas de A. repens
e seus respectivos indices de similaridades (IS), tempo de retengdo (TR), area relativa do pico (area), pico base
(PB), formula molecular (FM) e massa.

Substancia I.S. (%) Tr(min.) Area(%) PB.(m/zy FM. MM.
4-vinilfenol 91 10,24 1,68 120,1 CsHsO  120,1
Acido salicilico 92 13,00 3,35 120,1 C¢HsCOOH 122,1
3-oxo-alfa-ionol 90 20,52 0,82 108,1 CeHs 96,1
siringaldeido 90 20,81 2,75 182,1 C7HsO 106,1
p-hidroxi-cinamato de 46 23,01 0,55 147,1 Ci1oH1003  178,1
metila

Loliolideo 96 23,34 6.65 111,10  CuHis0s  196,2
vomifoliol 50 23,74  11.11 124,1 Ci3H200s 2242

o-asarona 94 27,52 0.51 208,1 CiiHi204  208,2
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Figura 75 — Perfil cromatografico da parti¢ao em diclorometano do extrato metandlico de folhas
de A. repens.
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4.10 Atividade imunomoduladora

Extratos brutos do material in vivo de Arachis repens e particdes do extrato metanolico foram
avaliados quanto a capacidade de modular o processo inflamatério frente ao NO e TNF-a, assim
como a sua citotoxicidade.

Para estudar o perfil imunofarmacolédgico dos extratos da espécie selecionada, utilizou-se
como modelo: Macréfagos murinos da linhagem RAW 264.7 e Fibroblastos murinos da linhagem
L929 forma obtidos da American Type Culture Collection (ATCC).

A imunomodulag¢do baseada na inibigdo da producdo de NO e TNF-a foi avaliada em
macrofagos RAW 264.7 estimulados com lipopolissacarideo (LPS) na concentragdao de 1 pg/mL e
tratados com as amostras nas concentragdes de 0,8; 4; 20 e 100 pg/mL.

A presenca de doses crescentes dos extratos adicionados no momento da ativagao resultou
em uma redugdo na producdo de NO em todos os extratos testados. Como pode ser observado na
figura 76, dentre os melhores resultados apresentados, destacam-se a fragcdo em acetato de etila (FR
AcOE}Y) de folhas (100png/mL) que inibiu 93,77 £ 3,87% e a fragdo em diclorometano de caules (FR
DCM) (100pg/mL) que inibiu 95,22 + 8,84% da produgao de NO. A frag¢ao hexanica de folhas (FR
HEX) a 100pg/mL também apresentou excelentes resultados, com inibi¢do 87,32 + 1,33%, bem
como o extrato bruto em diclorometano (EB DCM) que inibiu 72,08 £ 15,23% a 100pg/mL. Quando
observamos a concentracdo de 20ug/mL, os extratos metanolicos (FR DCM) obtiveram a maior
inibi¢do da produgdo de NO com 49,62 + 3,52% para os extratos de caules e 52,95 + 16,68% para
os extratos de folhas.

Ao analisarmos a inibi¢do da TNF-a (Figura 77), observamos que a fragdo aquosa do extrato
metanolico das folhas (FR Aq - 4ug/mL) e FR DCM (100pg/mL) apresentaram as maiores taxas,
com 31,59 +27,10% e 21,99 + 6,36%. Quando ocorre um aumento na concentragdo do FR Aq ha
uma diminui¢do da porcentagem de inibigdo. Além destes, o extrato bruto hexano do caule
apresentou 35,63 + 17,91% de inibi¢do da TNF-a. Os extratos brutos e particdes do caule obtiveram
uma porcentagem de inibicao menor que as folhas, com exce¢do para o EB HEX, que se destacou,
em diversos extratos nao foi possivel observar atividade inibitoria. Os extratos EB HEX, EB MeOH,
FR DCM, na concentragdo de 100pg/mL obtiveram 35,63 + 17,91%; 18,64 + 11,14%; 16,68 +
6,18% de inibi¢do, respectivamente (Figura 77).
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Figura 76 - Avaliacdo da inibicao da producgdo de 6xido nitrico (NO) em macréfagos RAW

Porcentagem de Inibigao

Porcentagem de Inibigdo

264.7 na presenga da espécie vegetal Arachis repens. (A) Extratos e fragdes das
folhas e (B) Extratos e fragdes do Caule. As amostras foram avaliadas nas
concentragoes de 0.8, 4, 20e 100 pg/mL. A concentracdo de nitrito no
sobrenadante foi determinada usando como referéncia uma curva de nitrito de
sodio. O percentual de inibicdo da produ¢do de NO foi analisado através do
método de Griess em comparagdo com os percentuais dos controles. Controle
positivo da producao de NO: macrdofagos estimulados com 1 pg/mL de LPS e ndo
tratados. Controle negativo: macrofagos nao estimulados e ndo tratados.
*H%P<0,001; **P<0,01 e *P<0,05 diferenga estatistica quando comparado com o
controle positivo (M® + LPS). Média aritmética + desvio padrao (n=3).
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Figura 77 - Avaliagdo da inibicdo da producdo da TNF-a em macrofagos RAW 264.7 na
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presenga da espécie vegetal Arachis repens. (A) Extratos e fracdes das folhas e (B)
Extratos e fragdes do Caule. As amostras foram avaliadas nas concentracdes de 0.8,
4,20 e 100 pg/mL. A producdo da TNF-a foi estimada através do bioensaio com
L929 (linhagem celular sensivel a TNF-a) através do método de MTT. A
concentracdo da TNF-a no sobrenadante foi determinada usando como referéncia
uma curva-padrao com TNF-a e o percentual de inibi¢do foi comparado com os
percentuais dos controles. Controle positivo da producdo da TNF-a: macrofagos
estimulados com 1 pg/mL de LPS e nao tratados. Controle negativo: macrofagos
nao estimulados e ndo tratados. ***P<(0,001; **P<0,01 ¢ *P<0,05 diferenca
estatistica quando comparado com o controle positivo (M® + LPS). Média
aritmética + desvio padrao (n=3).
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O efeito citotoxico foi avaliado a partir do sobrenadante dos macréfagos murinos RAW
264.7 estimulados com lipopolissacarideo (LPS) na concentracdo de 1 pg/mL e tratados com as
amostras nas concentragoes de 0,8; 4; 20 e 100 ug/mL.

A andlise do efeito citotéxico em macrofagos da linhagem RAW 264.7 mostrou que os
extratos de folhas Eb DCM (extrato bruto em diclorometano) e FR DCM (fragdo em diclorometano)
na concentracdo de 100 pg/mL obtiveram a maior taxa de citotoxicidade, com 98,93 + 2.37% e
80,33 +6,23%, respectivamente. A analise do efeito citotoxico dos extratos de caules mostrou 64,85
+ 7,12% para Eb DCM e 93,99 + 0,57%, também na concentracao de 100 pg/mL (Figura 78).

No entanto, ndo foram observados efeitos citotoxicos na fragdo em diclorometano (FR
DCM) (extrato metanolico) dos extratos de folhas, na concetracdo de 20 pg/mL. Na avaliagdo dos
extratos de caules, as fracdes em acetato de etila (FR AcOEt) e fracdo em butanol (FR BuOH), do
extrato metanodlico, ndo foram observados efeitos citotoxicos estatisticamente significativos quando

comparado com o controle negativo, ambos testados na concentracao de 100 pg/mL (Figura 78).
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Figura 78 - Efeito citotoxico em macrofagos RAW 264.7 na presenca da espécie vegetal
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Arachis repens. (A) Extratos e fragdes das folhas e (B) Extratos e fracdes do Caule.
As amostras foram avaliadas nas concentragdes de 0.8, 4, 20 ¢ 100 pg/mL. O
percentual de citotoxidez foi analisado através do método com MTT em
comparagcdo com os percentuais dos controles. Controle positivo: macroéfagos
estimulados e tratados com Triton 1% (Lise total). Controle negativo: macrofagos
ndo tratados (Viabilidade total). ***P<0,001; **P<0,01 e *P<0,05 diferenca
estatistica quando comparado com o controle negativo. Média aritmética + desvio
padrao (n=3).
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5 DISCUSSAO

Morfogénese in vitro

O amendoim comestivel ¢ a espécie mais estudada do género, com diferentes substancias
descritas e associadas a efeitos benéficos a saude humana (BALASUBAHINI et al., 2003; ONO et
al., 2005; LEE et al., 2007). Considerando o potencial para a producdo de substancias bioativas, e
levando-se em conta a escassez de estudos envolvendo outras espécies do género, estudos correlatas
a estas tornam-se extremamente relevantes.

A maioria dos trabalhos realizados com espécies do género Arachis tem relatado a
ocorréncia de organogénese a partir de explantes cultivados em meios suplementados com auxinas
e/ou citocininas (BAJAJ et al., 1981; BURTNIK ¢ MROGINSKI, 1985; MCKENTLY et al., 1991;
CHENG et al., 1992; CHENGALRAY AN et al., 2001).

