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RESUMO

A rica biodiversidade do Brasil se distribui em diferentes regioes, dentre elas o Cerrado,
que ocupa 21% do territério brasileiro. A grande diversidade de espécies vegetais presentes
nesse ecossistema fornece material para a realizagdo de estudos especializados, na procura
de novos medicamentos para diferentes patologias. A espécie Myracrodruon urundeuva Fr.
All. conhecida como aroeira-preta, ¢ uma espécie arblOrea nativa com excelentes
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas, pertence a familia Anacardiaceae e que
apresenta varios usos medicinais, principalmente usos contra febres, cistites e uretrites
(problemas do trato urindrio), diarreias, tosse e bronquite, gripes e inflamagdes em geral.
Este trabalho teve como objetivo avaliar as atividades alelopatica, antioxidante e inibidora
da enzima tirosinase pelos extratos das folhas e cascas do caule de M. urundeuva Fr. All. O
material vegetal foi coletado no campus da FESURV - Universidade de Rio Verde no
estado de Goids, Brasil. As folhas e cascas do caule foram separadas, secas em estufa com
ventilacao de ar forgada a temperatura de 40°C e em seguida, pulverizadas em moinho de
facas. Os extratos brutos foram obtidos pelo método de maceragado a frio, em solventes por
ordem crescente de polaridade. Analisando os potenciais alelopaticos dos extratos
organicos das folhas e cascas do caule, por meio de bioensaios de germina¢do de sementes
de alface (Lactuca sativa L.), repolho (Brassica oleracea L.) e tomate (Solanum
Lycopersicum L.). Para determina¢do do teor de fenois totais dos extratos de M. urundeuva
utilizou-se o reativo de Folin- Ciocalteau, enquanto na avalia¢ao da atividade antioxidante
se empregou o método do sequestro do radical livre DPPH. Para avalia¢do in vitro da
capacidade de inibicdo da enzima tirosinase utilizando a enzima tirosina. Para o bioensaio
de alelopatia, o extrato metandlico das folhas apresentou inibigdo no IVG das sementes de

alface, na concentragdo de 10.000 pg mL™. Extratos metanolicos das folhas e cascas do



caule de M. urudeuva Fr. All. inibiram o comprimento radicular das plantulas de alface.
Com a adicdo dos extratos brutos metanolicos, observou-se interferéncia no
desenvolvimento de plantulas de repolho, evidenciando o potencial alelopatico de M.
urundeuva no crescimento de radicula e hipocotilo dessa espécie. Houve diferencas
significativas no IVG de sementes de tomate na presenca do extrato hexanico das folhas.
Os resultados de fendis totais indicaram uma concentragio de 77 mg EAG g ¢ 194 mg
EAG g nos extratos hexanico e metandlico das folhas e 45 mg EAG g™ e 193 mg EAG g’
nos extratos hexanico e metandlico das cascas do caule. Os potenciais antioxidantes dos
extratos indicaram que o extrato metanolico das cascas do caule (10,9 + 0,5 pg mL™), em
comparagdo ao hexdnico (12,9 + 0,2 ug mL™) e ao BHT (220 + 7,0 pg mL™"), possui uma
maior atividade antioxidante. No ensaio de inibi¢ao da tirosinase, o extrato metandlico das

cascas do caule apresentou um percentual de inibicao da enzima de 42% apo6s uma hora.

Palavras-chave: planta medicinal, cerrado, metabolitos secundarios.



ABSTRACT

The rich biodiversity of Brazil is distributed in different regions, including the Cerrado,
which comprises 21% of the Brazilian territory. The great diversity of plant species in this
ecosystem provides material for specialized studies in the search for new medicines for
different pathologies. The species Myracrodruon urundeuva Fr. All. known as aroeira-
preta, is a native tree species with excellent physical, chemical and biological properties,
belongs to the family Anacardiaceae and which features several medicinal uses, mainly
used against fevers, cystitis and urethritis (urinary tract problems), diarrhea, cough and
bronchitis, colds and inflammation. This work aimed to evaluate the allelopathic,
antioxidant and tyrosinase inhibiting activities of leaves and bark of M. urundeuva Fr. All.
The plant material was collected in the campus of the FESURV - University of Rio Verde,
in the State of Goias, Brazil. The leaves and bark of the stem were separated, dried in an
oven with forced air ventilation at a temperature of 40° C and then grinded in a knife-mill.
The crude extracts were obtained by cold maceration, with ascending order of polarity
solvents. It was analyzed the potential allelopathic activity of leaves and barks of the stem
through seed germination bioassays of lettuce (Lactuca sativa L.), cabbage (Brassica
oleracea L.) and tomato (Solanum Lycopersicum L.). Folin-Ciocalteau reagent was used to
determine the total phenols content of extracts of M. urundeuva, while the antioxidant
activity was measured by the free radical DPPH scavenging assay. In vitro evaluation
experiments to measure inhibition of the enzyme tyrosinase. For the bioassay of
allelopathy, methanolic extract of leaves showed inhibition in IVG in seeds of lettuce, in
concentration of 10.000 pg mL™'. Methanolics extracts from the leaves and bark of the stem

of M. urundeuva Fr. All. inhibited the root length of seedlings of lettuce.



The addition of the methanolics crude extracts showed interference in the development of
seedlings of cabbage, evidencing the allelopathic potential of M. urundeuva on radicle
growth and hypocotyl. There were significant differences in the IVG tomato seeds, in the
presence of hexane extract of leaves. The results of total phenols showed a concentration of
77 mg EAG g and 194 mg EAG g leaf hexane and methanolics extracts and 45 mg EAG
g " and 193 mg g"'. EAG in methanolic and hexane extracts of the bark of the stem. The
antioxidant potential of extracts indicated that the methanolic extract of bark of stem (10.9
+ 0.5 pg mL™), compared to hexane (12.9 + 0.2 ug mL™") and BHT (220 + 7.0 pg mL™),
has a greater antioxidant activity. Tyrosinase inhibition test, the methanolic extract of bark

of the stem presented a percentage of enzyme inhibition of 42% after an hour.

Key words: medicinal plant, cerrado, secondary metabolite.
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INTRODUCAO

A natureza, de forma geral, produz a maioria das substdncias organicas
conhecidas. Contudo, o Reino Vegetal ¢ o que tem fornecido grande parte dos metabdlitos
secundarios, muitos destes de grande valor agregado pelas aplicacdes como medicamentos,
cosméticos, alimentos e agroquimicos (VIEGAS JUNIOR & BOLZANI, 2006).

No Brasil, a biodiversidade observada nas florestas tropicais e savanas, oferece
uma grande variedade de compostos farmacologicos e terapéuticos com atividades
bioldgicas. Ainda assim, apenas uma fracdo de sua diversidade biologica como fonte de
drogas ¢ caracterizada e avaliada (BRAZ FILHO, 2010).

A rica diversidade do Brasil se distribui em diferentes biomas, dentre eles o
Cerrado, que ¢ considerado o segundo maior bioma do Brasil e da América do Sul,
abrangendo, aproximadamente um quarto do territorio brasileiro, com cerca de dois
milhdes de km? (SILVA, 2010). A ampla variedade de espécies presentes nesse ecossistema
fornece material para a realizacdo de estudos especializados na procura de novos farmacos
para diferentes doengas (MANS; ROCHA; SCHWARTSMANN, 2000).

Este trabalho visa colaborar com o conhecimento das atividades biologicas de
Myracrodruon urundeuva Fr. All. (Anacardiaceae) através da busca de principios ativos.
Para isto foram avaliadas algumas etapas como preparagdo dos extratos hexanicos e
metandlicos das folhas e cascas do caule do vegetal, e realizados ensaios bioldgicos para a
verificagdo das possiveis atividades:

a)  Alelopatica, verificando o indice de velocidade de germinacdo (IVG),

percentual de germinac¢do (G%) e o comprimento do hipocétilo e da raiz em plantulas de
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Lactuca sativa L. cv. Verdnica, Brassica oleracea cv. Coracdo de Boi e Solanum
lycopersicum cv. Santa Cruz Kada.

b)  Antioxidante, pelo método do sequestro do radical DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil) e determinacdo do teor de fendis totais utilizando o reagente Folin-
Ciocaulteau;

c) Inibitéria da enzima tirosinase, a partir da avaliagdo in vitro da inibicao da

enzima.
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REVISAO DE LITERATURA

Plantas Medicinais

As plantas medicinais sao os principais componentes da medicina tradicional. O
uso de plantas para o tratamento de doengas que acometem os seres humanos ¢ uma pratica
milenar e ainda hoje aparece como o principal recurso terapéutico de muitas comunidades e
grupos étnicos (VEIGA JUNIOR, PINTO, MACIEL, 2005). Além disso, as plantas
medicinais tém sido a forma principal e mais acessivel de terapia para os menos
privilegiados da populagdo mundial, nos dias atuais (ESPINOSA, BIESKI, MARTINS,
2012).

A Organizagao Mundial de Saude (OMS), através das suas recomendacdes aos
paises em desenvolvimento, ¢ uma for¢a motriz formidavel na popularizacao da medicina
herbal, particularmente com relagdo a validacao cientifica e preservagao do conhecimento
etnobotéanico de plantas medicinais (BRASIL, 2005).

Apesar da ocorréncia de grandes avancos na medicina moderna, as plantas
medicinais ainda desempenham importante papel na saide mundial. Avalia-se que cerca de
30% de todos os medicamentos avaliados como agentes terapéuticos sdo derivados de
produtos naturais (CALIXTO, 2005). O Brasil ndo apenas possui um dos mais altos niveis
mundiais de biodiversidade, mas também exibe uma riqueza de conhecimento tradicional
acumulado pelos habitantes locais que tém acesso direto com a natureza e com os produtos

da biodiversidade (ALBUQUERQUIE et al., 2007).
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As plantas desenvolvem naturalmente, processos essenciais de biossintese que sdo
responsaveis pela formagdo, acimulo e degradacdo de inumeras substiancias organicas no
interior das células que formam seus diversos tecidos. Embora o mesmo processo ocorra
também com o0s organismos animais, sdo especialmente as de origem vegetal que tém
encontrado emprego em diversas areas das ciéncias aplicadas a alimentagdo e a saude
(SILVA, MIRANDA, CONCEICAO, 2010).

A todo o momento sdo descritas na literatura novas moléculas, algumas de
relevante a¢do farmacoloégica, como por exemplo, o taxol, obtido de plantas do género
Taxus, que apos sua produgdo em escala industrial, estd disponivel no mercado
farmacéutico, constituindo uma grande esperanca para pessoas portadoras de cancer nos
ovarios ¢ pulmdes; a forscolina, obtida de Coleus barbatus, que apresenta promissores
efeitos contra hipertensdo, glaucoma, asma e certos tumores; € a artemisinina, presente em
Artemisia annua, que exerce potente atividade antimalarica etc (CECHINEL FILHO &
YUNES, 1998).

Entretanto além dos beneficios, observam-se muitas reagdes toxicas associadas a
plantas, levando a necessidade de estudos criteriosos relativos a sua utilizagdo. Varios
autores tém mostrado a importancia dos estudos quimicos e farmacologicos, em diversas
espécies vegetais, pela elevada produgdo de metabolitos secundarios, podendo ser
medicinais ou téxicos, principalmente nas espécies dos ecossistemas tropicais (BRITO &
BRITO, 1993).

O final dos anos 1920 e toda a década de 1930 foram marcados pelo grande
namero de trabalhos sobre o isolamento ¢ a identificagdo de substancias de natureza
esteroidal. Devido, principalmente aos estudos de Wieland e Windaus e colaboradores, o
principal representante dessa classe, o colesterol, teve sua estrutura determinada
(WOODWARD et al., 1951). No entanto, sua sintese s foi realizada, independentemente
em 1951, por Robinson e Woodward. No ano seguinte, este ultimo sintetizou a cortisona. A
genialidade deste quimico, considerado o mais expressivo do século XX, pode ser avaliada
através de suas sinteses dos alcaloides quinina (a) (1945), estriquinina (b) (1954) e

reserpina (c¢) (1958) (Figura 1) (PINTO et al., 2002).
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{b) Estriguinina

(8]
: o OMe
OMe
OMe

Figura 1. Estruturas quimicas da quinina (a), estriquinina (b) e reserpina (c).
Fonte: PINTO et al., 2002.

{c) Reserpina

O isolamento e estudo de substancias naturais ¢ uma preocupagdo central das
ciéncias quimicas e biologicas por mais de 200 anos. Estima-se que 80% da populagiao dos
paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento sdo quase completamente dependentes da
medicina caseira utilizando plantas para suas necessidades primarias de saude (BRAZ

FILHO, 2010).

Metabolitos Secundarios

Os compostos quimicos produzidos, degradados ou transformados sdo
denominados de metabdlitos. Estes sdo historicamente agrupados em duas grandes
categorias: os metabdlitos primarios (ou principios imediatos) e secundarios (ou principios
ativos) (MUNOZ, 1996).

