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RESUMO

A Cordia curassavica (Jacq.) Roem. & Schult. (Boraginaceae) tem comorgmia
cientifica Cordia verbenacea DC. e é conhecida popularmente como erva baleeira.
Popularmente utilizada para tratamento de reumatisiflamacgé&o e promover a cicatrizagao.
E uma espécie ocorrente no Dominio da Mata Atlanécvegeta preferencialmente em
terrenos arenosos e ensolarados, como restingaas @upraias. As principais substancias
presentes n&. curassavica com acao antiinflamatéria sdo a artemetina @hmmuleno,
porém sabe-se que além dessas existem outrasmuiastantiinflamatorias presentes nesta
planta, como o acido rosmarinico, que é um metab&ecundario comum na familia
Boraginaceae, mais facilmente encontrado em estedtmoélicos do que no 6leo essencial. O
ambiente de crescimento da planta pode influencé&arcomposicdo de seus compostos
guimicos de uso medicinal e na quantidade de mhtergetal. Este estudo procurou verificar
a influéncia de trés intensidades de luz (100%, é020% da luz solar) e de substratos com
dois niveis de fertilidade (areia de duna e umtsatmscomposto de solo argiloso, areia de rio
e composto organico termofilico) no crescimentanposicdo e quantidade de compostos
quimicos emC. curassavica. Os resultados indicaram que maior intensidadéude (1)
aumentou a massa seca da raiz e diminuiu a aneg @) aumentou o rendimento relativo
dos extratos éter de petrdleo e etandlico e o memto relativo total; (3) aumentou ou
diminuiu, dependendo da substancia, apenas duastédmulas das nove detectadas na
cromatografia de camada delgada; (4) aumentou \adadie biolégica (avaliada pela
toxicidade dos extratos etandlicos para larvaérdemia salina). O substrato mais feértil: (1)
aumentou a massa seca total e a area foliar engropou maior valor da taxa de crescimento
relativo para as plantas; (2) aumentou o rendimegitdivo dos extratos éter de petréleo e
etanolico e o rendimento relativo total; (3) nadluenciou a intensidade ou numero de
metabolitos detectados em cromatografia de camaltimah (CCD), no extrato etandlico,
nem interferiu na atividade biolégica desse extratee ao exposto, este estudo mostra que a
alta intensidade de luz solar aumenta a producéoetabolitos ent. curassavica, mas ndo a
biomassa de folhas. Enquanto que solos de maidtid@de aumenta a producdo de
metabdlitos e da biomassa de folhas - 6rgdo uliizeara extracdo de metabdlitos neste
estudo.
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1. INTRODUCAO

1.1. Importancia das plantas medicinais
Plantas tém sido tradicionalmente usadas por popesade todos os continentes no

controle de diversas doencas e pragas (TYLER, 1994)

No Brasil observa-se um crescimento do consumdaiégs medicinais e de
medicamentos a base de plantas em todas as dasss. A demanda maior de
medicamentos fitoterapicos consumidos € para teitorde problemas do sistema
nervoso central, do trato digestivo e de doencgsredrias (NOGUEIRA & WOLFF,

2001).

Dentro do mercado mundial de produtos biotecnot&ggue movimenta entre 470 a 780
bilhdes de ddlares anuais o setor de medicamelajpdteos movimenta de 75 a 150
bilhdes de ddlares/ano, o setor de fitoterapice®@a 40 bilhdes de dblares/ano e o de
cosméticos de 2,6 a 2,8 bilhdes de dolares/ano [ARRBO1). No Brasil, 0 comércio de
plantas medicinais movimenta cerca de 800 milhéeddthres (NOGUEIRA & WOLFF,

2001).

Com a demanda pela utilizagdo de plantas medscinai cura ou prevencdo de
doencgas, o cultivo dessas plantas torna-se umenalie& cada vez mais importante na
agricultura nacional (CORREA JUNIO&al., 1994)

A transformacao de plantas em medicamentos estaddiculdade de obtencgéo, de
matéria prima na qualidade e na quantidade nei@gsdn a fabricacdo (ANTONIO,
1997). O extrativismo de plantas medicinais nagfitas é a principal forma de obtencao
de matéria prima para fitoterapicos. Como consegja@&torrem problemas ambientais
gue tém colocado em risco a integridade e a magé@etos ecossistemas. Ademais,
algumas espécies nativas estdo sofrendo erosaticgeangelerada, principalmente pela
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perda de variabilidade, consequéncia direta dovalitome de extracdo em seus ambientes
naturais (ORELLANAet al., 1994). A coleta de plantas medicinais ndo &i&ples

quanto foi em épocas passadas, dadas a importireia conhecimento da biodiversidade
vem tendo atualmente, a preocupacdo que a socigdadeom o meio ambiente e a
legislacdo especifica que governos vém adotande, Bim muitas situacoes, séo
necessarias permissoes dos 6rgdos governamesf@ssaveis para a extracao de plantas

(MING, 1996).

Foi regulamentado pela Agéncia Nacional de Vigil@r®anitaria na Resolucdo-RDC
N° 48, de 16/03/2004 (BRASIL, 2000). Para o regiske novos fitoterapicos, essa Resolucao
exige dados botéanicos, agronémicos, microbiologigesmicos e farmacologicos, além de
outras informacdes que contribuam para evidenceficacia e a seguranca do seu uso. Os
fitoterapicos ja registrados disporiam de um perideg tempo para adaptar-se as novas

normas e renovar o registro.

1.2. Importancia da qualidade das plantas medicinais
Embora a RDC 48/2004 seja dirigida aos fabricad&efitoterapicos, ela vem dando
nova dimenséo as relacdes comerciais entre ostpreduurais, as firmas distribuidoras, os

laboratorios e as farmacias.

A qualidade de um medicamento comeca com a maigrne usada para fabrica-lo,
portanto a qualidade de um fitoterdpico comecaamopo. Num sistema de cultivo de planta
medicinal a qualidade é determinada por sua basétige e pelo ambiente onde se

desenvolve (MAGALHAES, 2001).

O uso de plantas medicinais como matéria-prima a@debricacdo de medicamentos

s6 se firmard legalmente se tiver matéria-primageiantidade e qualidade necessaria. Para

12



iSso é preciso ter plantas devidamente identifeadaom producéo uniforme, obter matéria-
prima sem contaminantes e poder quantificar oshuktas ativos presentdMIONTANARI,

2001; MAGALHAES, 2001).

1.3. Metabdlitos ativos

As substancias quimicas produzidas pelas plantaz@ihecidas como metabdlitos
primarios e secundarios. Os metabolitos primarié&s sncontrados em todas as células
vegetais, por serem essenciais para vida de quajgaeta, exemplos sdo 0s acucares
simples, os aminoacidos, as proteinas e os acigéicos. Os metabodlitos secundarios nao
sao considerados essenciais, porém sao imporgaatasa sobrevivéncia e a propagacao das
plantas que os produzem. Muitos deles funcionamocsimais quimicos que permitem a
planta responder a estimulos ambientais, outrosidnam em defesa da planta contra
herbivoros, patdbgenos ou competidores, enquantmsligrnecem protecao contra a radiacao
solar e outros contribuem para a dispersao de go$ermentes (RAVEM al., 2001). Dentre
0s metabdlitos secundarios é que se encontram @badhtos ativos, ou seja, com atividade
farmacoldgica (SANTOS, 1999), denominados de pinsiativos.

Através da pesquisa fitoquimica é possivel idemtifias substancias quimicas de
espécies vegetais ou avaliar a sua presenca. Qudodee conhece previamente o contetdo
do material a ser analisado, costuma-se submeteaterial vegetal a sucessivas extracoes,
com solventes de polaridade crescente, conseggmdssim, uma extragao fracionada, em
que as diferentes fragdes contém compostos deiqaalartambém crescente. Por exemplo,
guando se deseja extrair substancias como lipidenas, pigmentos e furanocumarinas se
utiliza o éter de petréleo ou hexano como solveatextragdo. Quando se deseja obter bases
livres de alcalbides, antraquinonas livres, Oledlateis, glicosideos cardiotonicos, utiliza-se
cloroférmio, tolueno ou ainda diclorometano comlyeote na extra¢do. Ja quando o objetivo

da extracdo € obter heterosideos utiliza-se etamainetanol como solvente na extragédo.
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Porém, sabe-se que praticamente todos os contgude interesse para a analise fitoquimica

apresentam alguma solubilidade em etanol (MACHAdDAE)., 1999).