A indugdo de calogénese e organogénese indireta foram observadas neste trabalho, em
cultura de segmentos nodais e internodais em meio suplementado com TDZ, nas diversas
concentragoes testadas (13,6 — 31,8 uM). Entretanto, vale ressaltar que a resposta ao TDZ varia de
acordo com a espécie. Em Cajanus cajan, como exemplo, menores concentracdes de TDZ
induziram a formagao de brotos € em concentragdes mais elevadas houve uma mudanca na via de
regeneragado, levando a formagao de embrides somaticos (SINGHet al., 2003). Por outro lado, em
Echinacea purpurea, a mesma concentragdo de TDZ induziu dois tipos de respostas, embriogénese
somatica e organogénese (JONESet al., 2007).

Geralmente, nos trabalhos de cultura de tecidos realizados com o género Arachis, ocorre a
suplementagdo do meio de cultura com citocininas isoladas ou em combinagdo com auxinas,
havendo a inducdo de organogénese (BAJAJ et al., 1981; BURTNIK ¢ MROGINSKi, 1985;
MCKENTLY et al., 1991; CHENG et al., 1992; CHENGALRAYAN et al., 2001). Além disso, os
principais tipos de explantes utilizados sdo sementes, eixos embrionarios, cotilédones ou
hipocaétilos. Outros estudos obtiveram a regeneracao de plantas em algumas espécies de Arachis e,
em outras leguminosas, usando apenas citocininas (GILL e OZIAS-AKINS, 1999;
RADHAKRISHNAN et al., 2000; SINGH et al., 2003).

Além das condigdes de cultura e do tipo de explante, o gendtipo desempenha um importante

papel ao regulador de crescimento, na inducdo da resposta morfogénica (MROGINSKI et al,
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1981; MCKENTLY et al, 1991.) e, pode explicar a diferenca de respostas obtidas em
varias espécies (BANERJEE et al., 2007).

Muitas estratégias podem ser utilizadas para induzir ou aumentar a producao de metabolitos
secundarios (SHEPHERD, 1995). Em relacao a elicitacdo das culturas in vitro foi observado neste
trabalho que a elevagdo dos teores de resveratrol, ap6s diferentes tempos de exposi¢do ao ultrassom,
ocorreu com o tempo de 5 min sem pos-tratamento. Sob esta melhor condicdo, observou-se um
aumento no teor de resveratrol em até 496,09 + 80,72 %. Para os materiais in vitro, os valores em
massa mais significativos (1,905 + 0,310 mg/g) foram observados em calos derivados de segmentos
nodais e intermodais em resposta a TDZ a 13,6 uM elicitados por 5 minutos. De uma maneira geral,
os maiores teores de resveratrol foram observados em extratos derivados de calos em meio
suplementado com as menores concentracdes de TDZ testadas.

O teor de resveratrol encontrado em calos de A. repems provenientes de meio MS
suplementado com TDZ a 13,6 uM ¢ equivalente ao relatado na literatura para o género Arachis.
Coodsey et al. (1988), Ku et al. (2005) e Yang et al. (2010), observaram teores de 4,3; 3,93 ¢ 2,13
ug/g de resveratrol, respectivamente, em culturas de calos de A. hypogaea elicitadas por
microorganismos ou UV-C (Ultravioleta C). Estes mesmos autores nao detectaram resveratrol em
culturas ndo elicitadas.

Rudolf e Resurreccion (2005) observaram que a exposi¢do ao ultrassom (US) causou um
aumento significativo na concentragdo de resveratrol em amostras de A. hypogaea ap6s 24 h de
incubagdo no escuro. A maior quantidade de conteudo de resveratrol (3,96 ng / g) foi encontrada
em graos de amendoim em fatias tratadas com exposi¢do ao US por 4 min e incubados por 36 h
(RUDOLF e RESURRECCION,2005). Do mesmo modo, o aumento da quantidade de resveratrol
para 0,32-6,39 pg/ g apos exposicao ao US, foi de 16 a 319 vezes superior aos controles (SALES e
RESURRECCION, 2009). Tem sido relatado que o tratamento por US provoca um aumento rapido
na atividade enzimatica da PAL (phenylalanine amonium liase), que ¢ a principal enzima
responsavel pela desaminacdo da fenilalanina para a biossintese de resveratrol. A biossintese do
trans-resveratrol parte de uma molécula de p-cumaril-CoA e trés moléculas de malonil-CoA,
formando uma molécula instavel que pode formar chalcona ou resveratrol em presenca das enzimas
chalcona sintase e estilbeno sintase, respectivamente (SOLEASet al., 1997; WU e LIN, 2002).
Assim, o aumento do teor de resveratrol pode ser atribuido a maior expressao de PAL devido a
exposicao ao tratamento por US (HASANet al., 2013).

Avaliou-se neste trabalho o contetido de fenois totais encontrado em extratos metandlicos de
folhas de plantas in vivo de A. repens. Os resultados mostraram valores em equivaléncia de 356,17

+ 1,36 pg de acido galico/mg de extrato (EAG/mg extrato), o qual pode ser considerado alto quando
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comparado com teores relatados em trabalhos com outros géneros. Sarkar et al. (2009) observaram
valores de EAG em torno de 91,47 ng de acido galico/mg de extrato de Spondias pinnata. Além
disso, Sousa et al. (2007) encontraram valores de 45,82; 66,14; 38,70 ¢ 11,55 mg de EAG/g de
material vegetal em espécies dos géneros Terminalia, Cenostigmata, Qualea e Copernia,
respectivamente. Ja em trabalhos realizados por Camargo et al. (2008) com duas cultivares de A.
hypogaea (IAC-Tatu ST e IAC-Runner 886), foram determinados teores de compostos fendlicos
totais de 33,27 £0,3 e 51,59 + 7,1 mg.g"!' de extrato, respectivamente.

Além da avaliagdo de producdo de polifenois em extratos de 4. repens, a capacidade de
reducdo do radical DPPH também foi avaliada neste trabalho pela primeira vez, a fim de se
estabelecer uma possivel correlagdo entre a producgdo de polifendis totais e a atividade antioxidante.
Os extratos preparados a partir de folhas de plantas in vivo apresentaram poder redutor de até 70,95
+0,83%, assemelhando-se aos resultados descritos para A. hypogaea (YEN e DUH, 1995; NEPOTE
et al.,2002), onde foram obtidos valores de inibi¢do do radical DPPH em torno de 90%. Nos
trabalhos realizados por Camargo et al. (2008) com as cultivares IAC-Tatu ST e IAC-Runner 886
de A. hypogaea, o poder redutor do DPPH foi de 51,90 + 15,2 e 39,76 + 13,7%, respectivamente.

De acordo com esses resultados, podemos sugerir que o extrato metanolico bruto de folhas
de 4. repens mantidas in vivo apresenta um teor de fenois totais relativamente alto, o que pode estar
associado a atividade antioxidante, devido as propriedades redutoras associadas as estruturas
quimicas dessas substancias.

Neste trabalho, a determinacao da presenga de resveratrol (RSV) em 4. repens foi realizada
por CLAE, em materiais obtidos in vivo e in vitro. No que diz respeito a otimiza¢ao da metodologia
de extragdo por ultrassom para a obtengdo do RSV, inicialmente, foram avaliadas diferentes
proporgdes do solvente. Os ensaios foram realizados usando misturas de metanol: d4gua de 40% a
100%. Como pode ser observado, as condi¢des que produziram a melhor extragcao do resveratrol era
80% metanol. A separagdo e a extracdo de compostos fendlicos dependem, dentre outros, da
polaridade dos solventes e do proprio constituinte, e, portanto, um inico solvente pode nao ser eficaz
para a extragdao de um determinado composto bioativo. Assim, uma combina¢do de dlcool com agua
pode ser mais eficaz na extracdo de compostos fendlicos (MARKHAM, 1982; MARKOM et al.,
2007). Quando a concentracdo do metanol aumentou de 40% para 80%, houve um aumento do teor
de RSV de 0,34 + 0,02 mg/g, possivelmente, devido ao aumento da solubilidade do composto
fenolico neste sistema (JAYAPRAKASHA, GIRENNAVAR e PATIL, 2008). Nossos resultados
estdo de acordo com Liyana-Parthirana e Shahidi (2005), onde o total do teor de polifenois em trigo
aumentou quando a concentracao de etanol foi elevada. Spigno, Tramelli e Faveri (2007) relataram

um maior conteiido de fenolicos nas sementes de uva quando foi usado etanol a 50%. Lu ef al.
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(2011) obtiveram um alto teor de compostos fenolicos quando utilizou etanol a 67% na extracdo da
casca da raiz de Wikstroemia indica. No entanto, quando a concentra¢do de metanol ultrapassou os
80%, o teor do RSV nas amostras reduziu.