Os metabolitos secundarios sao obtidos através do metabolismo animal ou vegetal.
O metabolismo pode ser determinado como o conjunto de reagdes quimicas (designadas
como anabdlicas, catabolicas ou biotransformacdo) que continuamente estdo ocorrendo em
cada célula de um organismo (CROZIER, JAGANATH, CLIFFORD, 2006). Estas reacoes

visam, primeiramente, ao aproveitamento de nutrientes para satisfazer as exigéncias
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fundamentais da célula: ATP (energia), NADPH (poder redutor) e biossintese das
substancias essenciais a sua sobrevivéncia (macromoléculas celulares) (SANTOS, 2002).

Os metabolitos secundarios sdo aqueles que ndo sdo necessarios para que o
organismo vegetal possa nascer, crescer, desenvolver e reproduzir. Porém, s3o eles que
participam e possibilitam a interagdo do organismo com o meio em que vivem. Grande
parte destes metabolitos sdo produzidos pelas plantas em resposta direta a um estimulo
ambiental (MOREIRA et al., 2006).

Muitos produtos do metabolismo secundario tém fungdes ecologicas importantes
nos vegetais, como por exemplo, protegem as plantas contra herbivoria e contra infec¢ao
por micro-organismos patogénicos, agem como atrativos para animais polinizadores e
dispersores de sementes ou atuam como agentes na competicdo planta-planta e nas
simbioses planta-organismo (TAIZ & ZEIGER, 2009).

A composicao destes componentes secundarios nas plantas ¢ influenciada por trés
fatores principais: hereditarios (composicdo genética), ontogénicos (estagio de
desenvolvimento) e ambientais (ROBBERS, SPEEDIE, TYLER, 1997).

Os efeitos genéticos, por exemplo, sdo as plantas do mesmo género que, apesar de,
se assemelharem fenotipicamente, apresentam uma composicao genética diferente.
Exemplo disto sdo espécies de Eucalyptus spp. que possuem grandes variagdes no teor de
eucaliptol (metabolito secundario) e nos componentes afins nos o6leos volateis (GOBBO-
NETO & LOPES, 2007).

Em relagdo a ontogenia bem como dos diferentes 6rgaos vegetais, também sdo de
consideravel importancia e podem influenciar ndo s6 a quantidade total de metabodlitos
produzidos, mas também as proporgoes relativas dos componentes da mistura (DOAN,
ERVIN, FELTON, 2004). Como por exemplo, as lactonas sesquiterpénicas produzidas
em Arnica montana, consideradas os principais principios ativos desta planta utilizada
como anti-inflamatdrio; enquanto plantas jovens acumulam majoritariamente derivados da
helenalina (Figura 2), a concentracdo destes compostos ¢ reduzida para praticamente zero
apoOs aproximadamente seis semanas contadas a partir da formagdo das folhas; por outro
lado, os niveis de compostos do tipo diidrohelenalina aumentam muito e entdo se mantém

constantes por um longo periodo (SCHMIDT, BOMME, ALFERMANN, 1998).
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Figura 2. Estrutura quimica da helenalina.
Fonte: SCHMIDT, BOMME, ALFERMANN, 1998.

De fato, os metabolitos secundérios representam uma interface quimica entre as
plantas e o ambiente circundante, portanto, sua sintese ¢ frequentemente afetada por
condicdes ambientais. Por exemplo, muitas plantas que contém alcaloides acumulam
concentragdes maiores desses componentes nas regides umidas do que nas regides
semiaridas; isso, porém, pode estar relacionado com o solo, que em geral ¢ pobre em
nitrogénio nas regides aridas, sendo necessarias boas fontes de nitrogénio para que haja boa
producdo de alcaloides (KUTCHAN, 2001).

Ainda dentro dos fatores ambientais, as condi¢cOes de coleta, estabilizagdo e
estocagem, podem alterar os teores dos compostos bioativos, podendo promover rearranjos,
oxidacdes e reducdes destas moléculas (DINIZ, 2007).

Quando se tem um produto natural de origem vegetal, este terda atividades
importantes para a planta, e geralmente estard associado a medicina popular ou ainda como
medicamentos, produgdo de cosméticos, matéria-prima para a quimica fina, ou mais
recentemente como nutracéutico nos seres humanos (SIMOES-PIRES et al., 2006).

A necessidade de se obter substancias quimicas naturais oriundas do metabolismo
das plantas, sem terem sofrido transformagdes no decorrer dos processos de sua obtencao, ¢
muito importante na medicina moderna (BIAVATTI et al., 2007). Primeiro porque podem
fornecer farmacos extremamente importantes, os quais dificilmente seriam obtidos via
sintese quimica, como por exemplo, os alcaloides da Papaver somniferum. Em segundo
lugar, as fontes naturais fornecem compostos que podem ser levemente modificados,
tornando-os mais eficazes ou menos toxicos. Em terceiro lugar, os produtos naturais podem
ser utilizados como protdtipos para obtengdo de fdrmacos com atividades terapéuticas

semelhantes aos compostos originais (TUROLLA & NASCIMENTO, 2006).
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Por fim os metabdlitos secundarios vegetais podem ser divididos em trés grupos
quimicamente distintos: terpenos, compostos fendlicos e compostos nitrogenados (Figura
3). Sendo que os terpenos se formam por unidades isoprénicas de cinco carbonos e sdo
inibidores do forrageio para muitos herbivoros. Os compostos fenolicos sdo produzidos
principalmente a partir da rota do é4cido chiquimico e desempenham varias fungdes
importantes nas plantas. Os compostos nitrogenados sdo sintetizados basicamente a partir

de aminoacidos aromaticos (TAIZ & ZAIGER, 2009).
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Figura 3. Visdo simplificada das rotas envolvidas na biossintese dos metabdlitos secundarios e suas
interconversdes com o metabolismo primario.
Fonte: TAIZ & ZEIGER, 2009.
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Cerrado

O Brasil ¢ um dos dois paises mais ricos do mundo em termos de biodiversidade,
abrigando dois dos 34 hotspots de biodiversidade mundiais de prioridades de conservacao:
a Mata Atlantica e o Cerrado (MITTERMEIER et al., 2004). Este dominio fitogeografico
abriga uma grande variedade de fisionomias, englobando formagdes florestais, savanicas e
campestres (GOODLAND & POLLARD, 1973; RIBEIRO & WALTER, 2008).

O termo cerrado ¢ geralmente utilizado para indicar o conjunto de ecossistemas
(savanas, matas, campos e matas de galeria) que ocorrem no Brasil Central (EITEN, 1977).
E a segunda maior formacdo vegetacional brasileira, com uma area total de cerca de dois
milhdes de km?, sendo superado em 4rea apenas pela Amazonia (OLIVEIRA FILHO &
RATTER, 2002) (Figura 4). Cerca de 55% da area original do Cerrado (Figura 5) - que
corresponde a 880.000 km?, superior a area desmatada da Amazodnia Brasileira - ja foi

desmatada ou transformada pela acdo humana (MACHADO et al., 2004).

Figura 4. Area central do Cerrado no Brasil.
Fonte: MACHADO et al., 2004.
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Figura 5. Vegetagdo nativa remanescente na area central do Cerrado em 2002.
Fonte: MACHADO et al., 2004.

Este ocupa 21% do territorio nacional, sendo considerado um complexo
vegetacional de grande heterogeneidade fitofisionomica (BORLAUG, 2002), ele ¢
considerado um /hotspot por causa de suas espécies endémicas e ameagas constantes de seu
territorio (ORME et al.,, 2005).

Segundo Proenga et al. (2000), o Cerrado ¢ o mais brasileiro dos biomas sul-
americanos, com exce¢ao de algumas pequenas areas na Bolivia e no Paraguai, ele estd
totalmente inserido no territorio nacional. A abrangéncia deste dominio engloba desde o
Amapa e Roraima até o Parana. No sentido longitudinal, aparece desde Pernambuco,
Alagoas, Sergipe, até o Estado do Pard e Amazonas, com encraves dentro da Floresta
Amazonica (RIGONATO & ALMEIDA, 2003).

Este bioma ¢ apontado como grande detentor de diversidade bioldgica, sendo a
formagdo savinica com maior diversidade vegetal do mundo, especialmente quando se
consideram as espécies lenhosas. Mendonca et al. (1998) fizeram extensa compilagdo
referente a diversidade do cerrado brasileiro, sendo apontados, no total, 6.671 tdxons
nativos, distribuidos em 170 familias e 1.140 géneros.

O Cerrado ¢ muito rico no fornecimento de matérias-primas de origem vegetal.
Entre as diversas plantas medicinais que ocorrem na regido central destacam o velame

(Macrosiphonia velame (St. Hil.) Muell. Arg.), cajuzinho-do-cerrado (Anacardium humile
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St. Hill.), ipé-roxo (Tabebuia impetigiosa (Mart. ex DC.) Standl.), arnica (Lychnophora
ericoides Less.) (GUARIM NETO & MORALIS, 2003).

Das espécies constituintes dessa paisagem as enunciadas com poder medicinal
foram: algodaozinho (Cochlospermum regium Mart et Schl), anador (Alternanthera sp.),
assa-peixe (Vernonia sp.), bananeira (Salvertia convallariodora A.St. Hil.), bureré, cabelo-
de-nego (Oureata hexasperma St. Hil. Bail), carrapicho (Acanthospermum sp.), Essas
plantas compdem um quadro representativo das varias espécies de plantas medicinais
existentes no cerrado brasileiro (RIGONATO & ALMEIDA, 2003).

A vegetacdo do Cerrado ¢ descrita como uma fonte rica em metabdlitos
secundarios, apresentando potencial para uma vasta gama de atividades biologicas. Uma
justificativa razoavel para isto ¢ que estas plantas estdo sujeitas a situacdo de estresse
consideravelmente maior, atribuido ao clima peculiarmente arido e quente dessas regioes
(LIAO, 1997).

E sujeito a regular e previsivel seca anual, que é um dos principais determinantes
da estrutura e fungdo do ecossistema. Alta irradidncia e temperatura do ar, juntamente com
a baixa umidade relativa, ocasionam uma alta demanda evaporativa durante a estacao da
seca.

Os solos favoraveis para o Cerrado sao das classes de Latossolo Vermelho-Escuro,
Latossolo Vermelho-Amarelo e Latossolo Roxo. Apesar das boas caracteristicas fisicas, sdo
solos fortes moderadamente acidos (pH entre 4,5 e 5,5), com caréncia generalizada dos
nutrientes essenciais, principalmente fosforo e nitrogénio. Esse déficit de nutrientes do solo
se manifesta de forma heterogénea (RIBEIRO & WALTER, 2008). Segundo Rizzini (1997
p. 240) “o cerrado exibe enorme variabilidade estrutural ainda mais acentuada pelas amplas
variagOes edaficas”.

Sendo ainda pobres em matéria organica, porque as folhas e outros 6rgdos que
caem sobre o solo dessecam pelo calor intenso e ar seco, fragmentando e dispersando pelo
vento, bem como destruida pela acdo das queimadas (LIAO, 1994). Estes fatores em
conjunto, levam a intensificagdo pela competicdo por nutrientes, conduzindo as plantas a
producdo de compostos quimicos que possibilitem a adaptagcdo ao ecossistema.

A pobreza dos solos, portanto, ndo se constitui em obstaculo para a ocupacdo de
grandes extensoes de terra pela agricultura moderna, especialmente a cultura da soja, um

dos principais itens da pauta de exportacdes do Brasil, e as pastagens plantadas. Cerca de
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metade da extensdo territorial original do Cerrado foram transformados em pastagens
plantadas, culturas anuais e outros tipos de uso (KLINK & MACHADO, 2005).

A conservagao do Cerrado, considerada uma das mais ricas savanas do mundo, ¢
de extrema importancia para a estabilidade da biodiversidade mundial (MITTERMEIER et
al., 2005). A diversidade de ecossistemas no Cerrado faz desse bioma um celeiro de plantas
medicinais, com atividades bioldgicas consideraveis, sobretudo para estudos de novos
compostos potencialmente ativos.

Dentre as espécies vegetais do Cerrado, estdo aquelas pertencentes a ordem
Sapindales. Esta ¢ constituida por familias, com espécies predominantemente lenhosas com
distribui¢do predominante nas regides tropicais e subtropicais de todo o mundo; ocorrendo
também nas regides temperadas. Pertencentes a ordem Sapindales, tem-se familias
Anacardiaceae R. Br. (1818), Biebersteiniaceae Endl. (1841), Burseraceae Kunth (1824),
Kirkiaceae (Engl.) Takht. (1967), Meliaceae Juss. (1789), Nitrariaceae Bercht. & J.Presl
(1820), Peganaceae (Engl.) Tieghm. ex Takht. (1987), Tetradiclidaceae (Engl.) Takht.
(1986), Rutaceae Juss. (1789), Sapindaceae Juss. (1789), Simaroubaceae DC. (1811) (APG
I1, 2003).