1.4. Fatores que influenciam o crescimento de plantapreducao de metabdlitos

Fatores ambientais como a disponibilidade de atpidyz e de nutrientes, influenciam
no crescimento de plantas. Com alteracdo do regienduz ou nutricional, as espécies
costumam mostrar alteracées morfo-fisioldgicas paaaimizar o ganho de massa seca nas
novas condicdes. Entre estas alteracbes morfdéigaas estdo variacdes na distribuicdo de
biomassa entre raiz e parte aérea, na taxa deilagsimliquida de carbono e na razdo de area
foliar (OSUNKOYA et al., 1994). Sob regime de luz ndo limitante as espéeiedem a
favorecer o crescimento de raiz, a apresentar pgitaxas de crescimento e de assimilacéo
liquida de carbono (OSUNKOYAt al., 1994), a aproveitar melhor um aumento nutridiona
(PEACE & GRUBB, 1982). Sob regimes nutricionais némitantes as espécies,
normalmente, apresentam maior crescimento, com mealado raiz/parte aérea

(GUNATILLEKE etal., 1997).

A natureza e a quantidade de metabdlitos produzidosnte o desenvolvimento do
vegetal podem ser afetadas pela luz, pela temparatela precipitacéo, pelos ventos fortes,
pela altitude, pelo solo, pela época de coleta mkde da folha, por eventos fenoldgicos,
pelo acimulo de nitrogénio foliar, pela herbivonmr injaria fisica e outras formas de
estresse (EVANS, 1991; VITTI & BRITO, 1999; SIMORSSPITZER, 1999; LARCHER,
2000; CALIXTO, 2001; GOUINGUENE & TURLINGS 2002; GENTHER, 1997).
LINCOLN & LANGENHEIM (1978) estudaramSaturga douglasii (Benth.) Brig. sob
diferentes intensidades luminosas e observarancomebaixa intensidade luminosa houve
reducdo do conteldo de monoterpenos por peso SEIOTEAU (1992)observou que o

contelldo de 6leo essencial #edeoma drummondii Benth. foi reduzido em 50% sob
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luminosidade baixa. BERNATH (1992) verificou quesembra reduz a concentracdo do
mentol e do Oleo volatil de &tha piperita L. Estudos realizados com milho demonstraram
também que a fertilizacdo afeta fortemente a emissi® substancias volateis

(GOUINGUENE & TURLINGS, 2002).

1.5. Cordia curassavica (Jacq.) Roem. & Schult.

Essa planta é popularmente conhecida por ervat@lesrva-balieira, salicilina,
salicina, caraminha, caramoneira-do-brejo, balibiranca, catinga-preta, balieira-cambara,
camaradinhd. As folhas dessa planta sdo empregadas popul@meriitoral de Sdo Paulo,
Parana e Santa Catarina na elaboracéo de extratdiab para curar reumatismo, inflamacao

e promover cicatrizacéo (AKISU& al., 1983; SERTIE&t al., 1991).

Cordia curassavica pertence a familia Boraginaceae e tem como siragsim
cientificas:Cordia verbenacea DC., Cordia salicina DC, Cordia curassavica auctt. bras. Ex
Fresen, Cordia cylindristachia auctt. bras. Ex Freser,ithocardium fresenii  Kuntze,
Lithocardium salicinum Kuntze eLithocardium verbaceum Kuntze (LORENZI, 2002). A
maioria dos artigos nacionais encontrados refera-sspécie comcordia verbenacea,
utilizando como referéncia SMITH (1970). Cabe, etainto, destacar que este autor ndo era
um especialista no grupo taxondmico, ao contr&i8ANCHEZ (1995), que em seu trabalho
de revisdo do géner@ordia adotou o binbmicCordia curassavica (Jacq.) Roem. & Schult.
como o mais correto, consideran@o verbenacea DC. como sua sinonimia. Dentro da
tradicdo de adotar as posi¢des de especialistagegisem 0s grupos, a posi¢cdo de Sanchez

foi aceita também por taxonomistas brasileiros.

! Esses dois dltimos nomes também s&o usados pa&ciesdd.ippial. e deLantanal.
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Ocorre em altitudes que variam do nivel do maroat®.000 m de altitude. Cresce
abundantemente sobre solos arenosos e pedregoso®ias) formando parte da vegetacao
secundaria de matas subxerofiticas alteradas (SAMCHO995). E encontrada desde a
América Central até o sul do Brasil, sendo car&ttea da restinga litoranea do Ceara até o
RGS. Na regiao Sul, ocorre comumente em restingaarisustivas ou arbustivas, onde cresce
na duna frontal, ou em dunas internas e planiciesoaas enxutas, bem como em costbes
rochosos junto as restingas. Raramente pode servala mais para o interior do continente,

em pequenos morros, desenvolvendo-se nas capairagsios umidos (SMITH, 1970).

C. curassavica € um arbusto aromatico, possuicheite e caracteristico, mas nao
desagradavel (AKISUE et al., 1983; LORENZI, 20023ra algumas pessoas o cheiro lembra
o aroma dos cubinhos de caldo de carne, razaogpelaa planta € chamada em inglés de
“maggy plant” (MONTANARI, 2000). Arbustos de 0,5 4 metros, eretos, com ramos
dispostos helicoidalmente. Suas folhas sdo simplessnas, coriaceas, aromaticas, com 5-9
cm de comprimento, a margem denteada, superfigierisn verde-escura e aspera e
superficie inferior branca e tomentosa. Inflores@n terminais em espiga, as vezes
agrupadas em paniculas; calice gamossépalo, cataganwerde, cerca da metade do
comprimento das pétalas, lobos triangulares; cgahaopétala, infundibuliforméranca, 4-7
mm (SMITH, 1970, SANCHEZ, 1995). Os frutos sdo @pses esféricas, de coloracgéo
vermelha quando maduras (AKISUE et al., 1983; LOREIR002). Trata-se de um taxon
muito variavel quanto ao tamanho das folhas e reflcéncias; todos os morfétipos tém em

comum a corola pentalobulada com limbo patenteswaluto (SANCHEZ, 1995).

C. curassavica vegeta preferencialmente em terrenos arenosos m@stingas, dunas e
praias. Floresce durante os oito meses mais qudataso. Seu florescimento e frutificacéo
sao irregulares. As flores sdo muito visitadasgi@mhas africanisadas, himendpteros, moscas

e borboletas. Seus pequenos frutos vermelhos s@estiveis e muito procurados por
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passaros de diversas espécies que, involuntariamiztem a dispersdo das sementes. E
comum a incidéncia de formigas cortadeiras, queaauserios danos a planta. Larvas de
coleopteros da famili€arabidae, que se alimentam do limbo das folhas, também mpode

causar danos a planta (MONTANARI, 2000).

A propagagcdo pode ser por sementes, por estacar emjfropropagagao
(MAGALHAES, 1997; MATTOS, 1996; FIGUEIRAet al., 2001). As sementes devem ser
coletadas no estadio de frutos vermelhos, pois &pgs ocorre a ovoposi¢cao generalizada de
um micro-himenoptero, cuja larva destr6i o emb(RIAGALHAES, 1997). A semeadura
pode ser realizada em tubetes, apos remoc¢ao dodasl sementes, que inibe a germinacéo.

Segundo MONTANARI (2000), as sementes germinamOda 20 dias ap0s a semeadura.

Por ser uma espécie em inicio de domesticacdoa aiad existem cultivares nem
tecnologias de cultivo desenvolvidas p&acurassavica, e ainda ndo sdo conhecidos os
melhores climas, solos, pH e as necessidades tlagilupara ela. Entretanto, de acordo com
observacbes realizadas no Centro de Pesquisas d¢@simiBiolégicas e
Agrondmicas/UNICAMP, a espécie necessita de soltbl, féevemente acido e com boa

drenagem para se desenvolver bem (MONTANARI, 2000).

Varios pesquisadores ja estudaram ou vém estudandaracteristicas quimicas e o
potencial medicinal d&. curassavica. LINS et al. (apud KAUFFMANN, 2002) isolaram do
extrato etanolico @-sitosterol e duas flavonas, sendo uma delas metitea. VELDEet al.
(1982), estudando o extrato acetonico das folhaelaram dois novos triterpenos,
denominados cordialina A e cordialina B. IOSET al. (2000) identificaram quatro
naftoquinonas (cordiaquinonas A, B, J e K) nosatafr diclorometanicos das raizesCle

curassavica.
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Testes realizados em cobaias para avaliar as atiesdbiologicas dos extratos @a
curassavica, e em especial da artemetina, revelaram que heigreficativa inibicdo da
inflamacdo (BASILEet al., 1989; SERTIEet al., 1991). As cordiaquinonas A, B, J e K,
apresentaram atividade antifungica cor@tadosporium cucumerinum, Candida albicans e

toxicidade para larva do mosquAedes aegypti.