Com a finalidade de estabelecer o tempo 6timo de extracdo em ultrassom, tendo-se como
critério o maior rendimento na extragdo de RSV, estabeleceu-se uma curva cinética (rendimento da
extragdo em funcdo do tempo) utilizando-se o sistema metanol: dgua (8:2 v/v). Através dos
resultados apresentados verificou-se que o tempo de extragdo melhora o rendimento do processo.
Porém, ¢ importante considerar que a escolha do tempo de extracdao deve ser criteriosa, pois, quanto
maior o tempo de exposicdo das substincias ao ultrassom, maior a possibilidade de ocorrer
degradacdo dos mesmos. Além disso, vale ressaltar que, resultados semelhantes podem ser
encontrados em periodos mais curtos comparativamente a exposigdes mais longas (LIST e
SCHIMIDT, 1989). No presente trabalho, verificou-se que a partir de 5 min o processo de extragao
nao mostrou-se significativo em relacdo ao aumento de tempo; portanto, optou-se por adotar 5 min
como sendo o tempo 6timo de extragdo por maceragdo com ultrassom. Celeghini et al. (2007)
verificaram que para extrair psoraleno e bergapteno em amostras de Dorstenia brasiliensis foi
necessario um tempo de 60 minutos de exposi¢ao a maceragao € ao ultrassom.

No presente estudo, o teor de RSV aumentou com o aumento da proporcao solido-liquido.
As propor¢des mais baixas de solido-liquido (1:20 e 1:30), resultaram em menor extragcdo de RSV,
sendo 1,4 e 1,55 mg/g de extrato, respectivamente. Quando a propor¢ao s6lido-liquido aumento de
1:30 para 1:40, o contetdo de RSV foi igualmente aumentado, o que provavelmente ocorreu devido
ao fato de uma quantidade maior de solvente penetrar nas células sob as condi¢des de alta razdo de
solidos para liquido (PRASAD et al., 2009). Com novo aumento da propor¢ao sélido-liquido, de
1:40 para 1:50, uma reducao do teor de RSV foi observado. Kojic et al. (2007) obtiveram maior
conteudo de polifenol nas sementes de uva quando foi usado uma relagao sélido-liquido de 1:40
(m/v). Pompeu et al. (2009) relataram que a extracdo de compostos fenodlicos era altamente
dependente da propor¢do liquido-sdlido. Eles relataram que a propor¢do de 1:40 (g/mL) foi
suficiente para extrair grandes quantidades de compostos fenolicos a partir de frutos de Euterpe
oleraeceae. Gan e Latiff (2011) relataram que a relacdo solido-liquido de 20 mL/g desempenharam
um papel significativo no rendimento de compostos fenolicos.

O desenvolvimento de métodos mais eficientes para a extracao de compostos vegetais torna-
se cada vez mais necessario, a fim de aumentar o apelo comercial. Alguns autores (BALLARD et
al., 2009; NEPOTE et al., 2002; NEPOTE, GROSSO ¢ GUZMAN, 2005; YU et al., 2006; YU et
al., 2005) tém utilizado técnicas de extracdo liquido-sélido tradicionais utilizando diferentes

solventes organicos para extrair os antioxidantes de peles de amendoim. Nepote et al. (2005)
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estudaram os efeitos de diversos parametros na extracdo de compostos fendlicos de peles de
amendoim, usando varias concentragdes de EtOH aquoso como solvente de extracdo. O rendimento
méximo de fenois totais encontrado foi de 0,118 g/g”!. Wang et al. (2007) extrairam compostos
fenolicos de peles de amendoim desengordurados por maceragdo com 50% (v / v) de EtOH aquoso
a temperatura ambiente e relatataram um total de compostos fenolicos de 90 mg/g! do extrato.

O interesse na extragcdo assistida por micro-ondas (EAM) aumentou significativamente ao
longo dos tltimos 5-10 anos como um resultado das suas inerentes vantagens (redugdo do tempo de
extragdo e volume de solvente) sobre técnicas mais tradicionais de extragdo (por exemplo,
maceragdo e extragdo por Soxhlet). Métodos de extracdo convencionais tém sido associados a
elevados volumes de solventes, tempos mais longos e, aumento do risco de degradagdo de
componentes termoldbeis. Na EAM, o solvente e amostra estdo acondicionados em recipientes de
extracdo selados em condigdes de temperatura e de pressao controladas. Os recipientes fechados
permitem que a temperatura do solvente possa subir bem acima do seu ponto de ebulicdo, o que
reduz o tempo de extracdo e, posteriormente, aumenta a eficiéncia da extragcdo. A capacidade de
extragdo do micro-ondas ¢ determinada pelo aumento da probabilidade de choques intermoleculares
devido a alteragdes sucessivas na orientagao de moléculas polares onde € possivel controlar fatores
que influenciam a eficiéncia de extracao, tais como agitacao, temperatura, pressao e tempo (GEDYE
e WEI 1998; DE LA HOZ et al., 2005). A eficiéncia do processo esté diretamente relacionada com
as condi¢gdes de operacdo eleitos. Deve ser dada especial atencdo aos pardmetros que podem
influenciar o desempenho da extragdo por micro-ondas, tais como composi¢ao do solvente, relagao
solido-liquido, temperatura de extracao, de energia de micro-ondas, de tempo, e as caracteristicas
da matriz, incluindo o conteudo de dgua (VEGGI et al., 2013).

Neste trabalho temos aperfeicoado um processo para extragdo de RSV utilizando a
metodologia de superficie de resposta em um ambiente de laboratério (Junior et al., 2001). A
metodologia de superficie de resposta (MSR) tem sido utilizada como uma ferramenta para otimizar
as condi¢des de extragdo a fim de se maximizar a obtengdo de produtos. MSR ¢ uma ferramenta
estatistica para o desenvolvimento e otimizacdo de processos com uma ou mais respostas
influenciadas por diversas variaveis (GUNAWAN et al., 2005). A vantagem da MSR € que ele
permite ao utilizador recolher grandes quantidades de informagao a partir de um pequeno numero
de experimentos (JUNIOR et al., 2013). O uso da MSR também permite observar os efeitos das
variaveis individuais e sua combinacao de interagdes sobre as respostas. A extragdo assistida por
micro-ondas foi utilizada para extragdo de RSV a partir de uma grande variedade de matrizes de
amostra e, como uma técnica alternativa promissora para diferentes aplicagdoes (GAO et al., 2006;

ROSTAGNO et al., 2007).



167

No estudo do melhor tempo para a extragdo, o tempo de 20 min demostrou ser suficiente.
Embora seja esperado que quanto mais longo o tempo de exposi¢ao, mais eficiente seria a extragao,
longos tempos de extragdo podem promover a degradacdo do composto de interesse (CORREA et
al.,2012). Quando as melhores condi¢des encontradas para a extragdo de RSV sdo comparados com
outros estudos sobre fendlicos, como a otimizagdo da extra¢do de flavonolignanas (DHOBI et al.,
2009) e antocianinas (SUN et al., 2007), estes resultados sdo semelhantes no que diz respeito ao
tempo.

Um aumento na massa acima de 1:35 (m/v) ocasionou uma reducdo da eficiéncia de
extragdo. Este resultado foi surpreendente uma vez que se esperava um aumento do teor de RSV
com o aumento da massa. Uma possivel explicacdo para esse resultado ¢ que o aumento da massa
ocasionou a diminui¢do da area de superficie disponivel para o solvente penetrar na matriz da
amostra e, com isso, solubilizar os compostos, provocando uma reducao no rendimento da extragao
(BALLARD et al., 2010).

Em relagdo a temperatura e a agita¢do ¢ possivel observar uma melhor interacdo quando ha
um aumento do valor das varidveis, gerando uma maior extragao. Os valores elevados de agitagao
e de temperatura proporcionam uma maior extracdo de RSV, provavelmente, pelo aumento da
dessor¢ao e dissolucdo de substancias ligados a matriz da amostra (RUANet al., 2007).

Para a extrag¢do assistida por micro-ondas, o modelo matematico proposto apresentou as
melhores condi¢des de extragdo, dentre os parametros testados, conseguindo otimizar as condi¢des
de extracao para o RSV. A condicao otimizada pelo modelo matematico resultou em uma proporcao
solido/solvente de 1:35, concentracao do solvente de 90% MeOH/H>0, agitacdo de 1.200 rpm e
60°C de temperatura. Com estas condicdes ¢ possivel alcangar o teor de 2.516 mg/g de RSV.