Familia Anacardiaceae

A familia Anacardiaceae tem distribuicdo pantropical, sendo constituida por cerca
de 80 géneros e 800 espécies, presente em ambientes secos € umidos, principalmente em
terras baixas nas regioes tropicais e subtropicais em todo o mundo, estendendo até regides
temperadas (PELL et al., 2011). No Brasil, estdo catalogados 14 géneros com 57 espécies
de Anacardiaceae, sendo que 14 delas sdo restritas ao pais (SILVA-LUZ & PIRANI, 2010).

Sdo geralmente arvores ou arbustos com canais resinosos que, quando expostos
por injurias, tém um cheiro caracteristico. Esta familia ¢ caracterizada pela presenca de
canais secretores ou ductos resiniferos de latex e terpenos, também mostrando compostos
como taninos e cristais de oxalato de célcio no parénquima e silica em algumas células do
tecido do xilema (CRONQUIST, 1981)

Muitas espécies de Anacardiaceae sdo conhecidas por serem plantas frutiferas de
alto valor econdmico, tais como: caju (Anacardium occidentale L.), manga, (Mangifera

indica L.), pistache (Pistacia vera L.), caja-manga (Spondias cytherea Sonn.), caja (S.
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mombim L.), ciriguela (S. purpurea L.), arruda (S. tuberosa); ou por produzirem boa
madeira como a aroeira-preta (M. urundeuva Fr. Allemao) e aroeira-vermelha (Schinus
terebinthifolius Raddi) (BARROSO et al., 1991).

Muita importancia ¢ dada a estas espécies por apresentarem grande variedade de
atividades farmacologicas, tais como: antimicrobiana, anti-inflamatoria, antitumoral e
antioxidante. Além disso, espécies da familia Anacardiaceae tém mostrado bastante
promissoras na busca de substancias bioativas (CORREIA et al, 2006).

Segundo Correia et al. (2006) os géneros mais estudados nesta familia sdo
Mangifera, Rhus (Toxicodendron), Anacardium, Spondias, Lannea, Semecarpus, Schinus,
Pistacia, Lithraea, Tapirira e Melanorrhoea. Dos quais Mangifera, Rhus e Anacardium
destacam pelo nimero de investigagdes referentes a composicao quimica de suas espécies €
atividades bioldgicas de seus extratos e metabdlitos.

Quanto aos constituintes quimicos ja isolados dos extratos de diversas espécies de
Anacardiaceae, observando que esta se mostra rica em flavonoides, terpenos, esteroides,
xantonas e, principalmente, dos lipidios fenolicos e derivados. Destacando-se que entre os
flavonoides, os bioflavonoides sdo os mais frequentes (CHAVES et al., 2010).

Dentre os terpenoides, dois triterpenos isolados de Schinus terebinthifolius sao
caracterizados como inibidores especificos da fosfolipase A,. Além disso, extratos de
Schinus terebinthifolius e de Schinus weinmannifolia apresentaram atividade antirradicalar
em ensaios de peroxidacio lipidica e com DPPH (VELASQUEZ et al., 2003).

No Brasil, os géneros mais conhecidos sdo Anacardium, Rhus, Mangifera e

Myracrodruon (CORREIA et al., 2006).

O género Myracrodruon

Género sul-americano, com apenas duas espécies, Myracrodruon urundeuva
Freire Allemdo e Myracrodruon balansae (Engler) D. A. Santin ocorrentes no Brasil,
Bolivia, Paraguai e norte da Argentina (SANTIN & LEITAO-FILHO, 1991).

Espécies de plantas do género Myracrodruon foram e estdo sendo estudadas
quimica e farmacologicamente e, com isto, muitos compostos foram isolados e

identificados. Diferentes classes de compostos organicos existentes nessas espécies foram
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relatadas, incluindo 6leos essenciais, taninos, lignanas, chalconas, flavonoides entre outros

(GRISSI, 2010).

A espécie Myracrodruon urundeuva Fr. All. (aroeira-preta)

M. urundeuva Fr. All. é conhecida popularmente como aroeira-preta, sendo uma
espécie da familia Anacardiaceae de distribuicao natural limitada a América do Sul, nativa
no Brasil e mais amplamente distribuida nas regides nordeste, sudeste e centro-oeste,
ocorrendo também na regido da Bolivia, Paraguai e Argentina (DORNELES et al., 2005).

No Brasil, a espécie ocorre nas regides nordeste, sudeste € centro-oeste, agregada
ao ambientes secos de Cerrado, Savanas e Caatingas (SANTIN, 1989). Até 1991,
Myracrodruon era um subgénero do género Astronium, o género Myracrodruon foi
revelado e a espécie Astronium urundeuva (Fr. All.) Engl. passou a ser denominada de
Myracrodruon urundeuva Fr. All. (SANTIN, 1989; SANTIN & LEITAO-FILHO, 1991).

Trata-se de uma planta decidua, heliofila e seletiva xerdfila que ocorre em
agrupamentos densos, tanto em formagdes abertas e secas, como em formagdes fechadas e
umidas, podendo atingir 20 metros de altura na Caatinga, Cerrado € em zonas de transi¢ao
cerrado-floresta estacional, e 35 metros nas florestas pluviais (LORENZI, 1992).

Seu tronco pode chegar a mais de um metro de didmetro, encimado por larga copa
e ramos flacidos (Figura 6), com madeira pardo-avermelhada de elevada resisténcia
mecanica e consideravel durabilidade, sendo praticamente imputrescivel por possuir em sua
casca aproximadamente 15% de tanino — composto quimico com efeitos fungicidas e
inseticidas, que a protege da acdo de herbivoros e fungos patogénicos (QUEIROZ et al.,
2002a; PACHECO et al., 2006).
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(A) (<)
Figura 6. Foto de M. urundeuva Fr. All.(a) coletada na reserva legal da FESURV — Universidade de Rio

Verde; tronco (b) e parte aérea (c).

Fonte: Arquivo pessoal.

Geralmente, a espécie floresce entre julho e setembro, e a maturacdo dos frutos
ocorre de setembro a outubro (LORENZI, 1992). A espécie ¢ caracterizada por apresentar
caducifolia nos meses mais secos, coincidindo com a época de floragao (ANDRADE et al,,
2000).

A aroeira-preta possui folhas alternas, imparipenadas, com cinco a sete pares de
foliolos, ovalado-obtusos, pubescentes em ambas as faces. Suas flores sdo em paniculas,
purpuireas com pelos brancacentos e suas sementes, de comportamento ortodoxo, estdo
contidas dentro de frutos drupaceos, pequeninos, globoso-ovais com exocarpo fortemente
lignificado e envoltério membranaceo liso. A germinagdo ¢ epigena e fanerocotilar
ocorrendo em aproximadamente dois dias (QUEIROZ et al., 2002a; SILVA et al, 2002;
ESAM, 2007; GUERRA, 2008).
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Por sua importidncia como recurso médico e da madeira, esta planta foi
identificada como uma espécie prioritdria para conservacao (VIEIRA et al., 2002). Além da
lista atual elaborada pelo Ministério do Meio Ambiente (MMA 2012), M. urundeuva Fr.
All. também estd na lista de plantas ameagadas de extingdo que foi desenvolvida pelo
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA, 2012). A
aroeira foi classificada como vulneravel, pelas praticas predatorias de exploragdo e seu
potencial para a extingdo (MONTEIRO et al., 2012).

Além do uso extensivo da madeira, a aroeira ¢ ameacada pelas técnicas agressivas
de coleta de cascas usadas para atender as demandas de industrias farmacéuticas, bem como
para o comércio em mercados locais e feiras (OLIVEIRA et al., 2007.; ALBUQUERQUE
et al., 2008 a, b; MELO et al., 2009).

Como qualquer grande arvore, M. urundeuva Fr. All. abriga grande nimero de
organismos da flora e fauna sob a copa, e ¢ considerada uma espécie-chave do ecossistema
(GAINO et al., 2011). Estudos realizados pelo Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas (IPT)
indicam que um pedago de aroeira-preta do tamanho de uma caixa de fosforos suporta seis
toneladas de carga, sem se deformar (MAINIERI & CHIMELO, 1989; BRAGA,1990).

A aroeira-preta também possui alto poder medicinal, em suas entrecascas
encontram varios componentes fitoquimicos que possuem propriedades anti-inflamatoérias e
cicatrizantes para varias afec¢des, principalmente ginecologicas e ferimentos cutaneos;
anti-histaminicas e analgésicas (BERGER et al., 2007);

As raizes sao usadas no tratamento de reumatismo e as folhas sdo indicadas para o
tratamento de tulceras (ALMEIDA et al., 1998); suas folhas quando maduras servem de
alimentacao para o gado. No centro-oeste os locais de sua ocorréncia refletem solos férteis,
sendo usada como um indicador de padrdo de terras boas para a agricultura (SANTIN,
1989).

E uma das espécies indicadoras de cerraddo mesotréfico, dentro da 4rea de cerrado
do Brasil Central (Mato Grosso, Goias e Minas Gerais), ocorrendo em solos com pH e teor
de calcio mais altos. O preparo e a manuten¢do de mudas em viveiro também mostram que

a aroeira-preta ¢ exigente em nutrientes (QUEIROZ et al., 2002).
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Constituintes Quimicos da Espécie M. urundeuva Fr. All.

A espécie M. urundeura Fr. All. possui altas concentracdes de compostos
fendlicos, especialmente taninos, e certo numero de estudos demonstraram os efeitos
terapéuticos destes compostos (CHAVES et al., 1998; MORALIS et al. , 1999; QUEIROZ et
al., 2002; VIANA et al., 1997; MONTEIRO et al., 2006).

Bendassoli et al.(2011) isolaram da espécie o acido galico, a sua forma metilada, o
galato de metila, o flavonoide glicolisado quercetina e sua aglicona, a quercetrina (Figura
7), com os resultados preliminares, pode-se concluir que tanto a quercetrina quanto o galato
de metila, possuem grande potencial inseticida. Verificando também que a glicose presente

no flavonoide e que a hidroxila metilada no 4cido galico aumentam a atividade inseticida.

HO HO

OR

R=H quercetina
or R=glic. quercitrina

R=H acido galico

HO R=Me galato metila

OH OH 9]

Figura 7. Estruturas quimicas do acido galico e sua forma metilada e o flavonoide glicosilado
quercetina e sua aglicona quercitrina.
Fonte: Bendassolli et al., 2011.

Chalconas, uma subclasse da familia dos flavonoides, sio amplamente conhecidas
pelas suas propriedades anti-inflamatorias e antioxidante. Albuquerque et al. (2011).,
mostraram pela primeira vez que chalconas diméricas isoladas das casca do caule
de M. urundeuva Fr. All. apresentaram atividade anti-inflamatoria, ¢ foram eficazes na
conjuntivite alérgica em ratos.

Estudos realizados a partir da sua entrecasca resultaram na separagdao de sete
fracOes quimicas, sendo duas com substancias bioativas de atividade farmacoldgica: uma
chalconica — as chalconas diméricas: urundeuvina A, B e C (Figura 8) e outra tanica — os

taninos condensados: tipo catéquico e pirogalico (NOBRE-JUNIOR et al.,2009).
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Figura 8. Estrutura quimica das urundeuvina A (1), urundeuvina B (2) e urundeuvina C (3) isoladas da
entrecasca da M. urundeuva Fr. All.
Fonte: NOBRE-JUNIOR, 2009.

Queiroz et al. (2002) mostraram que a presenga de fisetina no extrato etéreo
indicou que os taninos da aroeira-preta sdo do tipo profisetidinas, e que a elevada
quantidade de extrativos fenolicos classifica essa madeira como rica em metabodlitos
secundarios, que podem ou ndo estar associados com a lignina e que, provavelmente, sdo os
principais responsaveis pela larga resisténcia natural de M. urundeuva Fr. All. a degradagao

quimica e biologica.

Atividades Biologicas

Um tnico vegetal ¢ capaz de produzir milhares de substancias quimicas diferentes,
em que apenas uma ou algumas sdao responsaveis pela atividade terapéutica ou toxica. Os
testes biologicos e farmacologicos sdo importantes para localizar a atividade bioldgica
procurada no extrato da planta e nas numerosas fragdes obtidas nas diferentes etapas de

purificacdo e separagdo (HOSTETTMANN, QUEIROZ, VIEIRA, 2003).

Alelopatia

Em 1937, o alemao Hans Molish conceituou pela primeira vez a alelopatia, sendo
este termo citado por diversos autores ao longo dos anos. Atualmente a alelopatia ¢

definida, pela International Allelopathy Society como sendo os processos que envolvem a
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producdo de metabolitos secundarios por plantas e micro-organismos que influenciam no
crescimento e desenvolvimento de sistemas biologicos com efeitos positivos € negativos
(DIAS et al., 2005).

Apesar de ser uma atividade bioldgica de ampla possibilidade de aplicagdo, as
investigacdes em alelopatia s3o concentradas nas interagdes entre espécies vegetais
cultivadas e na prospec¢ao de novas moléculas com propriedades herbicidas. Os herbicidas
sdo compostos que realizam o controle quimico de plantas daninhas (CARMO et al., 2007).