Este trabalho pretendeu investigar o efeito dawrdéatambientais luz e nutrientes na
producao de biomassa e na producdo de substandragas extraiveis por éter de petroleo,
cloroférmio e etanol em folhas d& curassavica. Também pretendeu investigar o efeito da
luz e nutrientes na toxicidade do extrato etandliedolhas. O conhecimento da influéncia
dos fatores luz e nutrientes no crescimento e gdmue metabolitos erl@. curassavica
podera contribuir para que pequenos produtoresnbéabe melhor produtividade no cultivo
desta espécie, o que lhes podera trazer benefioloerciais e financeiros ao produzirem

plantas medicinais de melhor qualidade.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Analisar a influéncia dos fatores ambientais lunutrientes no crescimento e na
producdo da plant&ordia curassavica, tendo em vista a obtencdo de informacdes sobre
melhores condicfes de cultivo desta planta, paiengbo de maior quantidade de biomassa e

produtos do metabolismo secundario.

2.2. Objetivos especificos
Considerando a influéncia de trés intensidaddgzde dois niveis nutricionais do
substrato no crescimento das plantas, avaliar a:
i. massa seca, area foliar, taxa de crescimento ag@ode biomassa entre érgaos;
ii.  rendimento relativo de extratos em éter de petr@eooférmio e etanol;
iii.  perfil quali-quantitativo em cromatografia em camaelgada do extrato etandlico; e

iv.  toxicidade do extrato etandlico para larvad\deemia salina Leach..
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Local e época dos experimentos
Os experimentos foram realizados no DepartamentotiEnica da UFSC, na cidade

de Floriandpolis/SC, durante os meses de marcoudmmude 2005.

3.2. Material vegetal

As plantas cultivadas e analisadas no ambito desdtalho foram obtidas a partir de
sementes provenientes de frutogdedia curassavica (Jacq.) Roem. & Schult., cedidos pelo
Profc Dr° Pedro Melilo do CPQBA (Centro de PesaquidQuimicas Biologicas e
Agrondmicas) da UNICAMP Paulinea/SP, originariopldatas la cultivadas.

As sementes foram coletadas aleatoriamente em tfarbe de cultivo deC.
curassavica existente no CPQBA. As matrizes do CPQBA nao safnenenhum processo
especifico de melhoramento genético. O Unico tpadubacao realizado foi a calagem uma
vez ao ano e quando época de estiagem € realiZetdygagdo. Este cultivo ja existe a 15 anos
e ao longo dos anos sempre foram coletadas as ®=mmRaiS vigorosas para germinagao e

levadas a campo as mudas mais bem formadas.

3.3. Obtencéo de plantulas
Os frutos foram submersos por 12 h em agua, pameaimento da polpa, sendo

posteriormente passados em peneira metélica mall{fuba) Belgo®, de forma a isolar o
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pericarpo da semente. As sementes desnudas fovanakaem agua corrente para retirar o
restante do pericarpo aderido. A seguir, foramnfietsidas em solucdo de hipoclorito de
sédio a 10%, durante 15 minutos e lavadas em agmaamente fervida e resfriada. As
sementes foram colocadas para germinar a temperatmbiente, em placas de Petri
revestidas com papel filtro umedecido com solugdifudgicida Benlaf® 500 (benzimidazol)
na concentracdo de 100 mg/mL.

As plantulas obtidas da germinacéo, a qual teveracdo de 10 a 30 dias, foram
sendo transplantadas para bandejas contendo ara@al onde permaneceram por 30 dias até

serem transplantadas para as condi¢cdes defindeasescimento.

3.4. Condicdes de crescimento de plantas em ditsseémensidades de luz

As plantulas, com cerca de 12 cm de parte aéreamnfdransplantadas para sacos
plasticos de 4 L, contendo substrato composto deriabargilosé, areia de rio e composto
organico termofilico (obtido na compostagem da UF$@ proporcdo de 1:1:1. Os sacos,
contendo uma planta cada, foram colocados sobasbdg 1m x 1m x 1m, confeccionadas
com tela sombrite, as quais permitiam a passageceda de 70%e 20% de luz solar
incidente. Nos tratamentos em que o nivel de luddéol00%, as plantas foram colocadas a
céu aberto. Os abrigos de sombrite foram colocaglau aberto e distanciadas entre si,
evitando o auto-sombreamento.

Para cada nivel de luz foram utilizadas trés uldeamostrais, cada uma contendo
seis plantas, totalizando dezoito plantas porrtratdo. A disposi¢cao das unidades amostrais

foi feita ao acaso, através de sorteio.

2 Comercialmente vendido para utilizacédo em jardins.
3 Conhecido comercialmente como Sombrite 30%.
4 Conhecido comercialmente como Sombrite 80%.
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A primeira coleta foi feita logo antes das plansasem colocadas nos diferentes
tratamentos e a segunda, apos 72 dias de cresoig@piplantas nas diferentes intensidades

de luz. A cada coleta utilizaram-se nove plantasadia tratamento, totalizando-se 27 plantas.

3.5. Condigdes de crescimento de plantas em ditssembstratos

As plantulas, com cerca de 6 cm de parte aéreamfdransplantadas para sacos
plasticos de 4 L, contendo dois tipos de substrhjomaterial argilost areia de rio e
composto organico termofilico (obtido na compostage UFSC), na proporcédo de 1:1:1 e 2)
solo arenoso, coletado no Rio Tavares, Floriansf®@G, habitat natural d&. curassavica.
Os sacos, contendo uma planta cada, foram coloeapleso sol.

Para cada tipo de substrato foram utilizadas tréisades amostrais, cada uma
contendo seis plantas de cada substrato.

A primeira coleta foi feita logo antes das plansasem colocadas nos diferentes
tratamentos e a segunda coleta, apés 201 diasedeimento das plantas nos diferentes

substratos. A cada coleta utilizaram-se nove ptanta

3.6. Avaliacao de parametros morfologicos e figiaos

3.6.1. Determinacdo de massa seca e area foliar

A massa seca foi determinada por pesagem, ap@agese do material vegetal por 72
horas a 80°C em estufa. A area foliar foi deteradndesenhando o contorno das folhas em
papel. O contorno em papel de cada folha foi radore pesado. Este peso foi comparado por

regra de trés ao peso de 1°coo mesmo papel.

®> Comercialmente vendido para utilizacéo em jardins.
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3.6.2. Determinacédo da taxa de crescimento relai@oazéo de area foliar e da razéo
raiz / parte aérea.

A taxa de crescimento relativo (TCR) e a razaorda fliar (RAF) foram calculadas

utilizando-se as equacdes abaixo, segundo HUNT2{198
TCR=(Inm,—Inm)+(t, -t,)
RAF ={[(A +m)+ (A, +m}}+2

Em que,m, =massa seca da planta na segunda coleta,;
m =massa seca da planta na primeira coleta,
(t, —t,) =intervalo de tempo entre as coletas;
A =area foliar da primeira coleta;
A, =érea foliar da segunda coleta.

A razao raiz/parte aérea (R:PA) foi obtida, divatbrse a massa seca de raiz pela

massa seca da parte aérea.

3.7. Obtencéo de extratos brutos e rendimentoldado

Todos os extratos dos tratamentos de intensidadezdéoram obtidos a partir de
material vegetal da segunda coleta, aos 72 diasqaatamento de luz e aos 201 dias para o
tratamento de substrato. Esta diferenca de diaseacdevido ao baixo desenvolvimento das
plantas cultivadas em solo arenoso, aos 72 diam@enento, o que dificultaria os resultados
e aumentaria o erro.

Foram utilizadas nove plantas por tratamento patangdo de extratos. De cada
planta foram retiradas trés folhas sadias inselmgs abaixo da ultima folha com expanséo
maxima. As trés folhas de cada planta foram pesadpgadas, correspondendo a uma
amostra. Cada amostra foi colocada em éter del@et(BP)na proporcédo de 1:20 (g/mL),
por 48 horas em local escuro, a temperatura anghiénextrato obtido em éter de petroleo foi
filtrado, com o auxilio de algod&o, e armazenaddrastos de vidro de cor ambar, vedados

com filme plastico e colocados em local escurongptratura ambiente. O material vegetal,
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apos extracdo em éter de petroleo, foi colocadalernformio (CL) por 48 horas. O extrato
cloroférmico obtido foi filtrado e armazenado codescrito acima. O residuo vegetal, depois
da extracao em cloroférmio foi colocado por 48 bamn etanol (ET), procedendo-se a seguir
da mesma maneira descrita acima (KAUFMANN, 2002)fighra 1 mostra um esquema

representativo da preparacao dos extratos.