Em relagdo a quantidade de RSV, os resultados apresentados neste trabalho estdo de acordo
com os relatados na literatura em trabalhos com A. hypogaea. Geralmente os processos de extragao
sao realizados com sementes e usa-se apenas a extracdo por maceracao. Chukwumabh et al. (2007)
testaram diferentes métodos de extracdo, e relataram a extracdo assistida por micro-ondas como a
mais eficiente para recuperar os maiores teores de trans-resveratrol (1,998 + 0,226 mg/100 g de

amendoim).
Atividade Alelopatica
Os extratos brutos obtidos por maceragdo a partir de folhas e caules de plantas in vivo de

Arachis repens foram utilizados para avaliar o potencial alelopatico. Os bioensaios foram realizados

utilizando L. sativa como organismo teste. Todos os extratos brutos a saber: n-hexano,
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diclorometano e metanol, mostraram efeito alelopatico. Em geral, os extratos metandlicos de caules
exibiram maior bioatividade em relacdo aos extratos hexanicos e diclorometanicos, nas
concentragdes testadas de 1000 a 100 ppm. Assim como observado por Ladhariet al. (2013), a
atividade alelopatica inibidora do crescimento apresentada neste trabalho foi destacada para o
extrato o metandlico, em vez dos mais apolares como hexano e diclorometano. As substancias
envolvidas nos processos alelopaticos sdo metabolitos secundarios, com diversas estruturas
quimicas (TODOROVA, 1996). Compostos polifendlicos de Myriophyllum spicatum foram
responsaveis por reduzir o desenvolvimento de fitoplancton e epifitas no periodo inicial de
crescimento (GROSS, 2000; PLANAS et al.,1981). WIUM-ANDERSEN et al. (1983) sugeriram
que um composto 1abil, o qual facilmente libera enxofre elementar, ¢ responsavel pelo baixo
potencial epifitico de Ceratophyllum demersum. Compostos alelopaticos ativos também foram
encontrados em varias microalgas com énfase em cianobactérias (SCHAGERL et al., 2001;
TODOROVA, 1996; SMITH e DOAN, 1999; DOAN et al., 2000; CARMICHAEL, 1991). Muitas
destas substancias isoladas exibiram efeitos antimicrobianos, toxicos, citotoxicos e sdo, portanto, de
grande interesse para a farmacologia, biotecnologia, medicina e agricultura (BERGER e
SCHAGERL, 2004).

O extrato metandlico de caules e folhas de 4. repens foi particionado e estas particdes foram
avaliadas quanto ao potencial alelopatico. Observou-se importante efeito de inibigao do crescimento
de hipocotilos e das raizes, principalmente nas parti¢des organicas em diclorometano e em acetato
de etila, alcancando niveis de inibi¢do de 98,62% na particao diclorometanica (1.000 ppm) sobre as
radiculas e 95,28% sobre os hipocotilos. Desta forma, verificou-se que o processo de fracionamento
do extrato metanolico propiciou o aumento da atividade alelopatica inibidora, em 98,62 %, do
crescimento de raizes de L. sativa. Em termos de Clso partiu-se, por exemplo, de uma faixa de 122-
509 ppm determinada para o extrato metanolico de folhas para uma faixa de Clso de 96-187 ppm
para a particdo em diclorometano, demonstrando que o processo de fracionamento do extrato
possibilitou a concentragao dos aleloquimicos na particdo em diclorometano.

Estes mesmos resultados foram verificados por Baratelliet al. (2012) quando testaram as
parti¢des do extrato etanolico, onde a Clso partiu de 1.054 ppm e passou a 336 ppm na parti¢do em
diclorometano. Ou seja, a atividade alelopatica inibidora do crescimento de L. sativa aumentou com
o processo de purificagdo do extrato bruto. Os resultados obtidos na particdo em diclorometano de
Baratelli ef al. (2012) foram especificos para inibigdo do crescimento de raizes de L. sativa,
enquanto que no caso de A. repens tanto as raizes como os hipocotilos foram inibidos em
percentagem superior a 95%, o que torna esta parti¢do importante do ponto de vista de avaliagdo

dos seus constituintes responsaveis pela atividade alelopatica. Este dado torna-se relevante visto que
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se observa na literatura que a atividade inibidora do crescimento esta relacionada a um ou outro
orgdo, seja raiz ou hipocétilo (Ladhari et al., 2013, Othman ef al., 2012). Neste estudo detectamos
uma fracdo capaz de inibir os dois orgaos, raizes e hipocétilos, o que torna esta fragdo bastante
promissora para o desenvolvimento de um futuro herbicida.

A andlise do cromatograma em CG/EM das partigdes em diclorometanos tanto de caules
como das folhas indicou que ambos apresentavam um perfil qualitativo de constituintes
semelhantes. A constitui¢do quimica destas particdes mostrou a presenca de fenolicos, nor-
sesquiterpenoides, fenilpropandides, triterpenos e acidos graxos. Os constituintes identificados
nesta particao, exceto os acidos graxos e triterpenos, ainda ndo foram descritos para esta espécie.
Dentre eles, destacam-se os fenolicos (LI et al., 2010), nor-sequiterpenos (KATO-NOGUCHI et al.
2010) e fenilpropanoides (POLLIO et al., 1993) que sdo reconhecidos como classe de substancias
aleloquimicas na literatura.

O constituinte identificado como a-asarona, um fenilpropanoide, foi capaz de interferir no
padrdo de crescimento, fotossintese, respiracdo e ainda na estrutura celular de duas microalgas
(Ankistrodesmus braunii e Selenastrum capricornutum) (POLLIO et al., 1993). Os fenolicos, como
o siringaldeido aqui identificado, possui hidroxilas em posi¢ao orto, o que possibilita quelar metais,
propriedade esta que influencia na acumulacao e na disponibilidade de metais pelo vegetal, inibindo
desta forma o seu desenvolvimento (LI et al., 2010). Os nor-sequiterpenos sdo muito encontrados,
por exemplo, em girassois Helianthus annuus (Macias et al. 2002) e sdo reconhecidos pela atividade
inibitoria seletiva sobre o desenvolvimento de espécies monocotiledoneas (MACIAS et al., 1998).
Através destes dados, pode-se sugerir que a atividade inibidora do desenvolvimento de L. sativa e
das ervas daninhas (Commelina benghalenses e Panicum maximum) esteja relacionada pelo
conjunto de substancias identificadas na particdo diclorometanica de A. repens e que estes
constituintes estejam atuando sinergicamente por diferentes mecanismos de agao.

Commelina benghalenses e Panicum maximum sao ervas daninhas dificeis de serem
controladas pelo glifosato, herbicida ndo seletivo atualmente utilizado e que age por inibi¢do da
enzimaenol-piruvil-shikimato-fosfato-sintetase (EPSPS) da rota de sintese dos acidos aminados
aromaticos e do 4cido chiquimico (Meschede, Velini e Cabonari, 2008). Por esta razdo, pelo
desenvolvimento de resisténcia destas daninhas ao glifosato e, mais ainda, pelo fato destas daninhas
serem infestantes de comodities de importancia econdOmica para 0 nosso pais, como os cultivos de
cafés, soja e cana de agticar, a busca por herbicidas alternativos se torna relevante. Desta forma, a
determina¢do de uma particdo diclorometanica rica na mistura de fendis, nor-sesquiterpenos,
fenilpropanoides, acidos graxos e triterpenos proveniente de 4. repens poderd indicar um possivel

uso desta espécie especificamente para o combate destas daninhas resistentes, tendo em vista ao fato
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de que esta espécie ja possui utilizagdo, em jardinagens, com a finalidade de inibir daninhas em
geral. Os resultados obtidos de inibicdo da germinacao e desenvolvimento das duas daninhas sob a
acao de extratos de 4. repens estao sendo pela primeira vez descritos através deste estudo.

Estes resultados sugerem que os extratos de caules e folhas de A. repens possuem
propriedades alelopaticas e, portanto, reune substancias aleloquimicas. Dessa forma, a planta
poderia ser utilizada como um candidato para o isolamento e identificagdo das substancias ativas,
podendo explorar as interagdes de 4. repens com outras plantas vizinhas sob ambientes naturais.
Além disso, os extratos de caules e folhas e/ou o seu residuo pode ser utilizado diretamente in natura
como bioherbicidas, ou as substancias ativas isoladas a partir desta planta usadas como herbicidas
ou em modelos para novos herbicidas naturais, biodegradaveis, como alternativas aos herbicidas
sintéticos de uma forma mais sustentavel. Para o melhor de nosso conhecimento, este ¢ o primeiro
relato sobre constituintes aleoquimicos e de atividade alelopatica in vitro de A. repens.