A busca por herbicidas que possam ser extraidos de fontes naturais ¢
essencialmente importante para as plantas medicinais, uma vez que nao ¢ recomendado o
uso de agrotoxicos sintéticos no cultivo destas, podendo ter contaminagdo com residuos
toxicos, ocasionando problemas para a saude, além de causar reducdao na concentragdao dos
principios ativos do vegetal (REIS & MARIOT, 2001).

Os compostos que mais frequentemente causam efeitos alelopaticos pertencem aos
grupos dos acidos fenolicos, cumarinas, terpenoides, flavonoides, alcaloides, glicosideos,
cianogénicos, derivados do 4cido benzoico, taninos e quinonas complexas (PINA-
RODRIGUES & LOPES, 2001).

Para avaliar o potencial alelopatico de uma determinada planta sdo realizados
bioensaios de germinag¢dao de sementes de espécies cultivadas, tais como alface (Lactuca
sativa L.), repolho (Brassica oleracea var. Capitata L.) e tomate (Lycopersicum esculentum
Mill.), sendo facilmente encontradas e bastante sensiveis a varios aleloquimicos (SOUZA
et al., 2007).

A principal vantagem do uso de sementes destas espécies como alvo de estudos
alelopaticos reside na sensibilidade das sementes, mesmo em baixas concentragdes de
aleloquimicos, o processo de germinacdo pode ser comprometido. Além disso, a
germinacdo € rdpida, em aproximadamente 24 horas, possui crescimento linear, ¢ insensivel
as diferengas de pH em ampla faixa de variagdo e aos potenciais osmoticos das solugdes
(COELHO et al., 2011).

Atualmente, a alelopatia se caracteriza como uma nova ciéncia prioritaria nos
paises desenvolvidos, e estd se tornando corrente na maioria dos paises do mundo
(MALHEIROS & PERES, 2001). Os estudos multidisciplinares entre agronomia e a area
de produtos naturais sdo convenientes, as estratégicas utilizadas para a descoberta de um

aleloquimico sdo similares as usadas na descoberta de novas drogas: envolvem testes
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quimicos preliminares dos extratos brutos e testes de bioatividade de substancias puras

(GHISALBERTI, 2008).

Atividade Antioxidante

Existem fatores de diversas ordens associados ao estresse oxidativo, como: habitos
de vida considerados inapropriados (consumo de alcool, dieta inadequada, exercicio fisico
realizado de forma extrema e exposi¢do a radiagdo nao ionizante ultravioleta e outras ondas
curtas); condi¢cdes ambientais improprias € envelhecimento. Ha também patologias cronicas
(diabetes mellitus, hipertensao arterial, entre outras) e patologias degenerativas (Mal de
Alzheimer e Mal de Parkinson) associadas ao estresse redox (HALLIWELL, 2001).

O estresse oxidativo ¢ uma condicao biologica em que ocorre desequilibrio entre a
producdo de espécies reativas de oxigénio e a sua desintoxicacdo através de sistemas
biolégicos que as removam ou reparem os danos por elas causados (VASCONCELOS et
al., 2007).

Muitas doengas e processos degenerativos sao associados com a superproducdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO’s), as quais sao formadas durante o metabolismo
normal das células aerdbias ou podem ainda ser induzidas por processos fisicos ou reagdes
quimicas (HENSLEY et al., 2000).

Espécies reativas incluem, em cada grupo, ndo so6 os radicais (O;”, ‘'OH, NO’), mas
também intermedidrios neutros ou carregados (H,O,, NOj3') e outras espécies capazes de
formar radicais livres no organismo humano ('O,, Os;, Fe, Cu) (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2007).

Dentre os antioxidantes enzimaticos mais estudados, destacam as superdxido
dismutases, consideradas como a linha de frente de defesa antioxidante, embora possam
exibir atividade peroxidasica, na presenca de excesso de H,O;; destacam-se também a
catalase e as glutationas peroxidases, encarregadas de reduzir perdxidos geradores de
radicais ‘OH e "OR, respectivamente (OLIVEIRA et al., 2009).

Quanto aos antioxidantes de baixo peso molecular, os chamados antioxidantes
"quimicos", devem incluir algumas vitaminas (C, E e A). A vitamina E ¢ a designa¢do dada
a um grupo de compostos antioxidantes lipossoliveis, entre os quais o a-tocoferol ¢ a

forma mais ativa. E encontrada em lipoproteinas e membranas, atuando no bloqueio da
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reacdo em cadeia da peroxidagdo lipidica, através do sequestro do radical peroxila
(SOUSA, 2007).

O uso de antioxidantes naturais tem aumentado com as descobertas das
propriedades dos componentes que sdo produzidos pelas plantas através do metabolismo
secundario. Atribui-se a presenga de compostos fendlicos, destacando os flavonoides, a
atividade antioxidante dos compostos produzidos pelos vegetais, podendo estes atuar como
agentes redutores, sequestradores de radicais livres, quelantes de metais ou desativadores
do oxigénio singlete e/ou exibir simultaneamente, mais de uma dessas fungdes
(HALLIWELL et al., 2001).

O termo antioxidante tem natureza multiconceitual. No entanto, ‘antioxidante’
pode ser definido como uma classe heterogénea de moléculas naturais, que presentes em
baixas concentragdes, comparativamente as biomoléculas que protegeriam, sdo geralmente
usados para inibir, prevenir ou retardar a deterioracdo pela oxidagdo (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2007).

A tendéncia atual dos consumidores € procurar cada vez mais produtos naturais,
causada pela crescente preocupacdo com a saude, tornando necessario o estudo do uso de
condimentos ¢ ervas aromaticas como antioxidantes naturais em substitui¢do aos
convencionais BHA e BHT amplamente utilizados (MARIUTTI & BRAGAGNOLO,
2007).

Muitos estudos sdo feitos para identificar compostos antioxidantes com atividade
farmacologica e baixa toxicidade. Neste contexto, a etnofarmacologia representa o meio
mais importante de encontrar moléculas de importancia terap€utica. As misturas das ervas
usadas podem apresentar uma atividade antioxidante oriunda do seu conteudo de
substancias antioxidantes que agem provavelmente de forma sinergistica. Esta hipotese e a

auséncia de toxicidade sdo importantes para entender o uso desde o tempo antigo até os

dias atuais (MORAIS & BRAZ-FILHO, 2007).

Compostos Fenolicos

Compostos fendlicos sdo constituintes ubiquos de plantas superiores encontrados

em uma ampla variedade de alimentos vegetais comumente consumidos, tais como frutas,
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legumes, cereais ¢ em bebidas de origem vegetal, como vinho, chd e café (FARAH,
2006). Estes compostos sdo metabdlitos secundérios de plantas geralmente envolvidos na
defesa contra a radiagdo ultravioleta ou a agressao por agentes patogénicos.

Os fenolicos sdo definidos quimicamente como substincias que possuem anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais.
Possuem estrutura variavel e com isso, sdo multifuncionais. Existem cerca de cinco mil
fenois, dentre eles, destacam os flavonoides, acidos fendlicos, fendis simples, cumarinas,
taninos, ligninas e tocoferdis (MALACRIDA & MOTTA, 2005).

Diversos compostos fendlicos sdo descritos em alimentos vegetais e podem ser
agrupados em diferentes classes de acordo com a sua estrutura quimica basica (tais como o
tipo e o numero de anéis de fenol), e em subclasses diferentes, de acordo com as
substituicdes especificas na estrutura basica, de associagdo com hidratos de carbono e
formas polimerizadas (MANACH et al., 2004).

As frutas sdo importantes fontes de compostos fendlicos, principalmente as de
coloragdo vermelha ou azul. Estes compostos apresentam varios efeitos biologicos, dos
quais podem ser citados: acdes antioxidantes; antimicrobiana; antiplaquetaria; efeitos
antialergénicos; anti-inflamatoria e vasodilatadora. J& para os vegetais, apresentam funcao
de defesa, incluindo defesa contra fatores externos e internos (AHERNE & O’BRIEN,
2002).

A presenca de compostos fendlicos, tais como flavonoides, acidos fendlicos,
antiocianinas, além dos ja conhecidos; vitaminas C, E e carotenoides contribuem para os
efeitos benéficos destes alimentos. Somando-se a isto, estudos tém demonstrado que
polifenois naturais possuem efeitos significativos na reducdo do cancer, e evidéncias
epidemiologicas demonstram correlacdo inversa entre doengas cardiovasculares e consumo
de alimentos fonte de substancias fenolicas, possivelmente por suas propriedades
antioxidantes (BROINIZI et al., 2007)

No grande grupo dos compostos fendlicos, os flavonoides e os acidos fenolicos
sdo os que mais se destacam e, sdo considerados os antioxidantes fendlicos mais comuns de
fontes naturais. Estas substancias apresentam amplamente distribuidas no reino vegetal;
sendo, desta maneira, encontradas em todas as frutas e outros vegetais (KARAKAYA,

2004).
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Hiperpigmentacio da Pele

Hiperpigmentacdo da pele sdo desordens de pigmentacdo que tém origem numa
producdo exagerada de melanina. Essas manchas surgem em virtude de fatores como
envelhecimento, alteracdes hormonais, inflamagdes, alergias e exposi¢cdo solar, dentre
outros. Diversas substincias sdo utilizadas no tratamento de hiperpigmentagdes, tanto
sozinhas, quanto em associagdes. Pode-se citar, por exemplo, a hidroquinona, o acido
glicélico, o acido retinoico € o acido kojico como agentes despigmentantes de grande
importancia (GONCHOROSKI & CORREA, 2005).

A biossintese de melanina nas plantas, micro-organismos e células de mamiferos ¢
produzida a partir de uma enzima essencial conhecida como tirosinase (fenol oxidase)

(Figura 9).
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Figura 9. Ligacdes dos atomos de cobre sitio ativo da enzima tirosinase.
Fonte: MIYAZAWA et al., 2003.

A melanina é formada através de uma série de reagdes oxidativas envolvendo o
aminodacido tirosina na presenga da enzima tirosinase (PARVEZ et al, 2007). As melaninas
podem ser classificadas em dois grupos: eumelaninas e feomelaninas (LIN & FISCHER,
2007). As eumelaninas sdo pigmentos negros ou marrons, geralmente insoliveis, formados
por sequéncias de reagdes oxidativas a partir da tirosina, L-Dopa, dopamina ou outras
catecolaminas. As feomelaninas sdo pigmentos de cores mais claras como vermelho ou
amarelo, e podem ser obtidas de forma semelhante as eumelaninas, possuindo como

precursores a cisteina ou a glutationa (SANCHEZ-FERRER et al., 1995) (Figura 10).
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Fonte: FARIA et al., 2007.

Nos vegetais a tirosinase catalisa as reagodes iniciais na formacdo de melanina, a
partir de tirosina, mas também oxida compostos fendlicos, varios aminoacidos e proteinas
que promovem o escurecimento dos tecidos vegetais quando danificada (CAIXEIRO et al.,
2012). Considerando que algumas substancias isoladas de plantas apresentam atividade
sobre a tirosinase, principalmente as que possuem estrutura fendlica, tais como flavonoides,
taninos, tocoferois e derivados do acido cindmico, a flora brasileira constitui uma fonte
potencial na descoberta de novos agentes (MACRINI et al., 2009).

Alteracdes na distribui¢do das melaninas podem levar a origem de uma série de
doengas dermatoldgicas, entre as quais existem as resultantes da acumulacdo excessiva de
pigmentacdo da pele, tais como melasma, manchas da idade e danos relacionados actinicas.
Pelos efeitos indesejaveis causados ou associados a agdo da tirosinase, hd um crescente
interesse em compostos que podem inibir esta enzima, assim eficientemente atuando em

desordens da pigmentacdo (ZAHED et al., 2005)
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Diversos inibidores naturais e sintéticos da tirosinase sdo identificados. Eles

podem ser classificados de acordo com a interferéncia causada nas etapas da melanogénese,

tais como (CHANG, 2009):

agentes redutores (que causam redu¢do da o-dopaquinona a L-DOPA);
sequestrantes da o-dopaquinona;

substratos enzimaticos alternativos (compostos fenolicos, cujos produtos
quinoides de reagdo absorvem numa diferente faixa espectral que o
dopacromo);

inativadores nao especificos enzimaticos (como alguns &cidos e bases que
desnaturam a enzima);

inativadores especificos da tirosinase (também chamados de substratos suicidas,
ja que se ligam irreversivelmente a enzima) e;

inibidores especificos da tirosinase (se ligam reversivelmente a tirosinase

reduzindo sua capacidade catalitica). Somente os inibidores especificos da

enzima sao considerados inibidores verdadeiros.
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OBJETIVOS

Obter extratos brutos hexanico e metandlico das folhas e das cascas do caule de M.
urundeuva Fr. All;

Avaliar a atividade alelopatica;

Avaliar a capacidade antioxidante pelo método do sequestro radical livie DPPH;
Quantificar teor de fendis totais utilizando o reagente de Folin-ciocaulteau;

Avaliar a capacidade de inibi¢do da enzima tirosinase pelos extratos brutos

hexanico e metandlico.
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CAPITULO 1

EFEITO ALELOPATICO DA AROEIRA-PRETA SOBRE SEMENTES DE
ALFACE (Lactuca sativa L..), TOMATE (Solanum lycopersicum L.) E REPOLHO
(Brassica oleracea L.)