[ Folhas frescas ]
[Maceragﬁo em éter petroleo ]_
| | |
[ Residuo de folhas ] [ Extrato EP ]
[Maceragﬁo em cloroféormio
| | |
[ Residuo de folhas ] [ Extrato CL ]

[ Maceragao em etanol ]_

_[ Extrato ET J

Figura 1. Esquema representativo da sequénciceganacao dos extratos brutos das folhas.
EP: éter de petréleo; CL: cloroférmio; ET: ethn

Os solventes éter de petroleo, cloroformio e etdam retirados das solucbes
extrativas através de evaporador rotatorio modalwotota 4000 (Heidolph®) com bomba a
vacuo Marconi® , com temperatura variando entreeZ8D°C. A massa seca restante apos
evaporacao do solvente constituiu o extrato brO@taendimento bruto de cada amostra foi
calculado dividindo-se a massa do extrato bruta pehssa de folhas de cada amostra. O
rendimento relativo, que corresponde a quantidadexttato bruto que seria obtido a partir de
100 g de folhas, foi calculado multiplicando-se @ssa do extrato bruto por 100 e dividindo-

se o0 produto obtido pela massa das folhas de cadstia.
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3.8. Determinacdo da composicdo quimica qualitaBvajuantitativa do extrato bruto
etandlico.

As determinagBes das composi¢fes quimicas qiwaitat quantitativa dos extratos
brutos foram realizadas segundo FALKENBERGI. (2003), com algumas adaptacoes.

Os extratos brutos etandlicos foram ressuspendidogtanol, na proporcdo de 1:20
(m/V), a mesma propor¢ao da solucéo extrativa. Xates foram aplicados em placa de gel
de silica F254 para proceder-se a cromatografigeenada delgada (CCD). Os volumes das
aliquotas foram padronizados, Q0 de cada extrato, e aplicados com o auxilio de tub
capilar padronizado. Ao lado das aplicacbes daguaths do extrato etandlico de.
curassavica foi aplicada aliquota de solucdo padrdo de aadmarinico, cedido pela Pfof
Dr® Maike Petersen, da Universidade de Marburg, Aléraan

ApoOs eluicdo cromatogréafica das substancias contaka aliguotas no sistema de
eluentes cloroférmio: metanol: agua (30:11:2), lasgs foram avaliadas sob luz ultravioleta
(UV) de 254 e 365 nm, sendo marcadas a lapis ashmamue apareceram em cada um
destes comprimentos de onda. Em seguida as placas fborrifadas com o revelador
anisaldeido-sulfurico e avaliadas sob luz UV de 8565 nm, sendo marcadas as manchas

que apareceram em cada um destes comprimentoslide on

3.9. Avaliacdo da toxicidade de extratos vegetais
Farmacos naturais ou sintéticos sdo quase sempo®sdem altas doses, por isso a
avaliacdo da toxicidade de extratos vegetais payanesmos de pequeno tamanho pode ser

usada como indicativo de atividade biolégica (cajmte de interferir em sistemas

25



bioldgicos). Muitos grupos de pesquisa tém reatizadbioensaio com cistos detemia
salina Leach. (Artemiidae), um microcrustaceo cosmopolipgrtencente a subclasse
Branchiopoda. Ap0s o0 bioensaio determina-se a obragéio letal média (Gb -
concentracdo que mata 50% dos animais expostds)bensaio consiste na administracao
de doses de forma a obter-se uma concentracdoaguemata nenhum dos animais tratados,
uma concentracdo que mata todos o0s animais tratadasna terceira concentracao
intermediaria (MC LAUGHLIN, 1991). A dose que m&i@% dos animais tratados (R)-€
obtida por analise de regresséao linear do nimermdiiduos mortos para cada uma das trés
concentracdes (BRITO, 1996). A quantificacdo daiddde em termos de R4 permite
inferir sobre a concentracdo de substancias petiemente ativas.

Neste trabalho foi avaliada apenas a toxicidadextiato etandélico d€. curassavica,
atraves do bioensaio detemia salina, segundo MEYER al. (1982).

Uma aliquota de cada extrato bruto etandlico feiaga, ressuspendida em etanol e
diluida de forma a obter soluc¢des de diferentesammnacdes (figura 2).

Os cistos deA. salina foram colocados em um aquario sob aeracdo e terdm
temperatura em torno de 25.°8pds 48 horas de incubacao, cerca de 500 mL de dgua
aquéario contendo as larvas foram retirados paiaenbaio.

A cada tubo de ensaio contendo extrato bruto ge@ e obter concentracdes de 50,
100 e 20Qug de extrato /mL de agua do mar), foram adiciond&fsl. de dimetilsulfoxido
(DMSO). Com o auxilio de uma pipeta foram translasi 10 larvas (suspensas em agua do
mar) para cada tubo de ensaio. O volume do tubmofopletado para 5 mL com agua do mar.
As larvas foram deixadas por 24 horas nestas ssdugfiando entéo foi feita a contagem do
namero de larvas sobreviventes. Foram consideras@stas aquelas larvas que

permaneceram imoveis por mais de 10 segundos gjiagd suave dos tubos (figura 3).
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1) Ressuspens&o 3) Completar com 5) Completar com
com Etanol etanol até 25 mL etanol até 5 m

v

2) Transferéncia
baldo de 25 m

4) Transferéncia de
—_—> 1 mLda soluca
— > A
Extrato bruto Baldo volune | Baldo volumétrito
(cerca de 50 mg) 25 mL 5mL

Volumes pré-calculados destas solucdes (ver caklh#ixo) foram colocados em tubos de ensajio e

deixados na capela ou em banho maria a 40 °C patal@vaporacéo do solvente. Da mesma maneiaanfor

preparados tubos de ensaio controle, contendo $enstanol. Para cada concentragcdo os testes foram

realizados em triplicata.

Os célculos abaixo ilustram a preparagdo das dasigdos extratos contidos nos tubos, os quais
apresentaram ao final, concentracdes de 50, 1@D @@ de extrato /mL de agua do mar, partindo de uma

aliquota de extrato bruto (EB) de, por exemplomg

58 mg EB-25 mL etanol (baldo I) 2,32 mg EB— 5 mL etanol (baldo II)
X — 1 mL solugéo 0,25 mg EB— A solucao
"X =2,32 mg EB “A = 0,54 mL solugao/tubo
Preparacéo da concentracdo de dgfonL 2,32 mg EB— 5 mL etanol (baléo)

0,5 mg EB— A solucéo
A =1,08 mL solug&o/tubo

Preparacao da concentracdo de 2§/onL 2,32 mg EB— 5 mL etanol (baldo)
1,0 mg EB— A solugao
A = 2,16 mL solucdo/tubo

Figura 2. Esquema representativo da preparacadildaes dos extratos para obtencao
das concentracgdes finais.

“X: representa aliquota de soluc&o etandlica dotextrato (EB) a ser transferida para o baldo votto@|l.

“A: representa o volume da 22 diluicdo (baldo volunwtl) a ser transferida para cada tubo de endaio

série de 5Qug/mL. O volume de A contém 0,25 mg de EB (= 280 que estédo ao final, dissolvidos em 5 mL

de agua do mar, ou seja, 2595 mL equivalem a 5ag/mL de agua do mar.
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48 horas
em agua do mar

Cistos de n:> Larvas de

A. salina A. salina

nnnnnnnnnnnnnnnn

Incubagio
das larvas
24 horas
A A T:
Contagem ‘ I ] il
das larvas < ——1 : g b
mortas 50100 200 g/ )

Extrato bruto
+ DMSO +
agua do mar

Figura 3. Sequiéncia das etapas para o bioensaiédwema salina Leach.

3.10. Anélise estatistica

A comparacdo entre duas meédias foi feita utilizaseldeste t de Student e entre trés
médias, utilizando-se analise de variancia, segdeldeste de Tukey. Os célculos foram
realizados com auxilio do programa Statistica (SIBOFT, 2001).

Para dados qualitativos da cromatografia foi @wdz o teste ndo parameétrico de
Mann-Whitney, com auxilio do programa Statisticendo os resultados comparados dois a
dois (100% com 70% e 100% com 20%). Os dados denb@mo comA. salina foram
analisados pelo teste de qui-quadradh abela de contigéncia 2X2, utilizando a corregéo
Yates, sendo considerados significativos para0,05 (portanto mais téxicos que o controle)
os valores dg? maiores ou iguais a 3,84 (CENTENO, 1990). Paréisnéstatistica da Gb.
dos extratos etandlicos foi utilizando o aplicats@mputacional PROBIT (USEPA, 2000),

considerando-se as trés concentracdes (LHULLIEB5R0
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4. RESULTADOS

4.1. Efeitos de diferentes intensidades de luzrescamento de plantas

Houve um maior incremento de biomassa nas raizasdguas plantas estavam em
maior exposicao a luz. Em 100% de luz a massadaesaaizes foi 1,43 g. Em 20% de luz a
massa seca das raizes foi 0,78 g (tabela 1).

A area foliar em 100% de luz foi menor do que faarcrescidas em ambiente de
menor irradiancia, como em 20% de luz. Em 100%udeléarea foliar foi de 399,65 &nem
70% de luz a area foliar foi de 558,69°cenem 20% de luz a area foliar foi 682,67°cm

(tabela 1).