Os resultados encontrados neste trabalho corroboram com o descrito na literatura
(MIRANDA et al., 2003). Pois, além do A4. repens apresentar como caracteristica a fixagao biologica
de nitrogénio atmosférico, através de associagdes com bactérias do género Rhizobium, fixando entre
65 a 101 kg de nitrogénio/ha/ano, esta espécie também possui atividade alelopatica inibindo o
desenvolvimento de outras espécies concorrentes a0 mesmo espaco em que se desenvolvem. Desta
forma, a utilizacdo desta espécie no consorcio com culturas perenes, além de fornecer nitrogénio,
auxilia no controle de plantas daninhas, cobrindo completamente o solo e, assim, diminuindo a
incidéncia das plantas daninhas

Sabe-se que a presenca de cobertura vegetal, viva ou morta, no solo, atrasam e reduzem a
emergéncia de plantulas daninhas onde a semeadura direta estd consolidada. A presenca de grande
quantidade de massa seca sobre o solo tende a reduzir o estabelecimento de espécies daninhas
devido a diminuigdo da amplitude térmica e formagao de barreira fisica, dificultando, ou até¢ mesmo
impedindo, a emergéncia das plantas daninhas (LAMEGO et al., 2015).

Saraiva (2010) verificou, em experimentos com plantas in vivo, que os solos cultivados com
A. repens e A. repens var. miida apresentaram uma reducdo na velocidade de germinacdo de
sementes de L. sativa de 23,3% e 38,83%, respectivamente, em relagdo ao controle negativo. Estes
resultados corroboram os resultados alelopaticos obtidos em extratos e fragdes de 4. repens nesta
tese. BARATELLI (2006) relatou que o extrato metanolico do latex das folhas de Euphorbia
tirucalli foi testado a 1.600 ppm e foi capaz de inibir o crescimento das raizes de L. sativa em 26%
€, a0 mesmo tempo, estimular o crescimento dos hipocétilos em 17%. Ambos os efeitos cessaram
conforme a concentragdo foi diminuida. Os extratos metandlicos de folhas de A. repens, a 1.000

ppm, foram capazes de inibir 25,68% dos hipocétilos e 57,27% das radiculas de L. sativa. Este efeito
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alelopatico, observado nos extratos alcodlicos, possivelmente € associado aos triterpenos (classe de
substancias amplamente descrita na literatura com capacidade de atuar negativamente sobre o
crescimento vegetal), conforme evidenciado por pesquisa desenvolvida em nosso grupo de
pesquisas ¢ dados da literatura.

BARATELLI (2006), relata que a parti¢ao diclorometanica a 1.000 ppm do extrato etandlico
de folhas de Terminalia catappa apresentou inibicdo média de 86% sobre as radiculas e de 41%
para os hipocotilos. Enquanto que, as particdes em diclorometano do extrato metanolico do caule
de A. repens, na mesma concentracdo testada por Baratelli, apresentou um efeito alelopatico
inibitdrio de 95,28% nos hipocotilos e 98,62% nas radiculas de L. sativa. Esta diferenca observada
¢ importante, pois evidencia o fato de que as substancias responsaveis pela inibicao da germinacao
foram concentradas na parti¢do em diclorometano dos extratos alcodlicos.

E importante salientar que em outros trabalhos descritos na literatura, os efeitos alelopaticos
ocorrem em concentragdes mais elevadas, as quasi vao de 5.000 a 330.000 ppm (BARATELLI et
al., 2012). A concentragdo média efetiva obtida para os extractos de 4. repens foi menor (1.000
ppm), o que refor¢a o seu potencial como uma espécie com efeito alelopatico. Desta forma, os
resultados obtidos em A. repens podem ser considerados promissores visto que a Clso determinada
para o extrato metandlico bruto de folhas estd na faixa abaixo de 509 ppm e, para o extrato
metandlico de caules, a Clso encontra-se na faixa abaixo de 111 pppm. Estes resultados, a partir dos
diferentes orgdos e extratos de diferentes polaridades de A. repens, estdo sendo pela primeira vez
relatados através deste trabalho.

Teoricamente, todas as plantas sdo capazes de produzir estes compostos. Esta caracteristica
¢ mais comum em precursores selvagens das atuais plantas comerciais, as quais se capacitaram para
competir com outras plantas para garantir, ndo s6 a formagao de estandes puros, mas também para
defender-se de inimigos naturais. As principais fungdes das substancias com atividade alelopatica
estdo relacionadas a defesa contra micro-organismos (como fungos, bactéria ou virus), contra
animais fitofagos (como os nematoides, insetos, moluscos e vertebrados) e contra competi¢ao entre
plantas. Estes compostos estdo divididos em trés principais grupos: terpenos, compostos fenolicos
e compostos nitrogenados, sintetizados em diferentes 6rgdos como: folhas, flores, frutos, raizes,
sementes, exsudados resinosos ¢ gemas de muitas espécies vegetais (SARAIVA, 2010).

Os fendis e os terpenos sao compostos que estao mais envolvidos nos efeitos alelopaticos de
inibi¢do de metabolismo das plantas alvo (INDEJIT e DUKE, 2003). Os compostos fendlicos estdo
implicados na inibi¢do da germinagao de sementes e no estabelecimento de plantas em comunidades
vegetais. Dentre os terpenos, os monoterpenos, constituintes frequentes dos 6leos essenciais, estao

mais correlacionados com os efeitos inibitorios observados em sementes, plantas e micro-
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organismos expostos a sua presenca (RICE, 1984; HARBORNE, 1980). Terpenos e compostos
fenolicos foram identificados em diferentes partes de Ocotea odorifera, sendo associados a efeitos
inibitorios sobre a germinagao e desenvolvimento do sistema radicular e da parte aérea de Sorghum
bicolor L. cv. Este efeito alelopatico é, em grande parte, associado a essas substincias, as quais
podem ter atuado sobre a permeabilidade das membranas e/ou sobre o balango hidrico e a aquisi¢ao
de nutrientes pelo sistema radicular. A modificag¢do da permeabilidade das membranas celulares sob
efeitos de aleloquimicos ¢ citada por varios autores, os quais também relatam alteragdes no balango
hidrico de plantas submetidas a extratos vegetais e efeitos sobre a respiragao celular (CARMO,
2007).

Substancias alelopaticas de Dactylis glomerata L atuam sobre a fotossintese de outras
plantas, com acdo similar a dos herbicidas fluometuron e linuron (REIGOSA et al. 1999), enquanto
os acidos fendlicos, as cumarinas, os polifendis e os flavonoides sao apontados como aleloquimicos
que atuam como herbicidas inibitorios da fotossintese, alterando o transporte de elétrons e a
fosforilacdo nos fotossistemas (RIZVI et al., 1992; DURIGAN e ALMEIDA, 1993).

Inoue et al. (2010) confirmaram que esteroides glicosilados, como estigmasterol e sitosterol,
alteraram tanto o desenvolvimento de radiculas como dos hipocotilos de Euphorbia heterophylla,
evidenciando a sensibilidade no desenvolvimento dessa espécie ao efeito alelopatico destes
esteroides. Virtuoso (2008), ao avaliar a fragdo das cascas de Erythrina velutina, em que foram
isolados derivados de estigmasterol e sitosterol, observou que essas substancias foram capazes de
inviabilizar o pleno desenvolvimento de Lactuca sativa, comprovando o efeito alelopatico desses
fitosterdides.

Os sinais identificados por RMN de 'H e *C da amostra M2A23-25 sdo caracteristicos de
sinais de esterdides comuns na natureza. Na comparagao com dados da literatura com as conhecidas
misturas de sitosterol e estigmasterol, identificou-se a presenga destes constituintes em Arachis
repens. Esta analise pode ser corroborada pelo trabalho de Guzman e Cols. (2000), os quais
descreveram a composi¢ao esteroidica de diversas espécies de Arachis, exceto a A. repens, sendo
este o primeiro relato destes fitoesterois na espécie.

As substancias isoladas em 4. repens, em mistura ou ndo, indicam a riqueza da espécie nos
constituintes triterpenicos. Estes triterpenos, representados pelo sitosterol e estigmasterol, em
combinagcdo com a atividade alelopatica, mostraram atividades inibidoras da germinacao e do
desenvolvimento de raizes e hipocotilos. Apesar destes resultados positivos a cerca da inibi¢do do
crescimento de L. sativa, esta mesma atividade nao foi evidenciada em estudos em que utilizaram a

planta aqudtica Lemmna paucicostata como organismo teste (CHUNG, HAHN e AHMAD:; 2005).
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Dentre as fragdes provenientes do fracionamento da particdo em acetato de etila, a maior
atividade foi evidenciada na fracdo metanolica (de menor polaridade em relacdo as fragdes hidro e
hidrometanolicas), cujo teor de fenolicos e de atividade antioxidante foram menores em comparagao
as demais fragdes. Nas fragdes provenientes da particdo em butanol, a fracdo de melhor atividade
alelopatica foi relacionada a fragdo hidrometanodlica, que apresentou percentuais medianos de fendis
e de atividade antioxidante, em comparacdo as demais fragdes de mesma origem. Estes resultados
indicam que a atividade alelopatica das fragdes provenientes da particdo em acetato de etila nao
estariam estritamente relacionadas aos constituites de natureza fenolica, como fendis simples e
flavonoides, que sdo os constituintes comumente encontrados nesta particdo. Para as fragdes
provenientes da particdo em butanol, a maior polaridade das fracdes sugere a natureza heterosidica
dos constituintes presentes. A atividade alelopética de substancias polares, como as que estdo
relacionadas as particdes em acetato de etila e em butanol, ndo sao exemplos comuns na literatura.
Entretanto, sabe-se que os aleloquimicos podem ter natureza lipofilica ou hidrofilica, para permitir
a passagem através da barreira epicutilar foliar, que apresenta ceras de diferentes polaridades,
dependendo de sua composicao (Monquero ef al. 2004).