ALLELOPATHIC EFFECT OF AROEIRA-PRETA ON SEEDS OF LETTUCE (Lactuca
sativa L.), TOMATO (Solanum lycopersicum L.) AND CABBAGE (Brassica oleracea L.)

RESUMO: Alelopatia pode ser definida como efeito maléfico ou benéfico que
uma planta exerce sobre a outra por meio de compostos quimicos liberados no meio
ambiente. No presente trabalho, foram investigados os efeitos alelopaticos de extratos
hexanicos e metanodlicos das folhas e cascas do caule de aroeira-preta (Myracrodruon
urundeuva Fr. All), na germinagdo e no crescimento inicial da alface, repolho e tomate. Os
extratos obtidos foram preparados nas concentragdes de 10.000, 1.000 e 100 pg mL™". Para
a germinacdo foram avaliados a porcentagem de germinacdo (G%) e o indice de velocidade
de germinacdo (IVG). O crescimento inicial foi avaliado pelo comprimento (radicular e da
parte aérea). O extrato metanolico das folhas apresentou inibi¢ao no IVG das sementes de
alface, na concentra¢io de 10.000 pg mL™. Extratos metandlicos das folhas e cascas do
caule de M. urudeuva Fr. All. reduziram o comprimento radicular das plantulas de alface.
Com a adicdo dos extratos brutos metandlicos, observou-se interferéncia no
desenvolvimento de plantulas de repolho, evidenciando o potencial alelopatico de M.
urundeuva no crescimento de radicula e hipocédtilo dessa espécie. Houve diferencas
significativas no IVG de sementes de tomate, na presenga do extrato hexanico das folhas.

PALAVRAS-CHAVE: Alelopatia, Myracrodruon urundeuva Fr. All
Porcentagem de Germinacao e Indice de Velocidade de Germinagao (IVG).

INTRODUCAO

O termo alelopatia ¢ empregado para caracterizar interagdes bioquimicas entre
todos os tipos de plantas. Interagdes como essas ocorrem pela acdo de substancias
quimicas, os chamados aleloquimicos produzidos através do metabolismo secundario das
plantas e liberadas no meio ambiente (RICE, 1984). Estes sdo sintetizados em diferentes
orgaos das plantas, como raizes, folhas, flores e frutos (DELACHIAVE et al., 1999) e sua
concentragdo nos tecidos dependem de diversos fatores, como temperatura, pluviosidade,

luminosidade, entre outros.
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A produgdo de aleloquimicos pelas plantas tem fundamental importancia no
que diz respeito & autodefesa (MACIAS et al, 2007). Esse mecanismo de defesa das
plantas foi adquirido ao longo de um processo de evolu¢do e representa um importante
mecanismo ecolégico que influencia direta e indiretamente as plantas adjacentes (CHOU,
2006), que ¢ propiciada pela liberacdo dos aleloquimicos por diferentes formas
(volatilizacdo, exsudag¢do radicular, lixiviagdo e decomposi¢ao de residuos).

Efeitos fisiologicos ocasionados por interacdes alelopaticas, frequentemente
observados, sdo inibi¢do da porcentagem e velocidade da germinacdo e redugdo do
crescimento inicial, sendo estas respostas secundarias de efeitos primarios que ocorrem no
processo metabolico das plantas afetadas (PEDRO et al., 2006).

A espécie Myracrodruon urundeuva Fr. All. conhecida popularmente como
aroeira-preta, aroeira-do-cerrado, aroeira-do-sertdo ¢ um arbusto da familia Anacardiaceae,
de distribuicao natural limitada a América do Sul, nativa no Brasil e mais amplamente
distribuida nas regides nordeste, sudeste e centro-oeste, ocorrendo também na regido da
Bolivia, Paraguai e Argentina (DORNELES et al., 2005).

O porte da aroeira varia conforme a regido de sua ocorréncia, podendo atingir
30 metros de altura. Geralmente, a espécie floresce entre julho e setembro, e a maturagao
dos frutos ocorre de setembro a outubro (LORENZI, 1992; ANDRADE et al., 2000).
Possui madeira dura, elastica, resistente a cupins, de alta densidade e de longa durabilidade,
sendo utilizada para diversos fins. A aroeira-preta também possui amplo uso medicinal, em
suas entrecascas encontram varios componentes fitoquimicos que possuem propriedades
anti-inflamatorias e cicatrizantes para varias afecgdes, principalmente ginecologicas e
ferimentos cutaneos; anti-histaminicas e analgésicas (BERGER et al., 2007).

Bioensaios laboratoriais envolvendo investigacdes alelopaticas tem
demonstrado grande importancia, em laboratdrio, pode-se controlar véarios parametros que
na natureza interagem simultanea e sequencialmente, além de mudarem constantemente
(INDERJIT E DAKSHINI, 1995). Pesquisas alelopaticas sdo necessarias, porque pouco se
conhece a respeito das potencialidades das plantas e o beneficio que as mesmas podem
proporcionar (FERREIRA et al., 1992).

Para avaliar a acdo dos aleloquimicos sdo realizados bioensaios com sementes

sensiveis; as mais utilizadas como indicadores de alelopatia sdo Lactuca sativa L. (alface),
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Solanum lycopersicum L. (tomate) e Brasssica oleracea L. (repolho), por serem de facil
aquisi¢do e manuseio (ALVES et al., 2004).

Baseado nas informagdes etnofarmacologicas da M. wurundeuva Fr. All este
trabalho teve como objetivo avaliar o potencial alelopatico dos extratos hexanico e
metandlico obtidos a partir das folhas e cascas do caule de M. urundeuva Fr. All. por meio

de bioensaios laboratoriais.

MATERIAL E METODOS

O experimeto foi conduzido no Laboratorio de Quimica Tecnoldgica, do
Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia Goiano campus Rio Verde, no

municipio de Rio Verde, Goias, Brasil, no primeiro trimestre de 2012.

Material Vegetal

A coleta das folhas e cascas do caule de M. urundeuva Fr. All foi realizada na
unidade de conservacao do campus da FESURYV - Universidade de Rio Verde, na Fazenda
Fontes do Saber (17°46°29,6°’S e 50°57°34,8’”W) no més e identificada por comparacao no
Herbario Jataiense da Universidade Federal de Goias, Jatai, GO (excicata HJ 5612).

Apos a coleta, o material vegetal foi seco em estufa com circulacao de ar a 40°C
por 48 horas. Em seguida, as folhas e cascas do caule foram trituradas até a obtencao de um

p6 homogéneo e armazenadas sob refrigeracao até o seu uso.

Preparacao dos Extratos

Inicialmente foi usado hexano, na propor¢ado de 50 g do material vegetal (folhas
e cascas do caule, em frascos separados) para 500 mL do solvente durante dois dias. Em
seguida, a solugdo foi filtrada. O filtrado, agrupado e evaporado, resultou nos extratos de
M. urundeuva: hexanico das folhas (MUHF) e hexanico das cascas do caule (MUHC). O
residuo vegetal foi entdo extraido com metanol usando a mesma propor¢do acima
fornecendo os extratos: metanolico das folhas (MUMF) e metanolico das cascas do caule
(MUMC). O rendimento dos extratos foi calculado pela expressdo: Rendimento (%) =

(massa do extrato/massa do material vegetal) x 100.
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Bioensaio de Alelopatia

Para verificar os efeitos dos extratos, foram realizados testes de germinagdo em
placas de Petri esterilizadas (nove cm de didmetro), sendo cada placa forrada com folha de
papel filtro ao fundo e umedecidas com 1,0 mL dos extratos obtidos. Apds a completa
evaporacao do solvente, os papéis de filtro contidos nas placas foram umedecidos com 3,0
mL de agua destilada. Apds o primeiro dia de incubagdo, as placas foram umidificadas com
1,0 mL de agua destilada, diariamente.

A concentragio de 100% correspondeu a solugdo de 10.000 pg mL™ do extrato
seco no respectivo solvente. A partir da concentracgao inicial, foram feitas diluicdes obtendo
as concentragdes de 1.000 pg mL” e 100 pg mL"'para cada extrato testado, com quatro
repeticoes para cada tratamento. Para o controle negativo foi usada agua destilada. O
delineamento experimental adotado foi inteiramente ao acaso com quatro tratamentos e
quatro repeticdes, com 25 sementes por parcela de alface (Lactuca sativa L.) cv. Verodnica,
repolho (Brassica oleracea L.) cv. Coracao de Boi e tomate (Solanum lycopersicum L.) cv.
Santa Cruz Kada obtidas no comércio local.

As placas de Petri identificadas pelas sementes e extratos permaneceram em
estufa, a 25°C e 12 horas de fotoperiodo por 120 horas. A contagem da germinacao foi
realizada apos 24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120 h, tendo como critério para germinagao a ruptura
da testa e emissdo da raiz primaria. A cada observagdo foi realizada a quantificacdo do
niamero acumulativo de sementes germinadas (dois mm de protusao radicular) (FERREIRA
E AQUILA, 2000). Para anilise da germinagio, foram avaliados a porcentagem de
germinacao (%G) e o indice de velocidade de germinagdo (IVG) (MAGUIRE, 1962).

Porcentagem média de germinagdo (G%):

G% = (N/A). 100, em que G% = germinacdo; N= numero total de sementes
germinadas; A = niimero total de sementes colocadas para germinar.

indice de Velocidade de Germinagao (IVG):

IVG = (G1/Ny) + (G2/N3) + ... (Gy/Np).100, em que G = nimero de sementes
germinadas; N = ¢ o numero de dias da semeadura a 17, 2%,... enésima avaliacdo.

A avaliagdo da pos-emergéncia foi realizada a semelhanca do bioensaio de
germinag¢do, com diferenga do fotoperiodo, que foi de 24 horas. Cada placa de Petri de 9,0
cm recebeu 10 sementes pré - geminadas e, ao final do periodo de dois dias de crescimento,

foram medidos os comprimentos da radicula e do hipocétilo, com auxilio de um
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paquimetro digital (DIGIMESS®). O delineamento experimental adotado foi inteiramente
ao acaso com quatro tratamentos e trés repetigdes, com 10 sementes por parcela de alface
(Lactuca sativa L.) cv. Veronica, repolho (Brassica oleracea L.) cv. Coracdo de Boi e
tomate (Solanum lycopersicum L.) cv. Santa Cruz Kada obtidas no comércio local.

Os resultados obtidos foram submetidos 8 ANOVA e comparados pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade, usando o programa Assistat 7.6 Beta.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os dados percentuais obtidos da extracdo pelo método de
maceracao a frio, os rendimentos obtidos foram de 12,21% para o extrato metanolico das
folhas e 13,00% para o extrato metanolico das cascas do caule, sendo que os extratos
hexanicos apresentaram rendimentos menores (Tabela 1). Estes dados podem sugerir a
diferenca de biodisponibilidade de metabolitos secundarios encontrados nos diferentes
orgaos vegetais, tanto em contetido como nas proporgdes disponiveis considerando também
que a producao e/ou concentracao de metabolitos secundarios, entre eles os aleloquimicos,
podem ser aumentadas por diversos fatores ambientais como estresse hidrico, deficiéncia de
nutrientes e temperatura e outros (GOBBO-NETO; LOPES, 2007), situagdes

frequentemente encontradas no Cerrado.

TABELA 1. Massa de material vegetal e quantidade de extrato obtido.

Material Vegetal Massa de extrato

Solvent. 9 Codi
Seco () olventes obtido (g) % odigos
Hexano 11,7932 3,06 MUFH
Folhas
Metanol 47,0013 12,21 MUFM
Hexano 2,9746 0,94 MUCH

Cascas do caule Metanol 41,1200 13,00 MUCM

M = Myracrodruon; U= urundeuva; F= Folha; C= Casca; H= Hexano; M= Metanol

Os resultados da Tabela 2 mostram que o extrato metanolico das folhas
apresentou inibicio sobre as sementes de alface, na concentragio de 10.000 pg mL™.
Segundo Rice (1984), estimulos e inibigdes no desenvolvimento das plantas na presenga de
extratos de outras plantas sdo comumente encontrados quando se trabalha com substancias

alelopaticas. Este fato pode ser relacionado a concentragdo na qual estas substancias se
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encontram, visto que estas podem estimular ou inibir o crescimento das plantas em
concentragdes apropriadas. Esse fato pode ser observado quando as concentra¢des de 1.000

e 100 pg mL™" ndo alteraram o IVG das sementes de alface comparados ao controle.

TABELA 2. Efeito dos extratos brutos no indice de velocidade de germinagdo (IVG) em

sementes de alface.