Tabela 1. Massa seca e area foliar de plant&oitka curassavica crescidas sob diferentes
intensidades de luz.

Dias de Niveis Folha Caule Parte Aérea (g) Raiz Total Area Foliar

tratamento de luz (9) (9) (9) (9) (cmz)

L 0,05 0,02 0,07 0,01 0,08 27,97
(x0,02)  (#0,008) (£0,03) (#0,006)  (+0,04) (£10,13)

100% 2,48a 1,12a 3,60 a 143a 503a 399,65b

(+0,74)  (20,40) (+1,11) (+0,49)  (x1,54)  (+120,66)
72 70% 259a 121a 2,67 a 1,25ba 5,06a 558,69 ba
(+0,84)  (20,45) (+1,01) (+0,53)  (¢1,81)  (+237,30)

20% 2,25a 1,22a 3,47 a 0,78b 4,25a 682,67 a
(¥0,71)  (x0,53) (+1,20) (+0,38)  (x¥1,50)  (+180,57)

Zero (0) dias de tratamento refere-se aos dadpadéas antes de serem submetidas aos difereataméntos

de luz. Letras comparam médias dentro das coluMatores seguidos da mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si ao nivel de 5% de prbibabie pelo teste de Tukey. Dados entre paréntasegam o
desvio padréo referente a média.

A taxa média de crescimento relativo (TCR), naariiuenciada pela intensidade de
luz. A intensidade de luz influenciou a razdo métkaarea foliar (RAF), sendo maior na
intensidade de luz mais baixa e menor nas duassideedes de luz mais altas. A razéo raiz/

parte aérea foi maior a 70% de luz que a 20% denaz similar a 100% de luz (tabela 2).
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Tabela 2. Taxa média de crescimento relativo (T€&EA0 média de area foliar (RAF) e
relacao raiz:parte aérea (R:PA) de plantaSaldia curassavica crescidas sob
diferentes intensidades de luz.

Intervalo de tempo Niveis de luz TCR RAF R:PA
(dias) (g.g*.dia?) (cn.g?h) ©

100% 0,056 a 208,52 b 0,4 ab

(20,004) (5,06) (20,07)

0-72 70% 0,056 a 225,25 b 0,5a
(+0,005) (x14,35) (x0,29)

20% 0,054 a 254,38 a 0,2b

(x0,006) (£22,47) (x0,09)

Letras comparam médias dentro das colunas. Vategados da mesma letra ndo diferem estatisticanesite
si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste dkeyf.uDados entre parénteses mostram o desvio padréo
referente a média (R:PA) razao raiz/parte aérea.

4.2. Efeitos de diferentes substratos no cresciongsmplantas

Plantas crescidas em diferentes substratos masti@difarenca em relacdo as massas
secas e area foliar. Plantas crescidas em subshigto (composto por material argiloso,
composto organico termofilico e areia de rio) agmésmram maior massa seca total e de 6rgaos
e maior area foliar em relacéo as crescidas era deetluna (tabela 3).

A TCR e a RAF foram diferentes para plantas cresceim substrato misto e em areia
de duna. O maior valor da TCR foi para plantascmlas em substrato misto, as quais
assimilaram em média (TCR) 0,034 g de matéria pecalia de crescimento, enquanto que
plantas crescidas em areia de duna assimilaraméuariTfCR) 0,025 g de matéria seca por
dia de crescimento. O maior valor de RAF foi obtiho plantas crescidas em areia de duna,
com valor da RAF de 195,05 ém', enquanto em substrato misto o valor da RAF i d

187,65 cri.g’. A razao raiz/parte aérea néo foi afetada petodpsubstrato (tabela 4).
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Tabela 3. Valores de massa seca e area folialadéapldeCordia curassavica crescidas sob
diferentes substratos.

Dias de Substratos Folha Caule Parte Aérea Raiz Total Area Foliar
tratamento (9) (@ ()] (@ (@ (cn?)
o - 0,007 0,005 0,013 0,002 0,014 4,67

(:0,003) (+0,002)  (+0,004)  (0,001) (+0,005) (+0,96)

Substrato 4,37a 3,98 a 8,35a 438a 12,73a 559,54a
misto (+1,95)  (¥1,77) (+3,63) (+1,29) (+4,71) (+337,58)
201

Areiade 0,95b 0,50b 1,45b 0,82b 2,27b 135,37 b
duna (0,72) (0,32 (+1,01) (0,38)  (¢1,35) (+103,93)

Zero (0) dias de tratamento refere-se aos dadptadéas antes de serem submetidas aos difereatamantos.
Letras comparam médias dentro das colunas. Vategados da mesma letra ndo diferem estatisticanesite
si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste Stiglent. Dados entre parénteses mostram o desgid@a
referente a média.

Tabela 4. Taxa média de crescimento relativo (T€REO0 média de area foliar (RAF) e
relacdo raiz:parte aérea (R:PA) de plantaS. @erassavica crescidas sob diferentes

substratos.
Intervalo de tempo Tipos de TCR RAF R:PA
(dias) substratos  (g.g'.dia%) (cm’.g?) @)

Solo 0,034 a 187,65 b 0,56 a

(x0,003) (5,85) (x0,17)

0-201

Areia de 0,025 b 195,05 a 0,67 a
duna (x0,003) (+8,66) (x0,33)

Letras comparam médias dentro das colunas. Vategsdos da mesma letra ndo diferem estatisticanesiite
si ao nivel de 5% de probabilidade pelo test t tigleéht. Dados entre parénteses mostram o desvi@gad
referente a média. (R:PA) razao raiz/parte aérea.
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4.3. Efeitos da intensidade de luz nos rendimendlasivos dos extratos vegetais

Os dados de rendimento relativo sdo vistos naddheD rendimento relativo do extrato
cloroférmico defolhas nédo foi alterado pela variagdo da intengdadninosa, mas a
intensidade de luz influenciou o rendimento relatdo extrato em éter de petrdleo e em
etanol. O rendimento relativo do extrato em étepeleodleo foi maior a 100% de luz que a
70% e 20% de luz. Para o extrato etandlico, obseseoque a 100% e 70% de luz o
rendimento relativo foi, aproximadamente, trés samaior que a 20% de luz.

O rendimento relativo total (soma das médias éasimentos relativos dos extratos

éter de petroleo, extratos cloroformicos e extrattandlicos) foi influenciado pela
intensidade luminosa, sendo maior o rendimentdiveldotal quanto maior a intensidade

luminosa.

Tabela 5. Rendimentos relativos dos extratos deagdacrescidas em diferentes intensidades

luminosas.
Luz Extr. cloroférmico Extr. éter de petréleo  Extr. etandlico Rend. Relativo Total
Rend. Relativo Rend. Relativo Rend. Relativo g ext. bruto/100 g planta

g ext. bruto/100 g planta g ext. bruto/100 g planta g ext. bruto/100 g planta

100% 0,59 a 3,17 a 2,36 a 6,12 a
(x0,47) (+0,89) (£0,96) (+1,00)
70% 0,45 a 161b 2,20 a 4,26 b
(x0,14) (x0,99) (+0,26) (x0,78)
20% 0,51a 1,28 Db 0,77 b 2,56 ¢
(x0,18) (0,76) (20,31) (20,70)

Letras comparam médias dentro das colunas. Vategsdos da mesma letra ndo diferem estatisticanesiite
si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste dkeffuDados entre parénteses mostram o desvio padrao
referente a média.
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4.4. Efeitos do substrato nos rendimentos relatilssextratos vegetais

O rendimento relativo do extrato cloroformico també@ao foi influenciado pela
variacdo do substrato. Ja o rendimento relativexd@to em éter de petréleo e em etanol foi
influenciado pelo tipo de substrato, observandapse em solo os rendimentos relativos
foram maiores do que em areia de duna (tabela 6).

O rendimento relativo total (soma das médias dodimgentos relativos dos extratos
éter de petroleo, extratos cloroformicos e extragiandlicos) apresentou diferenca
significativa entre os tratamentos, mostrando sueanciado pelo tipo de substrato. Plantas
cultivadas em solo obtiveram rendimento relativaomdo que plantas crescidas em areia de

duna (tabela 6).

Tabela 6. Rendimentos relativos de extratos degsateCordia curassavica crescidas em
diferentes substratos.

Substratos Extrato cloroférmico Extrato éter de petréleo Extrato etandlico  Rendimento
g ext. bruto/100 g planta g ext. bruto/100 g planta g ext. bruto/100 g planta Relativo Total
g ext. bruto/100 g planta

Solo 1,24 a 4,30 a 8,15 a 13,69 a
(+ 0,15) (+1,11) (+1,74) (+2,83)

Areia de duna 0,79 a 2,25b 5,04 b 8,00 b
(+ 0,65) (+1,71) (+2,08) (+2,69)

Letras comparam médias dentro das colunas. Vategsdos da mesma letra ndo diferem estatisticanesiite
si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste Stiglent. Dados entre parénteses mostram o desgid@a
referente a média.
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4.5. Cromatografia em camada delgada (CCD) detex@tandlico

4.5.1. Intensidade das manchas na CCD para extdoplantas cultivadas em

diferentes intensidades luminosas.