No presente trabalho, diversos compostos foram identificados nos extratos de 4. repens.
Destes, terpenoides representam um dos mais importantes grupos de aleloquimicos (INDERJIT e
KEATING, 1999). Lupenona e lupeol, identificados no presente estudo, sdo referidos como sendo
aleloquimicos e ja foram descritos por inibir o crescimento da raiz de tomates (PEGUERO et al.
2012). Ja foi relatado a atividade alelopatica do esqualeno, possuindo efeitos, tanto estimuladores,
quanto inibitérios, dependendo da planta alvo (CHOU et al. 2009). Os esterdides também foram
propostos por possuirem atividade alelopatica (MACIAS et al., 1997; INDERJIT e KEATING,
1999). Neste estudo, acidos palmitico e estearico representaram uma proporg¢ao significativa dos
compostos e seus efeitos alelopaticos ja foram descritos por Inderjit e Keating (1999). Além disso,
a presenca de compostos fenodlicos, tais como: catequinas, acido clorogenico, acido p-cumarico,
acido o-cumarico, acido ferulico, dcido tanico e acido cafeico foram associados ao efeito aleopatico
proporcionado pela serapilheira de nozes (MATOK et al., 2009).

As respostas fisioldgicas e morfoldgicas das sementes ou das plantulas a exposicdo a
compostos alelopaticos sao manifestacdes secundarias decorrentes de alteragdes moleculares e
celulares, cujos mecanismos ainda nao foram totalmente elucidados (FERREIRA ¢ AQUILA 2000;
CARMO et al., 2007). Da mesma forma, o perfil quimico da maioria das espécies testadas em
bioensaios de alelopatia também ndo estd disponivel na literatura. Assim, a caracterizagdo fisico-
quimica dos extratos vegetais utilizados nesses bioensaios ¢ extremamente importante para que se

possa concluir a respeito dos efeitos biologicos observados.
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Os bionsaios de germinagdo de sementes na presenca de extratos vegetais sdo pontos de
partida para a investigagdo de efeitos de alelopatia intra e interespecificos, embora haja controvérsia
em relacdo a este tipo de experimento (ANDERSON e LOUCKS 1966; LEATHER e EINHELLIG
1988; HAUGLAND ¢ BRANDSAETER 1996; HAMDI et al. 2001; CARMO et al., 2007). O
argumento ¢ que as sementes, em decorréncia de processos seletivos e evolutivos, sio menos
sensiveis aos aleloquimicos do que as plantulas (FERREIRA e AQUILA, 2000). Por outro lado,
estudos recentes mostram que, embora a porcentagem final de germinagdo possa ndo ser
significativamente afetada pela acdo de aleloquimicos, o padrao de germinacao pode ser modificado,
verificando-se diferencas na velocidade e na sincronia da germinagao de sementes submetidas a tais
compostos (SANTANA et al. 2006). A importancia dessa metodologia se deve ao fato de que as
sementes constituem unidades biologicas por meio das quais processos ecoldgicos, como a
competicao intra e interespecificas, a invasao de novos nichos por espécies nao nativas, a
colonizagdo de novos habitats e a regeneragdo da vegetagdo nativa, dentre outros, podem ser
desencadeados.

No ambiente, o impedimento da germinacdo de sementes quimicamente sensiveis a
substancias alelofitotoxicas liberadas por individuos da sua propria espécie (autotoxicidade) ou nao,
pode ter como consequéncia a diminui¢do da densidade de seus individuos o que, a médio e longo
prazos, pode levar & extingdo local dessa espécie, com implicagdes para a biodiversidade local
(LEVIN 1970; HEYWOOD 1989; NOBLE 1989; REIGOSA et al. 1999; CALLAWAY et al. 2003).
Assim, a sintese ¢ a liberagao de metabolitos secundarios capazes de influenciar negativamente a
germinagdo de sementes ao redor do individuo que os produziu ¢ uma estratégia de interferéncia
competitiva robusta, que confere vantagens a esses individuos quando encontrados em ambientes
naturais; porém, no que tange a estruturacdo de populagdes em agroflorestas, consorcios
silviculturais e de culturas, pode significar a faléncia do sistema (CARMO et al., 2007).

Os fendis e os terpenos sao compostos que estao mais envolvidos nos efeitos alelopaticos de
inibi¢do de metabolismo das plantas alvo (INDEJIT e DUKE 2003). Os compostos fendlicos estao
implicados na inibi¢do da germinacgdo de sementes e no estabelecimento de plantas em comunidades
vegetais. Dentre os terpenos, os monoterpenos, constituintes frequentes dos 6leos essenciais, estao
mais correlacionados com os efeitos inibitdrios observados em sementes, plantas e micro-oganismos
expostos a sua presenca (RICE 1984; HARBORNE 1980). E possivel supor que tais efeitos
inibitdrios sobre a germinacao de plantas e sobre o desenvolvimento do sistema radicular e da parte
aérea de espécies teste se devam em grande parte a essas substancias, que podem ter atuado sobre a
permeabilidade das membranas e/ou sobre o balango hidrico e a aquisi¢ao de nutrientes pelo sistema

radicular (CARMO et al., 2007).
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De acordo com Wang et al., 2014, compostos como f-sitosterol, stigmast-4-eno-3,6-dione,
a-linoleico e linoleico com atividade inibidora contra microalgas. Além disso, Aliotta et al. (1990),
J4 havia identificado o acido linoleico e ,-sitosterol com atividade alelopatica.

Diversos autores tém descrito que algumas classes de aleloquimicos inibem a fotossintese
por induzir mudangas no conteudo de clorofila das plantas receptoras. A aparéncia clordtica das
plantas seria um sintoma da degradag¢do das moléculas de clorofila ou da inibi¢do da sua sintese,
ambos os efeitos mediados por aleloquimicos, que impedem a formacdo das Mg-porfirinas
(EINHELLIG, 1986). Em ambos os casos, esses efeitos lembram a atuagdo dos herbicidas, como as
piridazinonas e imidazolinonas (DUKE 1985; CAYON ef al. 1990; CARMO et al., 2007).

Rizvi et al. (1992) e Durigan ¢ Almeida (1993) observaram que os acidos fendlicos, as
cumarinas, os polifenois e os flavondides sdo apontados como aleloquimicos que atuam como
herbicidas inibitorios da fotossintese, alterando o transporte de elétrons e a fosforilagdo nos
fotossistemas.

A respiragdo celular também pode ser fortemente afetada pela presenga de aleloquimicos, a
respiragdo das células radiculares pode ser aumentada ou diminuida, dependendo da natureza
quimica dos compostos presentes nos extratos vegetais empregados (CARMO et al., 2007).

Os acidos fendlicos sdao potentes aleloquimicos que induzem o aumento da atividade de
enzimas oxidativas, tendo como consequéncia final a modificagio da permeabilidade das
membranas e a formagao de lignina, que contribuem para a redu¢do do alongamento radicular, além
de uma série de alteracdes no metabolismo de lipidios e de proteinas.

Devido as alteragdes morfoldgicas e fisiologicas mencionadas anteriormente, ¢ possivel
pensar que o metabolismo das plantulas testes foi alterado e que os agentes dessas mudangas
afetaram adversamente a atividade respiratéria, seja a nivel mitocondrial, seja por atuarem sobre as
diversas enzimas envolvidas no processo. Independe da resposta respiratdria, o efeito foi sempre
danoso para a planta receptora, evidenciando que este € um importante mecanismo de agao destas
substancias. Os resultados obtidos evidenciam que os extratos de Arachis repens t€m agao inibitoria
sobre o metabolismo das plantas teste, interferindo na captacao da energia luminosa, por diminuir o
teor de clorofila, e na liberagdo dessa energia, armazenada em moléculas organicas, para o
crescimento, multiplicagdo e manutencdo das células, por interferir na respiracao celular. Todos
esses sao processos metabodlicos cruciais para o estabelecimento de qualquer planta.

O fenol vinil-guaiacol foi identificado nos 6leos essenciais de C. cretinum, sendo um dos
compostos mais representativos desta fragdo (5,8%). O 6leo essencial foi testado para avaliar a

atividade alelopatica em rabanetes (Raphanus sativus L.), alface (Lactuca sativa L.) e agrido
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(Lepidium sativum), na concentracdo de 2,5 ug/mL, sendo obtida a inibigdo de 100% para a
germinagdo (FORMISANO et al., 2007).