G
Tratamentos (ug mL™) MUFM MUCM MUFH MUCH
Controle 78,7+20,7 a 88,6 6,1a 92,7+ 83a 95,1+3,8a
10.000 453+6,0b 84,4+99a 96,3+2,6a 93,9+6,0a
1.000 88,0+19,6a 925+34a 96,2+ 1,3a 95,4+32a
100 91,3+5,5a 926+1,6a 96,5+3,0a 83,4+214a

M = Myracrodruon; U= urundeuva; F= Folha; C= Casca; H= Hexano; M= Metanol; Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.

Os efeitos das concentragdes dos extratos brutos metandlico e hexanico das
folhas e cascas do caule no percentual de germinagdo das sementes de alface estdo
representados na Tabela 3. Observa-se que as germinagdes ndo foram influenciadas pelos
extratos nas diferentes concentragdes, quando comparadas com o grupo controle, nao
apresentando inibigao consideravel, nao houve diferencas significativas entre os efeitos dos

tratamentos e a testemunha para germinagao.

TABELA 3. Efeito dos extratos brutos no percentual de germinac¢do (G%) em sementes de
alface.

G%
Tratamentos (ug mL™) MUFM MUCM MUFH MUCH
Controle 99.0+2,0a 100,0+ 0,0 a 100,0+0,0 a 95,0+6,0 a
10.000 100,0 £0,0 a 98,0+23a 99,0+20a 98,0+4,0a
1.000 100,0 £0,0 a 100,0+0,0a 100,0+0,0a 100,0+0,0 a
100 99,0+2,0a 100,0+0,0 a 999+20a 98,0+23a

M = Myracrodruon; U= urundeuva; F= Folha; C= Casca; H= Hexano, M= Metanol; Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.

O crescimento inicial da raiz das sementes de alface foi afetado com o aumento
da concentracao dos extratos. Extratos metandlicos das folhas e cascas do caule de M.
urudeuva Fr. All. reduziram o comprimento radicular das plantulas de alface. Com relagado
ao desevolvimento do hipocétilo, todas as concentragdes de extratos testadas (10.000, 1.000

e 100 pg mL™") de folhas e cascas do caule nio provocaram alteragdes significativas. Os
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resultados destes ensaios estao dispostos na Tabela 4. Em geral, as raizes sdo mais sensiveis
as substancias presentes nos extratos quando comparadas com as demais estruturas das
plantulas (CHON et al., 2000). Provavelmente, ao fato das raizes estarem em contato direto
e prolongado com o extrato (aleloquimicos) em relacdo as demais estruturas das plantulas
(CHUNG et al.,, 2001) e/ou a um reflexo da fisiologia distinta entre as estruturas (AQUILA
et al., 1999).

TABELA 4. Efeito dos extratos brutos metanolicos folhas/cascas do caule no
desenvolvimento de plantulas de alface expressos em milimetros (mm).

MUFM MUCM
Tratamentos (ug mL™) Raiz Hipocotilo Raiz Hipocotilo
Controle 29.1 £8.0 ab 23.1+1.0a 29.1£8.0b 23.1+£10a
10.000 28.8+5.7¢c 213+ 14a 153+£140c 20.0+x1.7a
1.000 284+142bc  21.0+0.1a 36.1+£35a 23.0+79a
100 284+5.6a 23.5+8.6a 159+£108¢c 21.7+32a

M = Myracrodruon; U= urundeuva; F= Folha; C= Casca; H= Hexano; M= Metanol; Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.

Na Tabela 5, estéio os dados do Indice de Velocidade de Germinagdo (IVG) das
sementes de repolho nos tratamentos propostos. Nota-se que a adi¢do dos extratos nao

proporcionou diferengas significativas no IVG, demonstrando que o potencial alelopatico

varia conforme a espécie receptora (SOUZA FILHO et al., 2007)

TABELA 5. Efeito dos extratos brutos no indice de velocidade de germinagao (IVG) em
sementes de repolho.

IVG
Tratamentos (ug mL™) MUFM MUCM MUFH MUCH
Controle 33.8+4.0a 320+ 1.8a 37.8+£53a 313+8.1a
10.000 348+5.0a 32.3+33a 36.8£6.7a 32.6+t46a
1.000 37.5+38a 31.3+1.2a 37.2+24a 31.2+57a
100 36.0£59a 30,6t 1.1a 33.7+£28a 31.5+2.0a

M = Myracrodruon; U= urundeuva; F= Folha; C= Casca; H= Hexano, M= Metanol; Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.

Observou-se na Tabela 6, que os extratos brutos metanolicos e hexanicos das
folhas e cascas do caule ndo interferiram significativamente no processo de germinacdo das
sementes de repolho. Embora ndo tenham afetado a percentagem de germinacdo, estas
concentragdes do extrato causaram alta percentagem de plantulas anormais, evidenciando
que os extratos das folhas e cascas do caule de M. urudeuva tém efeito alelopatico na

germina¢do de sementes de repolho. As plantulas anormais apresentaram as extremidades
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da raiz primaria necrosadas, auséncia de epicétilo, geotropismo negativo, sementes

intumescidas e apenas a radicula, resultados também obtidos por Oliveira et al.(2012).

TABELA 6. Efeito dos extratos brutos no percentual de germinagdo (G%) em sementes de

repolho.

G%
Tratamentos (ug mL’I) MUFM MUCM MUFH MUCH
Controle 95.0+20a 90.0+t4.0a 90.0+5.2a 76.0+173a
10 000 93.0+3.8a 86.0+52a 89.0+115a 78.0+83a
1 000 91.0+6.0a 87.0+5.0a 93.0+3.8a 82.0+10.6 a
100 91.0+t6.0a 86.0+t4.0a 90.0+52a 82.0+7.7a

M = Myracrodruon; U= urundeuva; F= Folha; C= Casca; H= Hexano; M= Metanol; Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si

Com a adicdo dos extratos brutos metandlicos, observou-se interferéncia no
desenvolvimento de plantulas de repolho, evidenciando o potencial alelopatico de M.
urundeuva no crescimento de radicula e hipocédtilo dessa espécie (Tabela 7). Extratos
metandlicos das folhas e cascas do caule de M. wrudeuva Fr. All. (10.000 pg mL™)
reduziram o comprimento radicular e afetaram das plantulas de repolho. Ao comparar o
desenvolvimento da radicula e do hipocotilo apds a aplicagdo de ambos os extratos,
observa-se que nas concentragdes de 1.000 ¢ 100 pg mL™ ao invés de inibi¢do, ocorreu o

efeito alelopatico positivo, porque os valores obtidos sao maiores que do grupo controle.

TABELA 7. Efeito dos extratos brutos metandlicos folhas/cascas do caule no
desenvolvimento de plantulas de repolho expressos em milimetros (mm).

MUFM MUCM
Tratamentos (ug mL™) Raiz Hipocotilo Raiz Hipocotilo
Controle 51.3£12.8a 23.6+9.0a 51.3£12.8a 23.6+£9.0b
10.000 26.5+64Db 227+26a 126 £8.7b 11.2+4.1¢
1.000 534+14a 292+1.6b 56.5+21.1a 262+£15Db
100 53.8+73a 252+10.0ab 60.7+09a 32.0+65a

M = Myracrodruon; U= urundeuva; F= Folha; C= Casca; H= Hexano; M= Metanol; Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.

Na Tabela 8, sdo apresentados os efeitos dos extratos brutos em que se verifica

interferéncia no IVG de sementes de tomate, na presenca do extrato hexanico das folhas.
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TABELA 8. Efeito dos extratos brutos no indice de velocidade de germinacao (IVG) em
sementes de tomate.

G
Tratamentos (ug MUFM MUCM MUFH MUCH
mL!
Controle 242+20a 276+12a 25.7+2.1a 27.8+1.7a
10.000 203+29a 253+ 1.4a 174+4.1ab 265+35a
1.000 23.8+1.0a 26.1+32a 12.7+109b 27.1+15a
100 229+74a 266+ 1.8 a 235+1.7ab 28.1+24a

M = Myracrodruon; U= urundeuva; F= Folha; C= Casca; H= Hexano; M= Metanol; Ambos significativos ao
nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01); Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre
si.

Na Tabela 9, estdo os dados do percentual de germinagdo (G%) das sementes
de tomate nos tratamentos propostos. Que por sua vez a adicdo dos extratos ndo

proporcionou diferengas estatisticas significativas no G%.

TABELA 9. Efeito dos extratos brutos no percentual de germinacao (G%) em sementes de

tomate.

G%
Tratamentos (ug mL™) MUFM MUCM MUFH MUCH
Controle 89.0+5.0a 87.0+4.0a 940+52a 89.0+6.8a
10.000 84.0+£33a 86.0+4.0a 73.0+124a 93.0+6.8a
1 000 88.0+11.8a 88.0+86a 500+419a 84.0+73a
100 76.0+242a 89.0+6.0a 87.0+3.8a 91.0+50a

M = Myracrodruon; U= urundeuva; F= Folha; C= Casca; H= Hexano, M= Metanol; Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.

O crescimento inicial das plantulas de tomate foi afetado pelas diferentes
concentragdes dos extratos. Os efeitos do extrato metanodlico das folhas e cascas do caule
indicam interferéncia positiva sobre o desenvolvimento da raiz e hipocdtilo, observando
que quanto menores as concentragdes dos extratos maiores foram os valores de
comprimento de raizes obtidos, em todas as concentragdes testadas. Verificando diferengas
significativas nos valores do hipdcotilo e crescimento da raiz, quando se comparou a
concentragdo de 10.000 pug mL" com as demais concentragdes ¢ o grupo controle para o
extrato metanolico das folhas e das cascas do caule, respectivamente. Extratos metandlicos
das cascas do caule de M. urudeuva Fr. All. a 10.000 ug mL™' reduziram o comprimento do

hipocotilo e afetaram das plantulas de tomate.
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TABELA 10. Efeito dos extratos brutos metandlicos folhas/cascas do caule no
desenvolvimento de plantulas de tomate expressos em milimetros (mm).

MUFM MUCM
Tratamentos (ug mL™) Raiz Hipocotilo Raiz Hipocotilo
Controle 6.0+13a 213+5.0a 6.0+13a 21.3+5.0a
10.000 252+149b 20.0+£3.0a 12.8+149a 139+3.0b
1.000 64.5+219¢ 48.8+109b 63.3+219b 357+ 34¢
100 792+19.8d 55.1+158b 67.4+19.8b 41.3+28¢

M = Myracrodruon; U= urundeuva, F= Folha; C= Casca; H= Hexano; M= Metanol; Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.

CONCLUSOES

Diante dos resultados apresentados, pode-se concluir que os extratos
metanolicos das folhas e cascas do caule de Myracrodruon urundeuva Fr. All apresentam
potencial alelopatico, por causar efeitos inibitorios, confirmados pela redu¢ao ou aumento
da germinagao.

O extrato metanodlico das folhas apresentou inibicao no IVG das sementes de
alface, na concentra¢io de 10.000 pg mL™". Extratos metandlicos das folhas e cascas do
caule de M. urudeuva Fr. All. reduziram o comprimento radicular das plantulas de alface.
Com a adicdo dos extratos brutos metanolicos, observou-se interferéncia no
desenvolvimento de plantulas de repolho, evidenciando o potencial alelopatico de M.
urundeuva no crescimento de radicula e hipocotilo dessa espécie. Houve diferencas
significativas no IVG de sementes de tomate, na presenga do extrato hexanico das folhas.

Os efeitos do extrato metandlico das folhas e cascas do caule indicam
interferéncia positiva sobre o desenvolvimento das raizes das sementes de repolho e tomate,
observando que quanto menores as concentragdes dos extratos maiores foram os valores de
comprimento de raizes obtidos. Pode-se observar que a germinagdo das sementes se
mostrou menos sensiveis aos aleloquimicos presentes nos extratos do que o crescimento

das plantas.
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ABSTRACT: Allelopathy can be defined as harmful or beneficial effect that a
plant carries on the other through chemical compounds released into the environment. In
this study were investigated the effects of allelopathic signals hexanes and methanolics
extracts from the leaves and bark of stem of aroeira-preta (Myracrodruon urundeuva Fr.
All) on germination and initial growth of lettuce, cabbage and tomatoes. The extracts
obtained were prepared at concentrations of 10.000, 1000 and 100 puL mL’. For
germination were assessed the percentage of germination (G%) and the germination speed
index (IVG). Initial growth was evaluated by length (shoot and from the seedling shoot).
The methanolic extract of leaves showed inhibition in seeds of lettuce, IVG in
concentration of 10.000 pL mL™". Methanolics extracts from the leaves and bark of the stem
of M. urundeuva Fr. All. reduced root length of seedlings of lettuce. With the addition of
crude methanolics extracts, there was interference in the development of seedlings of
cabbage, evidencing the allelopathic potential of M. urundeuva on radicle growth and
hypocotyl. There were significant differences in the IVG tomato seeds, in the presence of
hexane extract of leaves.