Quando comparados os tratamentos 100% e 20% deapenas a substancia VI
apresentou intensidade significativamente diferesgado que a 100% de luz a concentracao
da substancia VI foi maior. Quando comparadosatartrentos 100% e 70%, houve diferenga
estatisticamente significante apenas em relac@ibsténcia Il, a qual foi mais intensa a 70%
de luz. Apenas dois extratos de plantas cultivadagP% de luz apresentaram na CCD
manchas que pudessem ser atribuidas ao acido fogmaaplicado como padrao (tabela 7).
Tabela 7. Intensidade das diferentes substanciastddas na cromatografia em camada

delgada, para extratos etandlicos preparagastir de plantas deordia
curassavica crescidas em diferentes intensidades luminosas.

LUZ Subst Subst Subst  Subst Subst Subst Subst Subst Subst Ac.
I 1] 1] v \% VI Vil VIl IX rosm

100% +1(7)|+1(9)| 0(9)  0(4) 0 (4) 0(2) 0 (5) 0(7) 0(7) 0(9)

+3(2) +1(2) +1(2) +1 (1) +1(4) +1(2) +1(2)
+3 (3) +3 (3) +2 (2)
+3 (4)
70% +1(1) | +1(3)| 0(8) 0(4) 0(7) 0(3) 0(9) 0 (6) 0B 0@
+2(8) | +3(3) | +1(1) +1(3) +1 (1) +1(2) +1(2) +1(1) +1(2)
+4(3) +3(1) +3(1) +3(4) +3(1)
* +4(1)
20% +1(6) 0() 0(6) 0(5) 0(8) 0(4) 0(4) 0(8) 0(8) 0(8)
+3(2) +1(1) +1(2) +1(3) +1(3) +1 (4)
+3 (3) +2 (1)

**

Valores a esquerda e em negrito representam esidéele da mancha: 0 mancha ausente, +1 manchatgrese
em baixa intensidade, +2 mancha presente em idesimédia, +3 mancha presente em intensidadetélta,
mancha presente em intensidade muito alta. Vatoree parénteses representam a quantidade de asnastb
mesmo tratamento, que apresentaram a mesma irgdasfghra cada substancia. Para andlise estafistica
utilizado o teste de Mann-Whitney comparando damnantos 100% com 70% de luz e 100% com 20% de luz.

(*p = 0,014 ,** p =0,046).
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4.5.2. Intensidade das manchas na CCD para exttatpntas cultivadas em diferentes
substratos
N&o houve diferenca estatisticamente significaara @ intensidade das manchas das

substancias em plantas crescidas em diferentesaolsgtabela 8).

Tabela 8. Intensidade das diferentes substanetastddas na cromatografia em camada
delgada, para extratos etandlicos preparagastia de plantas déordia
curassavica crescidas em diferentes substratos.

Solo Subst Subst Subst Subst Subst Subst Subst Subst Subst Subst Ac
I 1] 1] v \% VI Vil VI IX X rosm
Solo 0(3) 0@4) 0(7) O0() 0 0B 0@ 0@ 06 +1(4 0(6)
+1(5) +1(5) +1(2) +1(2) +2(2) +3(1) +1(5) +1(2) +1(3) +3(5) +1(3)
+3(1) +3(1) +3(1) +2(3)
+3(2)
Areia de 0(2) 0(8) 09 00©® O0() 00 +1(9 O0(B) O0(5B) +1(B6) 08
duna +1(7) +1(1) +1 (1) +2(4) +1(4) +3(4) +1(1)
+2 (3)

Valores a esquerda e em negrito representam asidéele da mancha: 0 mancha ausente, +1 manchatgrese
em baixa intensidade, +2 mancha presente em idesimédia, +3 mancha presente em intensidade alta.
Valores entre parénteses representam a quantiéaamalsstras, sob mesmo tratamento, que apresentesna
intensidade para cada substéncia. Para analidéststafoi utilizado o teste de Mann-Whitney comgralo os
tratamentos solo misto e areia de duna.

4.5.3. Numero de metabdlitos majoritarios detesxtath CCD dos extratos etandlicos
das folhas de plantas crescidas em diferentessidites de luz ou substratos

Nao houve diferenca estatisticamente significante eelagdo ao numero de
metabolitos detectados na CCD do extrato etandictolhas deC. curassavica em nenhum

experimento (tabela 9).

35



Tabela 9. NUumero de metabdlitos majoritarios vizadilos em CCD dos extratos etandlicos
de plantas d€ordia curassavica crescidas em diferentes intensidades luminosas ou

substratos
Tratamento Numero de metabdlitos majoritarios
100% de luz 5a
(+2,24)
70% de luz 4,67 a
(+2,24)
20% de luz 2,75a
(+1,91)
Tratamento Numero de metabdlitos majoritarios
Solo 5,56 A
(£3,00)
Areia de Duna 4,33 A
(+1,87)

Letras comparam médias dentro de cada experimeeatas minusculas referem-se ao experimento de luz
letras mailsculas referem-se ao tratamento de ratdnstValores seguidos da mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si ao nivel de 5% de prbtabtie pelo teste de Tukey (comparando trés médigslo
teste t de student (comparando duas média). Dadiasparénteses mostram o desvio padréo referenéslia.

Pode-se observar, entretanto, uma grande heteidgdeeem relacdo ao numero de

metabolitos presentes em cada amostra.

As tabelas 10 e 11 mostram o numero de metabgliesentes em cada amostra.
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Tabela 10. Dados individuais do nUmero de metaslitsualizados, em cada amostra, na
CCD do extrato etandlico de folhas@dia curassavica, cultivadas em
diferentes intensidades luminosas.

Intensidades de Luz Amostras N° Metabdlitos

\l

100% 1 (3B)
2 (30)
3 (3F)
4 (4C)
5 (4D)
6 (4E)
7 (5B)
8 (5E)
9 (5F)

Média

Desvio padréao

F O JgwuwNna~N~vwOO N

N
N
~

70% 1 (6D)
2 (6E)
3 (7D)
4 (7E)
5 (7F)
6 (8A)
7 (8B)
8 (8C)
9 (6F)

ORrWNNON Dy

Média
Desvio padréao

I+_-l>
N~
N
S

20% 1 (1D) 1

2 (1E) 3

3 (1F) 3

4 (20) 5

5 (2D) 6

6 (9C) 1

7 (9E) 1

8 (9A) 2
Média 2,75
Desvio padrao +1,91

Na coluna Amostra, numero e letra entre paréntesg®sentam, respectivamente, a unidade amostoal e
individuo.
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Tabela 11. Dados individuais do nUmero de metaislitsualizados, em cada amostra, na
CCD do extrato etanélico de folhas@dia curassavica, cultivada em
substratos diferentes.

Substratos Amostras N° Metabdlitos
solo 1 3

solo 2 7

solo 3 9

solo 4 1

solo 5 9

solo 6 8

solo 7 2

solo 8 6

solo 9 5
média 5,56
desvio padréo + 3,00
areia duna 10 3
areia duna 11 6
areia duna 12 2
areia duna 13 3
areia duna 14 3
areia duna 15 6
areia duna 16 7
areia duna 17 6
areia duna 18 3
média 4,33
desvio padrao +1,87

Em plantas d€. curassavica crescidas em diferentes intensidades de luz faipels
visualizar, em CCRIo extrato etandlico, a existéncia de nove substmuimicas (figura 4),
enquanto que em plantas crescidas em substrateserdds foi possivel detectar dez

substancias quimicas (figura 5).
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Figura 4. Cromatografia em camada delgada de esteaindlicos de plantas cultivadas em diferentessidades de luz.
Placa de gel de silica eluida emoéwmio, metanol e 4gua na proporgéo 30:11:2 emvhsla apds revelacdo
com anisaldeido-sulfurico.

Legenda:

Linha tracejada representa substancias que apaesenextincdo de fluorescéncia sob luz ultraviodeta254 nm. Linha continua representa substancias
que apresentaram fluorescéncia sob luz ultravi@eta366 nm, antes da revelacdo com anisaldeidérisalf Linha continua entre parénteses representa
substancias que apresentaram fluorescéncia sohblthaioleta em 366 nm apds revelacdo com anisddagilfdrico. Manchas assinaladas com (*)
provavelmente correspondem ao acido rosmariniaaguesentou fluorescéncia azul e coloracdo vardeedada apos a revelacdo da placa.
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Figura 5. Cromatografia em camada delgada de esteaindlicos de plantas cultivadas em diferentiestsatosPlaca de
gel de silica eluida em cloroférmiwtanol e Agua na propor¢ao 30:11:2 e observadarapelacdo com anisaldeido-
sulfurico.