Os compostos fenodlicos, incluindo o &cido salicilico, sdo constantemente associados a
atividade alelopatica por inibirem a absor¢do de K*, influenciando diretamente na atividade celular
e ocasionando danos aos tecidos vegetais (HARPER e BALKE, 1981).

A substancia 2-metilsoborneol ja foi identificada em cianobactérias e a principio ndo € toxica
para os organismos. Esta substincia esta associada ao odor de mofo nos corpos d’agua eutrofizados
(FREITAS, SIRTORI e PERALTA-ZAMORA, 2008).

Aslani (2014) relatou efeito herbicida exercido pelos extratos em metanol de Tinospora
Tuberculata, em alface e arroz (Oryza sativa f. spontanea) (100 g/L™!). Aslani sugeriu que caules e
folhas possuem compostos fitotoxicos, dentre eles o 3-hidroxi-f-damascone, que quando liberados
para o ambiente atuam antagonicamente interferindo nos mecanismos fisiologicos das plantas
receptoras.

Kato-Noguchi e colaboradores (2010), utilizou extrato em metanol (80%) de folhas e caules
de Vulpia myuros em ensaio alelopaticos com Lepidium sativum, Lactuca sativa, Medicago sativa,
Phleum pratense, Digitaria sanguinalis € Lolium multiflorum. O extrato inibiu o crescimento de
todas as espécies testadas. Apos o isolamento e andlise dos extratos por CLAE, Kato-Noguchi
sugeriu que as substancias ativas foram determinadas como (-)-3-hidroxi-f-ionona e (+)-3-0x0-a-
ionol. Ambas substincias estavam ativas em concentragdes superiores a 0,3 ¢M e inibiram todas as
espécies testadas. Kato-Noguchi indicou que estas substancias podem desempenhar papéis
importantes na atividade fitotoxica.

As iononas s3o substancias provenientes da degradagdo de carotenoides e sdo compostos
encontrados, geralmente, em Oleos essenciais. Nos extratos metandlicos de caules de A. repens,
sugerimos a presenca de trans-f-ionona-5,6-epoxido e diidro-a-ionona. Kato-Noguchi, Hamada e
Clements (2015) associaram estes compostos fitotoxicos a inibicdo da a-amilase em sementes de
agrido. A reparticdo amilolitica de amido de reserva em sementes ¢ essencial para produgdo de
energia e age como precursores biossintéticos para germinagdo e crescimento de plantulas. A a-
amilase desempenha um papel fundamental na degradagdo de hidratos de carbono de reservaem
agucares soluveis durante a germinacao (VARTAPETIAN E JACKSON 1997). Assim, a-amilase
de indugdo ¢ um pré-requisito tanto para a germinagdo de sementes quanto para o crescimento de
plantulas, até que as mudas utilizam a fotossintese para produzir carboidratos (CONLEY et al.,
1999). A inducdo de a-amilase em sementes de plantas estd associada a transcricao de giberelinas
(RITCHIE E GILROY, 1988). As iononas podem inibir a germinagao e o crescimento de mudas de
agriao pela inibi¢ao da inducao de atividade da a-amilase (ORACZ et al. 2012).



177

Souza Filho e colaboradores (2009) testaram a atividade alelopatica do d6leo essencial de
Ocimum americanum em planas daninhas, Mimosa pudica (malicia) e Senna obtusifolia
(matapasto). Entre os constituintes quimicos do 6leo essencial da espécie O. americanum foram
identificados monoterpenos, monoterpenos oxigenados, sesquiterpenos, compostos alifaticos e
fenilpropanoides. Os constituintes em maior propor¢do percentual foram o limoneno (24,0%),
linalol (10,6%), (E)-cinamato de metila (17,0%) e carvona (8,6%). Em 4. repens, apds a andlise por
CG-MS dos extratos metandlicos de caules, foi sugerida a presenca de cinamato de metila,
possivelmente agindo também como aleloquimico.

A substancia loliolida inibiu o crescimento de hipocétilos e raizes de agrido em concentracao
superior a 0,03 uM. As concentracdes de loliolideo necessarias para a ICso foram de 0,18 ¢ 0,15 uM
de raizes e hipocoétilos em agrido, respectivamente (BICH e KATO-NOGUCH]I, 2014). Além disso,
a loliolida foi associada a atividade anti-algas (LU et al. 2011), atividade imunossupressora
(OKADA et al., 1994) e atividade citotoxica (AL-MEKHLAFI ef al. 2012).

Os bioensaios de germinagao realizados com o extrato metandlico do caule da sucupira-
branca (Pterodon emarginatus), a 150 ppm, apresentou percentual de inibicdo de 83% sobre o
desenvolvimento da raiz e 75% da parte aérea e, somente 30% da germinagdo das sementes do
capim-colonido (Panicum maximum). Em casa de vegetacdo, os resultados de inibicdo, a uma
concentragdo de 400 ppm, foram de 83% para o caule, 80% para a raiz e 63% para a germinagao.
Fragdes do extrato metandlico obtidas por cromatografia em coluna cromatografica ndo
reproduziram os resultados obtidos com o extrato metandlico. Esse fato sugere que a atividade
inibitoria depende mais da sinergia entre os varios aleloquimicos presentes do que de poucos
aleloquimicos isoladamente. A fragdo mais ativa (diclorometano/cloroférmio, 5/ 5) € constituida
fundamentalmente por alifaticos de cadeia longa: fitol (13,5%), acido oléico (12,8%), linoleiladato
de metila (10,9%) e acido palmitico (6,9%) (HERANDEZ-TERRONES et al., 2007)

Os oleos essenciais de folhas de E. elaterium, extraidos por hidrodestilagdo, indicaram alta
atividade fitotoxica em sementes de alface. O dleo de folhas foi caracterizado por grandes
quantidades de ésteres alifaticos (30,8%) e hidrocarbonetos aliciclicos (20.4). Nos 6leos essenciais
dos frutos foram encontrados compostos aromaticos (45,33%) e hidrocarbonetos alifaticos (33,0%).
O 6leo das folhas (0,1 mg/mL™") reduziu a germinagio das sementes de alface a 12% e diminuiu
significativamente as raizes e parte aérea das mudas. Nas concentra¢des acima de 0,1 mg/mL™! a
germinagdo foi totalmente inibida em raizes e partes aéreas. Dentre as diversas substincias
identificadas por Razavia e Nejad-Ebrahimi (2010) pode ser destacada a presenga da substancia

heptadecano, assim como em A. repens.
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Atividade anti-inflamatoria

Os anti-inflamatérios estdo entre os agentes terapéuticos mais utilizados no mundo, porém,
apresentam limitagdes com relagdo a sua poténcia, eficécia e efeitos adversos que vao desde efeitos
gastrointestinais até alteracdes cardiovasculares (CALIXTO et al., 2008). Embora alternativas
venham sendo desenvolvidas, como os recentes moduladores ou anti-citocinas (anti-IL-1b e anti-
TNF-a), os custos de utilizagdo sdo muito superiores ao dos anti-inflamatdrios convencionais e a
via de administra¢do ¢ subcutanea, pelo menos duas vezes por semana (CALIXTO et al., 2008).
Deste modo, a busca por novas alternativas que exploram o potencial da biodiversidade brasileira
tem sido crescente na 4area cientifica e t€ém elevado o interesse econdmico das industrias
farmacéuticas em renovar o quadro atual de baixa eficacia e alta toxicidade dos anti-inflamatérios
(VERPOORTE et al., 2005).

Dados da literatura mostram que substancias de origem vegetal apresentam importantes
atividades anti-inflamatdrias e que muitas de suas agdes estdo relacionadas a habilidade de inibir a
sintese ou a¢do de citocinas, quimiocinas € moléculas de adesao, vias do acido araquidonico e NO
(WERZ, 2007; AZADMEHR et al., 2009; KASSUY A et al., 2005).

Inicialmente, os extratos foram avaliados por meio de um screening de atividade
considerando sua capacidade em modular a produgao de 6xido nitrico e sua citotoxicidade. Extratos
vegetais brutos ou particionados e, as vezes, compostos isolados, sdo utilizados para realizar
screening da atividade anti-inflamatdria, antioxidante, bem como propriedades psicotrdpicas e
neurotropicas (CALIXTO et al., 2008). O screening de atividade farmacologica permite avaliar as
propriedades medicinais que um extrato vegetal possa exibir, oferecendo alternativas sustentaveis e
ambientalmente corretas, onde varios ensaios podem ser utilizados para testar a atividade biologica
utilizando-se um farmaco padrao que ateste a efetividade do ensaio. Além disso, o screening permite
por meio de testes inicialmente simples e rapidos selecionar extratos vegetais promissores para
etapas futuras de um estudo comparando sua acdo modulatdria entre diferentes ensaios (FENNEL,
2004).