KEY WORDS: Allelopathy. Myracrodruon urundeuva Fr. All. Germination
Percentage and Germination Speed Index (IVG).
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CAPITULO I1

Fenodis totais, atividade antioxidante e inibicao da enzima tirosinase de

extratos de Myracrodruon urundeuva Fr. All. (Anacardiaceae)

RESUMO: Os radicais livres e outros oxidantes demonstram ser parcialmente
responsaveis pelo envelhecimento e pelas doengas degenerativas associadas a
producédo de espécies reativas de oxigénio. Além disto, os compostos fendlicos
sdo reconhecidamente detentores de elevada atividade antioxidante, que
geralmente estdo envolvidos em tratamentos de problemas de pigmentagdo da
pele, que resultam em hiperpigmentagdes. Sendo assim este trabalho foi
realizado para avaliar o conteudo de fenois totais, atividade antioxidante e a
capacidade de inibicdo da tirosinase dos extratos das folhas e cascas do caule da
espécie Myracrodruon urundeuva Fr. All. Para determinagcdo do conteudo de
fendis totais dos extratos organicos de M. urundeuva utilizou-se o reativo Folin-
Ciocalteau, na avaliagdo da atividade antioxidante empregando o radical livre
DPPH, enquanto que os testes de inibicdo da enzima tirosinase foram realizados
utilizando L-tirosina. Os resultados de fendis totais mostraram uma concentracao
de 77 mg EAG g"' e 194 mg EAG g nos extratos hexanico e metandlico das
folhas e 45 mg EAG g e 193 mg EAG g™ nos extratos hexanico e metandlico das
cascas do caule. O potencial antioxidante dos extratos indicaram que o extrato
metanodlico das cascas do caule (10,9 + 0,5 ug mL"), em comparacdo ao
hexanico (12,9 + 0,2 ug mL™) e ao BHT (220 + 7,0 ug mL™), possui uma atividade
antioxidante levemente mais acentuada. No ensaio de inibicdo da tirosinase, o
extrato metandlico das cascas do caule demonstrou um percentual de inibigdo da
enzima de 42% apds uma hora.

Palavras-chave: compostos fendélicos, DPPH, hiperpigmentacéo, tirosinase.

ABSTRACT: Free radicals and other oxidants had demonstrated to be partially
responsible by aging and degenerative diseases associated with the production of
reactive oxygen species. In addition, the phenolic compounds are recognized as
holders of high antioxidant activity, which usually are involved in treatment of
pigmentation problems, which result in hyper pigmentation. So this study was
carried out to evaluate the content of total phenols, antioxidant activity and
inhibition of tyrosinase, in extracts from leaves and bark of the stem of the species
Myracrodruon urundeuva Fr. All. For determination of content of total phenols from
organic extracts of M. urundeuva, was used Folin-Ciocalteau reagent, in the
evaluation of antioxidant activity was the DPPH free radical, while the enzyme
tyrosinase inhibition tests were performed using L-tyrosine. The results of total
phenols showed a concentration of 77 mg EAG g”' and 194 of hexane and
methanolic extracts from the leaves and 45 mg EAG g and 193 mg EAG g of
hexane and methanolic extracts of the bark of the stem. The antioxidant potential
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of extracts indicated that the methanolic extract of bark of stem (10.9 £ 0.5 yg mL"
"), compared to hexane (12.9 + 0.2 pyg mL") and BHT (220 + 7.0 yg mL™),
presented a slightly higher antioxidant activity. For the tyrosinase enzyme
inhibition test, the methanolic extract of bark of the stem indicated a 42% of the
enzyme inhibition after an hour.

Key words: phenolics compounds, DPPH, hyperpigmentation, tyrosinase.

INTRODUGAO

A rica biodiversidade do Brasil se distribui em diferentes regides, dentre
elas o Cerrado que é um tipo fitofisiondbmico de vegetagdo, e esta localizado
basicamente no Planalto Central do Brasil. Considerado o segundo maior bioma
do pais, este abrange 21% do territério brasileiro e possui uma vasta flora
endémica, com mais de 500 espécies medicinais as quais sado largamente
utilizadas pela populagéao brasileira (Bourlaug, 2002).

Dentre as espécies nativas do cerrado, encontra-se Myracrodruon
urundeuva Fr. All. Pertencente a familia Anacardiaceae € uma espécie tropical
didica, popularmente conhecida como aroeira-do-campo, aroeira-preta ou
urundeuva, que se distribui nas regides Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste
(Almeida et al., 1998). A arvore é caducifdlia, atinge de 5 a 20 m de altura e 30 a
60 cm de DAP (didmetro a altura do peito, 1,30 m do solo) (Carvalho, 2003).
Geralmente, a espécie floresce entre julho e setembro, e a maturagao dos frutos
ocorre de setembro a outubro (Lorenzi, 1992).

Sua utilizacdo se aplica ao fornecimento de madeira, como planta
medicinal e na industria de curtimento de couro (Andrade et al., 2000). A madeira,
muito utilizada na construgao civil, apresenta grande resisténcia mecanica e ¢é
praticamente imputrescivel (Queiroz, Moraes & Nascimento, 2002). Seu potencial
farmacolégico e uso popular surgem como uma alternativa terapéutica. Atribuido,
sobretudo a folhas e cascas do caule, as propriedades medicinais da aroeira-preta
se aplicam ao tratamento das afecgdes urinarias, respiratérias, acao
antiinflamatdria e cicatrizante (Andrade et al., 2000).

A casca da aroeira-preta (Myracrodruon urundeuva Fr. All.) € muito rica
em taninos e outras compostos fendlicos, contendo também, flavondides, taninos

e seus percussores, além de duas chalconas dimétricas (Matos, 2002).



68

Os compostos fendlicos incluem mais de oito mil estruturas quimicas
que podem ser classificados pelo numero e arranjo de seus atomos de carbono,
sendo divididos em pelo menos dez grupos, a saber: fendis simples, acidos
fendlicos, cumarinas, isocumarinas, naftoquinonas, xantonas, estilbenes,
antraquinonas, flavondides e ligninas (Crozier et al., 2009).

Diversos pesquisadores tém realizado estudos Dbiolégicos e
farmacologicos de compostos fendlicos. Esses estudos tém ampliado as
propriedades farmacologicas desses compostos, uma delas é a atividade
antioxidante (Okuda & Ito, 2011). Varias substancias fendlicas sdo importantes
antioxidantes, uma vez que possuem esqueleto carbdnico propicio para a
estabilizacao de radicais livres (Larrauri et al., 1996).

Lachman et al. (2010) mostraram que uma grande variedade de fontes
vegetais biossintetizam compostos que possuem atividade antioxidante e podem
ser utilizados como uma fonte natural de substancias que possuem a capacidade
de sequestrar os radicais livres.

Estudos tém demonstrado que os radicais livres sdo os principais
causadores de diversas doengas degenerativas, tais como doengas
cardiovasculares, neurolégicas e algumas formas de cancer (Prior et al., 1998). Os
antioxidantes presentes nas plantas podem atuar como agentes redutores,
sequestradores de radicais livres, inibidores de enzimas e como quelantes de
metais (Wang & Lin, 2000).

Atualmente existe um grande numero de plantas medicinais cujo
potencial terapéutico tem sido estudado em uma variedade de modelos
experimentais, e cujos mecanismos de acdo tém sido investigados quanto a
atividade de inibicdo enzimatica. Estes estudos tém providenciado informacdes
uteis para o desenvolvimento de novas farmacoterapias a partir dessas plantas
para o tratamento de varias patologias (Sousa et al., 2008).

Uma dessas patologias € a hiperpigmentacdo da pele, que pode ser
dependente tanto de um aumento do numero de melandcitos quanto da atividade
melanogénica de enzimas, como a tirosinase. A tirosinase (EC 1.14.18.1) é a
enzima chave na produgdo de melanina em mamiferos. Esta atua oxidando

monofendis a orto-difendis e estes a ortoquinonas. Seu substrato principal em
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mamiferos é o aminoacido tirosina que é oxidado a L-DOPA (L-3,4-
diidroxifenilalanina) e este apos diversas reagdes quimicas e enzimaticas
polimeriza-se formando a melanina (Sanchez-Ferrer et al., 1994).

A melanina € um biopolimero heterogéneo, pigmentado polifendlico de
alto peso molecular, desempenha um papel importante na prote¢cdao da pele
humana dos efeitos nocivos da radiagao UV do sol, sendo responsavel pela cor da
pele, do cabelo e dos olhos (Chang, 2009; Passeron, Mantoux, Ortonne, 2005).

Em funcdo de desenvolver terapias ou profilaxias para tratar ou prevenir
desordens de hiperpigmentacdo a inibicdo da atividade da tirosinase tem sido
geralmente o alvo. Ha muitas formas de realizar essas terapias, como
mecanismos competitivos ou nao competitivos que interferem na atividade
catalitica da tirosinase, por exemplo, interrupcdo da maturacédo ou diminuicdo da
estabilidade da tirosinase, os quais reduziriam a sintese e deposi¢gdo de melanina
(Ando et al., 2007).

O desenvolvimento e a caracterizagao de novos inibidores da enzima
tirosinase sdo extremamente uteis, devido a seus potenciais para aplicagdes na
prevencao de hipercromias. Dessa forma, tornam-se necessarias pesquisas de
agentes despigmentantes que inibem a tirosinase, sendo de extrema importancia
a descoberta de subtancias naturais obtidas através de extratos de plantas, com
tal propriedade (Sousa, 2011).

Considerando que a aroeira-preta apresenta caracteristicas medicinais,
alimenticias, ornamentais e industriais reunindo em unica espécie um potencial
multiplo de aplicagdes e que se trata de espécie ainda muito pouco estudada,
objetivou-se neste trabalho determinar os fendis totais, a atividade antioxidante e a
capacidade de inibi¢ao da tirosinase presentes na espécie Myracrodruon urudeuva

Fr. All. conhecida popularmente como aroeira-preta.

MATERIAL E METODO
Os experimetos foram conduzidos no Laboratério de Quimica Tecnolégica, do
Instituto Federal Goiano campus Rio Verde, no municipio de Rio Verde, Goias,

Brasil.



70

Material Vegetal

A coleta da parte aérea e cascas do caule de M. urundeuva Fr. All. foi
realizada na unidade de conservacao do campus da FESURV - Universidade de
Rio Verde na Fazenda Fontes do Saber (17°46°29,6”S e 50°57'34,8"W) e
identificada por comparagdo no Herbario Jataiense da Universidade Federal de
Goias, Jatai, GO (excicata HJ 5612).

ApOs a coleta, o material vegetal foi seco em estufa com circulagao de
ar a 40°C por 48 horas. Em seguida, as folhas e cascas do caule foram trituradas
até a obtengdo de um p6 homogéneo e armazenadas sob refrigeragao, até o seu

uso.

Preparagcao dos Extratos

Inicialmente foi usado hexano, na propor¢éo de 50 g do material vegetal
(folhas e cascas do caule, em frascos separados) para 500 mL do solvente
durante dois dias, obtendo-se uma solugao heterogénea. Em seguida a solugao foi
filtrada. O filtrado, agrupado e evaporado, resultou nos extratos de M. urundeuva
hexanico das folhas (MUHF) e cascas do caule (MUHC). O residuo vegetal foi
entdo extraido com metanol usando a mesma propor¢cdo acima, fornecendo os
extratos de M. urundeuva metandlico das folhas (MUMF) e das cascas do caule
(MUMC). O rendimento dos extratos foi calculado pela expressao: Rendimento (%)

= (massa do extrato/massa do material vegetal) x 100.

Determinacgao de Fendis Totais

O teor de fendis totais dos extratos de M. urundeuva Fr. All. foi
analisado utilizando acido galico como padrao pelo método de Folin-Ciocalteau,
com algumas modificagcbes. O método de Folin-Ciocalteau baseia-se na
transferéncia de um elétron, medindo assim a capacidade redutora do antioxidante
em estudo. As vantagens desse método sdo a disponibilidade comercial dos
reagentes, a absorgao do grupo cromoéforo em 730 nm, o que reduz a interferéncia
de substancias coradas presentes na amostra, o grande numero de dados
disponiveis na literatura e a praticidade de implantagdo, uma vez que se trata de

um ensaio simples, rapido, barato e robusto (Prior et al., 1998).
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Solugbdes metandlicas e hexanicas de extratos das folhas e cascas do
caule de M. urundeuva (2,5 mg mL™") foram preparadas. A cada tubo, misturou-se
250 yL de reagente de Folin-Ciocalteau (diluido em agua 1:1), 500 yL de solugéo
saturada de Na,CO; saturado, e 4 mL de agua destilada. As solugbes foram
incubadas no escuro a temperatura ambiente durante 25 min. A absorbancia da
amostra foi lida frente ao branco a 725 nm usando um espectrofotdmetro
(Biospectro, modelo SP-220). O teor de fendis totais (FT) dos extratos foi
determinado por comparagédo com uma curva de calibragdo de acido galico, como
um padrdo cuja concentracdo de Abs = 0,0628 x (Conc Acido Galico, ug mL™) —
0,0521, r* = 0,9973 e representadas como equivalentes de acido galico por grama

de extrato (mg EAG). As analises foram realizadas em triplicata.