Legenda:

Linha tracejada representa substancias que apsegenéextincdo de fluorescéncia sob luz ultraviodgta254 nm. Linha continua representa substancias
gue apresentaram fluorescéncia sob luz ultravi@ete866 nm, antes da revelacdo com anisaldeidérisalf Linha continua entre parénteses representa
substancias que apresentaram fluorescéncia soblthawioleta em 366 nm apds revelacdo com aniséddeilfirico. Manchas assinaladas com (*)
provavelmente correspondem ao acido rosmariniamageesentou fluorescéncia azul e coloracao vardeedada apos a revelacdo da placa.

40



4.6. Atividade bioldgica do extrato etandlico: wigade para larvas degtemia salina

A intensidade luminosa mostrou ter influéncia nacidade do extrato etanolico
deC. curassavica. Houve diferenca significativa na €ldo extrato de plantas crescidas
nas diferentes intensidades luminosas. Plantagidass sob 100% e 20% de luz
mostraram toxicidade similar. Para extrato de plntultivadas a 100% de luz, a

toxicidade foi maior que a 70% (figura 6).

200
121,35a
(¢3,83)

__ 150
= 99,12 b 105,54 ba
S (#15,72) (¥11,22)
< 100 -
Q
Lo
&

50 -

0 u

100% 20%

Intensidades luminosas

Figura 6. Concentracéo Letal Média @glde extratos etandlicos de plantas cultivadas

em
100% de luz, 70% de luz e 20% de luz.

Letras comparam médias entre as colunas. Valogesdses da mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo wst€ukey. Folhas coletadas aos 72 dias de crestwmme
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A toxicidade dos extratos das plantas parece nécide afetada de forma

estatisticamente significativa pelos diferentestalbos utilizados (figura 7).
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Substratos

Figura 7. Concentracdo Letal Média @lLde extrato etandlico de plantas cultivadas
em areia

de duna e solo (composto organico, areia de simlo argiloso).
Letras comparam médias entre as colunas. Valogesdses da mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo tesle Student. Folhas coletadas aos 201 dias de
crescimento
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5. DISCUSSAO

5.1 Efeitos de diferentes intensidades de luz escimento de plantas

Aclimatacéo a variagédo na irradiancia é dependéateapacidade da planta em
alterar tanto a alocacdo de massa seca como adagadotossintética, de maneira a
obter o maior ganho de carbono na irradiancia (@&JNKOYA et al., 1994).

C. curassavica em baixa irradiancia mostrou menor razao R:PA ®mRAF
que plantas em irradiancia mais alta, aclimatagée gue reflete um aumento potencial
para a captura de luz e € importante para manteestimento e a sobrevivéncia das
plantas em baixa irradiancia (GIVNISH, 1988). Hta atensidade de luz, diminuiu a
area foliar e aumentou a razdo R:PA, alteracdo reflete a aclimatacdo a alta
irradiancia, pois estes dois ajustamentos levampnimoeiro caso a diminuicdo da
transpiracdo e no segundo, ao aumento de captagEgud.

A taxa de crescimento relativo, TCR, é produtoaatde assimilacdo liquida,
TAL®, pela razdo de &rea foliar, RAF, (HUNT, 1982). @nanto da RAF em baixa
irradiancia possibilitou as plantas a apresentaf@R similar as plantas sob alta

irradiancia, compensando a baixa TAL ocorrida et@nsidade de luz mais baixa.

® Expressa a capacidade fotossintética
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5.2 Efeitos de diferentes substratos no crescineamfdantas
Na natureza &. curassavica vegeta preferencialmente em terrenos arenosos,
como restingas, dunas e praias (MONTANARI, 200@), lecal exposto a luz solar

plena.

Neste experimento plantas @ecurassavica cultivadas a pleno sol em substrato
composto de solo argiloso, composto organico tdlitmfe areia de rio obtiveram
maiores indices de crescimento em relacdo as plargacidas em areia de duna. O que
estd de acordo com MONTANARI (2000), o qual obsengue C. curassavica

necessita de solo fértil para se desenvolver bem.

Este resultado estda de acordo com dados obtidas @ehtro de Pesquisas
Quimicas Bioldgicas e Agrondmicas da UNICAMP, osigunostraram que para se
desenvolver bentC. curassavica necessita de solo fértil, levemente &cido e com bo
drenagem (MONTANARI, 2000). Também em experimentealizado por
MONTANARI et al. (1992), a matéria seca de plantadeurassavica aumentou com

a adubacao nitrogenada.

A principal fonte de nutriente fornecido pelo corsfmoorganico termofilico é o
nitrogénio (LINDENBERG, 1990). Na planta o nitrog&riaz parte da molécula de
clorofila, indispensavel a fotossintese; é constiéudas proteinas vegetais; auxilia a
formacao de folhagens e no rapido crescimento aatql € precursor de metabdlitos

primérios (como a purina, a pirimidina e coenzinmasgcundarios (alcaloides).

Embora as espécies possam ser sensiveis a dintridgcautrientes, em geral,

apresentam plasticidade para compensar as limgagaedisponibilidade nutricional
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alterando sua morfologia ou fisiologia (ELLIOT & WFE, 1994; OSUNKOYAet al.,
1994).

Geralmente, em plantas com baixa disponibilidadeaional, a razao raiz/parte
aérea é mais alta para favorecer a absorcdo demes (POORTER, 1999), m&s

curassavica ndo mostrou sensibilidade para alterar este parédme

5.3 Efeitos de diferentes intensidades de luz ngosicéo e atividade dos extratos
deC. curassavica

5.3.1. Rendimento de extratos

Metabdlitos lipofilicos séo extraidos por solventggsolares, como éter de
petroleo e cloroférmio, enquanto metabdlitos hitliais sdo melhor extraidos por
solventes polares, como etanol e agHARBORNE, 1984). A extracdo realizada
iniciou com o solvente malgofilico (éter de petroleo), seguindo-se a exdagom um
solvente de polaridade intermediaria (cloroférn@djnalizando com a extracdo por um
solvente mais polar (etanol). Este tipo de extragipiencial, com aumento gradual da
polaridade, permite que metabdlitos de polaridadesiadas sejam extraidos
separadamente do material vegetal e €, por istatomuilizado em estudos de
investigacao fitoquimica, e quando se realiza eiga em grande escala.

O maior rendimento do extrato éter de petrdleo 66%d de luz, quase o dobro
em relacdo a 70% de luz (tabela 5), sugere quers @ol haja maior produgéo de
metabdlitos apolares ou lipofilicos. Embora os mmedtos relativos dos extratos
cloroférmicos ndo tenham apresentado diferencatig&amente significante em
funcao da luz, estes extratos possivelmente agses®En, caso nao tivesse sido adotada
a extracdo sequencial, 0s mesmos componentesdestizom éter de petroleo, além de

outros compostos de média polaridade. Assim, KAUBNM (2002) obteve em
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extragbes nao-sequenciais de folhasCdeurassavica maior rendimento relativo com
diclorometano (que tem polaridade semelhante alatoférmio) do que com éter de
petroleo, para amostras coletadas em trés lodeiedies.

O maior rendimento de componentes lipofilicos seigepossibilidade de que
também componentes do 6leo volatil da planta tensiaanproducdo aumentada. Um
componente do 6leo essencial,aehumuleno, foi utilizado para padronizacdo do
fitoterapico a base de. curassavica produzido pelo laboratério Aché (RAMOS, 2005).

CARVALHO Jr. et al. (2004) identificaram os 12 componentes (de 43
detectados) presentes em maior concentracdo no d#eGordia curassavica. O
rendimento do 6leo foi em torno de 0,2 mL de Olsseacial por 100 g de material
vegetal.

Na época da elaboracdo do projeto ndo era de domdr@o publico a
importancia do o-humuleno, como substancia antiinflamatéria presema
C.curassavica. Portanto a analise dos 6leos ndo chegou a sétadagna ocasido.
Considerando que @humuleno estava presente no 6leo em um perceinfiegior a
5%, percebe-se que este metabdlito ndo é majorgéniC. curassavica e que mesmo a
sua deteccdo cromatografica nos extratos lipo§ilicéo seria facil, uma vez que nos
extratos, além de componentes volateis, também es@ontrados os fixos (nao-
volateis).

O baixo rendimento de 6leo essencial e a consegji®agéncia de grandes
quantidades de material vegetal, bem como o fatseteesta extragdo bem mais
complexa, que a extracdo com solventes organicesbilizou a inclusdo da andlise de
a-humuleno no ambito do presente trabalho.