O fato das particoes FR AcOEt e FR DCM de folhas terem mostrado maior efeito sobre a
inibi¢do da producdo de NO do que os outros poderia ser explicado por sua média polaridade. Nesse
ensaio o LPS age simulando uma infecgdo e promovendo a ativacdo dos macréfagos, sendo que este
processo de ativacdo dos macrofagos leva a ativacdo de fatores de transcrigdo de varios genes e a

sintese de proteinas que medeiam as funcdes dessas células, desencadeando a produgdo, por
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exemplo, de NO e TNF-q, além de outras moléculas efetoras (ABBAS et al., 2008). Como esses
solventes tem uma menor polaridade, e, portanto, as substincias por ele extraidas uma maior
facilidade de permear a membrana das células, possivelmente ocorre um acesso mais facil ao interior
celular, reduzindo entdo, com doses menores, a producdo de NO. A particdo FR AcOEt apresentou,
portanto, pouca capacidade para a inibicdo do TNF-a (11,17 £ 0,6%), especificamente. J4 O EB
HEX (100 pg/mL), FR DCM (100 pg/mL) e FR Aq (20 pg/mL) de folhas foram os extratos que
obtiveram a maior capacidade de inibigdo do TNF-a, com 10,43%; 21,99% e 20,90%,
respectivamente. Na avaliacdo dos extratos provenientes de caules, as particoes EB HEX, EB MeOH
e FR DCM, todos na concentragdo de 100 pg/mL, obtiveram 35,63%, 18,64% ¢ 16,68% de inibi¢ao,
respectivamente.

A fracdo FR DCM apresentou bons resultados para a inibi¢do da produgao de NO e TNF-a.
Porém, quando relacionamos estes resultados com a citotoxicidade, podemos observar que esta ¢ a
fracdo com maior percentagem de citotoxicidez para a amostra proveniente de caules e, a segunda
maior para a amostra proveniente de folhas. Possivelmente, a inibicdo da producdo de NO, na
concentragdo de 100 pg/mL, esteja relacionada com o efeito citotdoxico apresentado para os
macrofagos.

Para sele¢do dos extratos utilizamos como critério um percentual de inibi¢ao da producao de
NO de no minimo 50%, uma vez que os extratos sdo compostos por um conjunto de substancias
responsaveis por tal atividade e encontram-se, geralmente, em quantidades minoritérias. Os extratos
EB HEX de caules e folhas de 4. repens foram selecionados para serem fracionados e utilizados nas
proximas investigacdes sobre atividade anti-inflamatoria e avaliacao fitoquimica, pois, sugerimos

que possam reunir substancias potencialmente promissoras.
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CONCLUSOES

A otimizagdo da extracdo de compostos antioxidantes, fendis totais e teor de resveratrol
por maceragdo permitiu o estabelecimento das melhores condigdes de propor¢do metanol/dgua
como solvente para esse processo;

A otimizagdo da extragdo de resveratrol assistida por micro-ondas permitiu o
estabelecimento das melhores condi¢des de tempo, temperatura, propor¢ao solvente/sdlido e
agitacdo para esse processo;

A otimizagdo da extragdo de compostos antioxidantes, fenois totais e resveratrol pela
técnica da extragcdo assistida por ultrassom permitiu o estabelecimento das melhores condig¢des de
tempo, pré-tratamento por maceragdo e proporcao solvente/solido para esse processo;

O uso de TDZ foi capaz de induzir a formacao de calos a partir de segmentos nodais e
segmentos internodais.

A elicitagdo pela técnica do ultrassom permitiu a elevagao nos teores de resveratrol em
relacdo a amostra controle com um acréscimo de até 496,09 + 80,72% em calos oriundos de
segmentos nodais inoculados em meio MS suplementado com TDZ a 13,6 uM;

A parti¢do em diclorometano do extrato metandlico de caules e folhas exibiu efeito
alelopatico inibitdrio tanto para hipocotiloscomo em radiculas de L. sativa e nas ervas daninhas
Commelina benghalenses e Panicum maximum;

A identificacdo dos constituintes por CG/EM revelou a presenga de substancias
aleloquimicas inéditas na espécie.

Substancias isoladas em mistura ou ndo indicam a presencga de esteroides como sitosterol,
estigmasterol e lupeol no extrato hexanico de caules de 4. repens. A estas substancias atribui-se a
atividade alelopatica conhecida na literatura.

Os extratos brutos em n-hexano de caules e folhas possuem substancias potencialmente

promissoras para atividade anti-inflamatoria em macrofagos RAW 264.7 estimulados por LPS.
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ANEXO A - Tabela de composi¢do do meio MS

Macronutrientes Concentragdo m mol.|"!
NH4NOs3 20,6
KNOs3 18,8
CaCl2.2 H20 3,0
MgS04.7 H20 1,5
KH2PO4 1,25
Micronutrientes
MnSO4.4 H20 0,100
ZnS04.7 H20 0,030
H3BO3 0,100
Kl 0,005
NazMo0O4.2 H20 0,001
CuS04.5 H20 0.0001
CoCl2.6 H20 0,0001
FeEDTA
Na2EDTA.2 H20 0,100
FeS04.7 H20 0,100
Vitaminas e
aminoacidos
Acido nicotinico 0,004
Piridoxina.HCI 0,0024
Tiamina.HCI 0.0003
Glicina 0,027
Mio-inositol 0,55

Sacarose 87,6
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ANEXO B - Espectro de massa da substancia identificada como p-Vinilguaiacol, tr. 12,57 min,
7,53%.
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ANEXO C - Espectro de massas da substancia identificada como é&cido salicilico, tr. 12,95 min.
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ANEXO D - Espectro de massas da substancia identificada como 2-methylisoborneol, tr. 19,15
min.
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ANEXO E - Espectro de massas da substancia identificada como 3-hidroxi-f-damascona, tr.
19,83 min.
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ANEXO F - Estrututa do 3-hidroxi-3-damascona.
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ANEXO G - Espectro de massas da substancia identificada como 3-oxo-alfa-ionol, tr. 20,52
min.
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ANEXO H - Estrutura do 3-o0xo-a-ionol.
OH
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ANEXO I - Espectro de massas da substancia identificada como siringaldeido, tr. 20,83 min.
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ANEXO J - Estrutura do siringaldeido.
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ANEXO K - Espectro de massas da substancia identificada como trans-f-ionona-5,6-epoxido,
tr. 21,49 min.
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ANEXO L - Estrutura do trans-f3-ionona-5,6-epoxido.
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ANEXO M - Espectro de massas da substancia identificada como diidro-a-ionona, tr. 22,30
min.
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ANEXO N - Estrutura do diidro-a-ionona.
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ANEXO O - Espectro de massas da substancia identificada como p-hidroxi-cinamato de metila,
tr. 23,06 min.
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ANEXO P - Estrutura do p-hidroxi-cinamato de metila.
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ANEXO Q - Espectro de massas da substancia identificada como Loliolideo, tr. 23,30 min.
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ANEXO R - Estrutura do loliolideo.
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ANEXO S - Espectro de massas da substancia identificada como f-asarona, tr. 24,71 min.
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ANEXO T - Estrutura do f3-asarona.
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ANEXO U - Espectro de massas da substancia identificada como ferulato de metila, tr. 25,39
min.
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ANEXO V - Estrutura do ferulato de metila.
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ANEXO W - Espectro de massas da substancia identificada como palmitato de metila, tr.
26,53 min.
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ANEXO X - Espectro de massa da substancia identificada como acido hexadecanoico, tr. 27,22
min.
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ANEXO Y - Espectro de massas da substancia identificada como trans-asarona (o-asarona), tr.
27,54 min.
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ANEXO Z - Estrutura do trans-asarona.
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ANEXO AA- Espectro de massas da substancia identificada como 1-heptadeceno, tr. 29,57
min.
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ANEXO BB - Espectro de massa da substancia identificada como esqualeno, tr. 41,19 min.
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ANEXO CC - Espectro de massas da substancia identificada como 4-vinilfenol, tr. 10,24 min.
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ANEXO DD - Espectro de massa da substancia identificada como 2-Methoxy-5-vinylphenol,
tr. 12,55 min.
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ANEXO EE - Espectro de massas da substancia identificada como acido salicilico, tr. 12,94
min.
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ANEXO FF - Espectro de massas da substancia identificada como 3-o0xo-a-ionol, tr. 20,52 min.
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ANEXO GG - Espectro de massas da substancia identificada como siringaldeido, tr. 20,81 min.



234

ANEXO HH - Espectro de massas da substancia identificada como p-hidroxi-cinamato de
metila, tr. 23,0 min.
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ANEXO II - Espectro de massas da substancia identificada como loliolideo, tr. 23,34 min.
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ANEXO JJ - Espectro de massa da substancia identificada como vomifoliol, tr. 23,74 min.
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ANEXO KK - Estrutura do vomifoliol.
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ANEXO LL - Espectro de massas da substancia identificada como alfa-asarona, tr. 27,52 min.