Determinacgao da Atividade Antioxidante — Método do radical DPPH

A atividade antioxidante foi medida segundo o método descrito por
Franco et al. (2007) usando o radical livre estavel DPPH, com algumas
modificagdes, monitorando-se o consumo do radical livre DPPH pelas amostras,
através da medida do decréscimo da absorbancia de solugdes de diferentes
concentragcdes. Resumidamente, varios volumes de solucido de extratos de folhas
e cascas do caule de M. urundeuva (1,0 mg mL™") foram adicionados a 2,0 mL de
solugdo metandlica de DPPH (0,1191 mmol L™') e mantidos no escuro durante 30
min a temperatura ambiente. Em seguida, a absorbancia foi medida a 517 nm. O
metanol foi utilizado como controle negativo e o BHT (butil-hidréxi-tolueno) foi
usado como um padrao positivo. Os resultados foram expressos pelo valor CEsg
(Concentragédo Efetiva 50%), que determina a concentracdo de extrato (ug mL™),
que proporciona uma inibicado de 50%; quanto mais baixo o seu valor, maior € a
eficiéncia do antioxidante. A capacidade de eliminagdo do radical DPPH foi
calculada através da equacgao abaixo (percentagem de inibicdo do radical DPPH).

Abs . — Abs
% de inibi¢do do DPPH* = ( DPPZ — amostra) 100
DPPHe

Todas as medidas foram realizadas em trés experimentos
independentes, cada um em triplicata, e os resultados foram expressos em

ug mL™" com média e desvio padrao.
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Procedimento para Ensaio de Inibicao da Tirosinase

A tirosinase de cogumelo e a L-tirosina foram adquiridos da Sigma
Chemical Co e Vetec, respectivamente. A atividade da tirosinase foi determinada
por espectrofotometria, realizada conforme descrito por Khatib (2005), com
adaptagcbes em nosso laboratério. De forma geral, foram preparadas trés
solugdes: solugdo A: contendo 500 pL de tampéo fosfato (pH 7,0), 2 mL da
tirosinase de cogumelo (200 U mL™") e 50 pL da amostra da solucdo com extrato
etandlico da planta (1000 pg mL™); solugdo B: (controle negativo) 500 uL de
tampao fosfato (pH 7,0), 2,0 mL da tirosinase de cogumelo (200 U mL™") e 50 pL
de etanol; solugdo C: (controle positivo) 500 yL de tampéao fosfato (pH 7,0), 2,0
mL da tirosinase de cogumelo (200 U mL") e 50 upL de acido Kojico
(1000 pg mL™"). Apds 5 minutos, 2,0 mL de solucdo de 2 mM de L-tirosina foi
adicionado a cada solucao teste. A absorcédo a 475 nm foi monitorada em fungao
do tempo, realizando-se a leitura apds 60 minutos. A variacdo da densidade otica
foi comparada na presenga e auséncia dos extratos para verificar a inibicdo da

tirosinase.

Analise Estatistica
Os resultados foram apresentados como médias e desvios padrao de
trés ensaios independentes (n=3). O programa estatistico utilizado foi o Assistat

7.6 Beta. Dados com p<0,01 serao considerados significativos.

RESULTADO E DISCUSSAO

O método de Folin-Ciocalteau permitiu quantificar compostos fendlicos
presentes nas amostras. A Tabela 1 demonstra a quantidade total de fendis dos
extratos provenientes de cada fragdo das folhas e cascas do caule obtidas por
extragcdo hexanica e metandlica. A extracdo metandlica das folhas e cascas do
caule de M. urundeuva apresentou os maiores conteudos de fendis totais, com
teores de 194 e 193 mg EAG g, respectivamente. Ja a extracdo hexanica das
folhas e cascas caule apresentou menores concentracoes de fendis, 77 e 45 mg
EAG g™
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TABELA 1. Teor de Fendis Totais (FT) expressos com equivalentes de acido
galico (EAG).

FT (mg EAG g ms + DP)
Extracao
Amostra Hexanica Metandlica
Folhas 77+11a 194 +15b
Cascas do caule 45+ 20 a 193+ 33 b

EAG = equivalente de acido galico; ms = massa seca; DP = desvio-padrdo da média; Ambos
significativos ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01); Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si.

Procurou-se, também, avaliar a atividade antioxidante dos extratos M.
urundeuva, pois os resultados antioxidantes positivos podem indicar a existéncia
de outros tipos de atividades, como por exemplo, a bactericida e a antiinflamatéria
(Paula Junior et al., 2006).

A capacidade de sequestrar radicais livres em relagao ao radical estavel
2,2-difenil-1-picril hidrazil (DPPH") foi inicialmente escolhida por se tratar de uma
metodologia simples, rapida e sensitiva, muito conveniente para realizacao de
“screening” de um grande numero de amostras com diferentes polaridades
(Koleva et al., 2002).

O potencial dos diferentes extratos metandlicos de M. urundeuva em
sequestrar radicais livres foi expresso como concentragdo final do extrato
necessaria para inibir a oxidagao do radical DPPH em 50%, e os resultados sao

descritos na Tabela 2.

TABELA 2. Quantidade de extrato necessaria para decrescer a concentragado
inicial de DPPH em 50% (ug mL™).

Extragcéo Metandlica

Folhas 12,9+0,2a
Cascas do caule 10,9+0,5b
BHT 220+70c

O valor CE,, foi obtido por meio de trés replicadas. Ambos significativos ao nivel de 1% de
probabilidade (p < 0,01); Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.



74

As substéncias antioxidantes presentes nos extratos reagem com o
DPPH que € um radical estavel, e converte-o em 2,2-difenil-1-picril hidrazina. O
grau de descoloragdo indica o potencial antioxidante do extrato. Um extrato que
exibe alto potencial em sequestrar radicais livres possui valor de CEsg baixo. Desta
forma, uma pequena quantidade de extrato é capaz de decrescer a concentragao
inicial do radical DPPH em 50%, ou seja, inibir a oxidagdo do radical em 50%.

Os menores valores de CE5p foram obtidos pelo extrato metandlico das
cascas do caule (10,9 pg mL™), extrato metandlico das folhas (12,9 ug mL™") e
BHT (220 pg mL™), respectivamente. Conforme relatado na determinagéo de
compostos fendlicos, os extratos metandlicos das folhas e cascas do caule
apresentaram alto conteudo de fendis e conseqliientemente bons potenciais para
sequestrar radicais livres, justificando o fato de a atividade antioxidante ter sido
realizada somente com extratos polares.

A relagcdo entre concentracdo de fendis totais e a capacidade de
sequestrar radicais livres dos extratos parece ser bastante significativa, visto que
extratos com maior conteudo de fendis totais sdo justamente os extratos com
maior atividade antioxidante. Os extratos hexanicos de M. urundeuva mostraram
ter, no melhor dos casos, baixo conteudo de fendis totais, quando comparados
com os extratos metandlicos, relacionando entdo com a possibilidade de nao
apresentarem capacidade de capturar radicais livres nas condi¢des empregadas,
sugerindo entdo que os compostos secundarios com atividade antioxidante
concentram-se preferencialmente nos extratos polares das folhas e cascas do

caule de M. urundeuva.
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Alguns autores mostram que compostos fendlicos produzidos por
plantas podem interagir com a tirosinase inibindo-a ou ativando-a (Okombi et al,
2006). Existem relatos de que compostos fendlicos podem ser usados como
agentes despigmentantes, pelo fato de possuirem em sua estrutura quimica,
compostos semelhantes ao da tirosina, o substrato da tirosinase (Boissy & Manga,
2004). Portanto, a agao das substancias utilizadas como agentes despigmentantes
da pele, deve-se em parte, a agdo de componentes fendlicos (Rao, 2003).

A porcentagem de inibicdo sobre a enzima foi calculado comparando-se
a absorbéancia das amostras (ensaio contendo extrato + enzima + subtrato) com a
do controle da enzima (ensaio contendo tampao + enzima + substrato). Os valores
correspondentes a absorbancia do controle da enzima forneceram o referencial da
atividade maxima da enzima utilizada para a realizagado dos experimentos, ou seja,
refere-se a capacidade da enzima para a formacao dos produtos a partir dos seus
substratos, considerando a atividade maxima da enzima igual a 100%. Sendo
assim, as porcentagens de inibicdo das amostras foram calculadas de acordo com
a seguinte equacdo: % inibicdo = [(C-A) x 100] /C, onde C representa a
absorbancia do controle da enzima, subtraida do branco do substrato e A
representa a absorbancia da amostra subtraida do branco do extrato (extrato
vegetal + substrato + tampao).

A Tabela 3 mostra a porcentagem de ativacao/inibicao da tirosinase,
onde a enzima pura obteve 100% de ativagao apdés uma hora. O controle positivo

usado foi o inibidor comercial da tirosinase, acido kajico.
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TABELA 3. Atividade de ativagao/inibicdo dos extratos vegetais sobre tirosinase.

Amostra % inibigao/ativagao (60’)
Enzima pura 100 a

Enzima + MUFM 66+2c

Enzima + MUCM 42 +8c

Enzima + MUFH 330£11b
Enzima + MUCH 109+ 18 a
Enzima + acido kéjico -2+1d

Ambos significativos ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01); Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem estatisticamente entre si.

Os resultados demostraram que ambos os extratos foram capazes de
influenciar na atividade enzimatica da tirosinase. Os extratos metandlicos das
folnas e cascas do caule de M. urundeuva foram significativos, apresentando
percentuais de inibicdo da tirosinase de 66% para o extrato metandlico das folhas
e 42% para o extrato metandlico das cascas do caule, respectivamente,
observando que o extrato metandlico das cascas do caule foi mais eficaz na
inibicdo da tirosinase. Essa espécie pode representar um potencial recurso de
novos compostos inibidores da tirosinase.

Os extratos hexanicos nao apresentaram inibigdo, mas aumentaram a
acao da tirosinase, com valores de 330 e 109%, possivelmente devido ao fato de
fornecerem substancias fendlicas capazes de atuaram como substrato para a
enzima tirosinase. O acido kojico inibiu completamente a enzima, conforme
esperado, pois constitui um inibidor comercial da tirosinase.

Atualmente, diversos estudos epidemiolégicos mostram que os
compostos fendlicos constituem uma das classes mais abundantes do reino
vegetal, e possuem multiplos efeitos bioldgicos (Rao, 2003). Mostrando assim que
a inibicdo ocorre possivelmente devido ao extrato metandlico apresentar
quantidades significativas de compostos fendlicos, que por possuirem uma

estrutura semelhante a da tirosina, que é um substrato da enzima, se apresenta
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como substrato alternativo a enzima, entretanto, ndo sendo oxidados e
competindo, desta forma, com a tirosina.

Nesse sentido a identificacdo de espécies do bioma Cerrado com
atividade inibitoria da enzima tirosinase, podera contribuir para o desenvolvimento
de novos medicamentos que possam substituir efetivamente os compostos
sintéticos encontrados no mercado, melhorando a qualidade de vida de pessoas
com hiperpigmentagao da pele.

Por se tratar de extratos brutos, existem inumeras substancias que
podem ser responsaveis por tal capacidade, por isso, os resultados descritos
neste trabalho estimulam a continuidade dos estudos dos compostos presentes
nas amostras obtidas, com a intencao de isolar e identificar as substancias

responsaveis pela acdo antioxidantes e inibidoras da enzima tirosinase.
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CONCLUSAO GERAL

Conforme os resultados obtidos para alelopatia, pode-se concluir que o extrato
metandlico das folhas apresentou inibicao no IVG das sementes de alface, na concentragao
de 10.000 pg mL™". Extratos metandlicos das folhas e cascas do caule de M. urudeuva Fr.
AlL reduziram o comprimento radicular das plantulas de alface.

Com a adicdo dos extratos brutos metanolicos, observou-se interferéncia no
desenvolvimento de plantulas de repolho, evidenciando o potencial alelopatico de M.
urundeuva no crescimento de radicula e hipocotilo dessa espécie. Houve diferencas
significativas no IVG de sementes de tomate, na presenca do extrato hexanico das folhas.
Observa-se entdo que os extratos mais polares de M. urundeuva Fr. All. apresentam
potencial alelopatico, por causar efeitos inibitdrios, confirmados pela reducao ou inibigao
da germinagdo e, também pelo atraso da germinagdo significativo nas sementes de alface,
tomate e repolho.

Os resultados obtidos para os fenois totais e atividade antioxidante indicam que os
compostos secundarios concentram-se preferencialmente nos extratos mais polares
(metandlicos) das folhas e cascas do caule de Myracrodruon urundeuva Fr. All,
apresentando valores da CEsy de 10,9 ng mL™! para o extrato metanolico das cascas do
caule e 12,9 ng mL™" para o extrato metandlico das folhas, possivelmente apresentando
como constituintes polifendis.

A espécie M. urundeuva Fr. All. pode ser considerada como promissora fonte de
compostos bioativos por apresentar potenciais efeitos sobre a atividade da enzima

tirosinase. Os extratos metan6licos demonstraram uma significativa inibi¢do,
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principalmente o extrato metanolico das cascas do caule, que apresentou inibi¢do de 42%, o

qual apresentou o percentual de inibigdo mais proximo do padrio testado (acido kojico).