Os rendimentos dos extratos etandlicos de plant@®% de luz foram maiores

em relacdo a 70% e 20% de luz, mas a diferengastatisticamente significante apenas
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em relacdo a 20%. Isto sugere que a producdo debaligds mais polares também
aumenta com a exposic¢ao a luz.

Considerando-se as somas dos trés rendimentagtamanto com 100% de luz
rendeu em média 6 g de extratos diversos por 186 fplhas frescas, enquanto os
tratamentos de 70% e 20% de luz renderam, respawivte, em torno de 4,3 ge 2,6 g
de extratos a partir de 100 g de folhas frescé®l@sb). Estes valores evidénciam que a
producdo de metabdlitos paacurassavica aumenta com a exposicdo da planta a altas
intensidades de luz.

5.3.2. Producgéo de metabolitos majoritarios

A maior producdo de metabdlitos parece refletitesabém na tendéncia de
producdo de maior numero de substancias em coacéetr detectveis por CCD nos
extratos etanolicos (tabela 9). E importante résmsague os volumes e concentracbes
das solugOes extrativas aplicadas nas placas fosamesmos, ou seja, a aplicacao das
amostras foi padronizada. Embora a analise e#tatiséio tenha apontado diferencas
significativas, possivelmente pelo alto desvio pagiverifica-se que nos tratamentos
com maior exposicao a luz, os extratos apresentaleagha 9 substancias presentes em
pelo menos uma amostra do grupo, enquanto no atancom 20% de luz, no
maximo 6 substancias foram detectadas em pelo menasmostra do grupo.

Além disso, a analise do numero de metabdlitosctietes em cada planta
individualmente (tabela 10) permitiu visualizar aqueetratamento de 20% de luz, houve
3 amostras nas quais apenas 1 metabdlito foi visull na CCD e uma amostra em que
foram visualizado 6 metabdlitos. No tratamento d®7de luz, duas amostras
apresentaram 2 metabdlitos, enquanto em apenasamstra foram visualizados 8

metabolitos.
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No tratamento com100% de luz houve amostras datestcom 2 metabdlitos e
amostras com 7 metabdlitos. Pode-se consideraesgaeheterogeneidade no nimero de
metabolitos detectados provenha, ao menos em part@riabilidade genética uma vez
gue as plantas foram obtidas a partir de semeNgediteratura consultada ndo foram
encontrados outros estudos semelhantes, com estauas espécies vegetais.
Entretanto a tendéncia a grande variabilidade @sfrecifica deC. curassavica ja foi
sugerida por FIGUEIRAt al. (2001), que n&o observaram “correlacdo entre iddos
semelhantes e o teor de 6leo obtido”. Foram obdaess/a@aracteristicas como porte,
ramificacéo e florescimento.

Cabe ainda esclarecer que o numero relativameite da substancias visiveis
em CCD deve-se ao fato de ter-se optado pelo usoldebes com extrato de planta em
baixa concentracdo, justamente para se poder iauahelhor aqueles metabdlitos
presentes nos extratos em maior concentracdo (taajms). A aplicacdo de solugcdes

mais concentradas dificultaria a descrigéo e di@egdo das manchas.

5.3.3. Toxicidade dos extratos

O extrato etandlico deC. curassavica foi escolhido para a realizagdo do
bioensaio com larvas d&. salina por diversos motivos. Primeiro, dos trés extratos
preparados, o etandlico é o mais polar e, conségjilente o Unico que seria possivel
de solubilizag&o total em agua do mar. Em testelizaelos com extratos de diversas
espécies (FALKENBERGt al., 1999) a solubilidade de extratos apolares mosteou
muito reduzida em agua do mar, requerendo a prggaie solugcdes de concentragdes
bem inferiores aquelas preconizadas por MEXER. (1982). Outro motivo foi o fato
do extrato etandlico ser utilizado na medicina pap{AKISUE et al., 1983; SERTIFet

al., 1991) e ser, em principio, aquele no qual serasi encontrar o acido rosmarinico.

48



Esta substancia apresenta muitos grupamentos por@ um metabdlito comum na
familia Boraginaceae (a qual pertence o gé@maia) e Lamiaceae (restrito aqui a
subfamilia Nepetoideae), para o qual foram comptasaliversas atividades bioldgicas,
como antiviral, antiinflamatoria, etc (PETERSEN &MBONDS, 2003). Esta
substancia é considerada uma das responsaveis pepgedades do alecrim —
Rosmarinus officinalis (BRUNETON, 1991). TICLEt al. (2003) isolaram-na do extrato
metandlico deC. curassavica.

O ensaio conA. salina é considerado relativamente inespecifico, porémmé
indicador de potencial atividade biologica. Por derbaixo custo, simples e requerer
pequena quantidade de extrato é comum sua utitizagd estudos investigatorios
iniciais. Este ensaio evita que um nimero maiardmais vertebrados seja sacrificado,
0 que também seria necessario a aprovacdo do Cdenldica e provavelmente maior
guantidade de plantas cultivadas.

Os extratos etandlicos das folhas@ecurassavica mostraram-se toxicos para
larvas deA. salina, sendo que os extratos de plantas cultivadas €bfol1de luz
apresentaram maior toxicidade (menor valor dggCiue os demais. Estatisticamente
os valores de GJ; foram diferentes apenas dos extratos de plantagaclas em 70%
de luz. A auséncia de diferenca estatisticamegtefgiativa entre as Gy dos extratos
de 100% e 20% de luz surpreende, considerandoesaagudemais aspectos avaliados,
0os extratos de 20% apresentaram menor rendimefdtivoe e menor namero de
metabdlitos detectaveis em CCD. Isto poderia splic@do pela hipétese da presenca
de substancias com alta poténcia, em concentraefss/amente baixas no extrato
20%, que nao chegam a ser visualizados nas cosdieperimentais. Outra

possibilidade, complementar a anterior, seria giasemesmas substancias pudessem
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estar sendo, também no extrato de plantas creseidas00% de luz, as responsaveis

pela toxicidade verificada.

5.4. Efeitos de diferentes substratos na composgcédividade dos extratos dg
curassavica

5.4.1. Rendimento de extratos

Houve diferencas estatisticamente significanteseens rendimentos relativos
dos extratos em funcéo do tipo de substrato usadmitivo (tabela 6). Esta diferenca
novamente ndo ocorreu apenas em relacdo aos extlatoférmicos, possivelmente
pelas mesmas razdes ja expostas na discussaardb.8el. A média dos rendimentos
dos extratos cloroférmicos de solo foi cerca de S0ferior a média do rendimento em
areia de duna, mas estas Ultimas amostras apmesergéevado desvio padréo, o que
pode também ter contribuido para a falta de sitfmfiia estatistica. Os outros
rendimentos relativos obtidos tiveram o maior vaon plantas cultivadas em solo
composto (areia de rio, composto organico ternoofié solo argiloso). Outros autores
observaram um aumento de artemetina e de hidrematina com o incremento de
adubo no solo de cultivo (MONTANARE al., 1992).

Percebe-se que, de maneira geral, os rendimeni@svase dos extratos no
experimento de substratos foram maiores que nosriexgntos de luz. Isto pode ser
explicado pelo fato de que os tempos de coletarfdnbam diferentes: 72 dias nos
tratamentos de luz e 201 dias nos de substrateso@goroducdo de metabdlitos tende
a ser maior proxima a floragdo (MONTANARI, 2000ntende-se que as plantas apdés
201 dias estivessem mais préoximas deste evento.

5.4.2. Producgéo de metabolitos majoritarios
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Como pode ser visto nas tabelas 9 e 11 e figuradb, houve diferenca
estatisticamente significante na média do numero nuetabolitos majoritarios
visualizados nas analises dos extratos etandliacs @CD. Neste experimento com
variacdo de substratos, também se percebeu ailidadb intra-grupo, uma vez que 0s
extratos das amostras cultivadas em solo apreaentde 1 a 9 metabdlitos majoritarios
que foram visualizados, enquanto nas amostrasvad#ts em areia de duna, este
namero variou de 2 a 7.

Trés amostras de plantas cultivadas em solo agaeaenna CCD manchas que,
pelo comportamento cromatografico, correspondersipaisnente ao acido rosmarinico
(figura 5), enquanto apenas uma amostra do grupolaseas cultivadas em areia de
duna apresentou tal substancia.

Cabe ressaltar que a posicdo destas manchas naatogsama (atributo
conhecido como Rf, que relaciona a distancia pedaopela mancha desde o ponto de
aplicacdo da amostra com a distancia total atérddrdo solvente) ndo se reproduziu
perfeitamente, em comparagdo com o Rf do padr&oadpl de &cido rosmarinico.
Entretanto o Rf € passivel de alteracdo em funedfatdres como a concentracéo da
propria substancia e a presenca de outras sulmtdesi uma amostra complexa. A
parte das variagfes de Rf, a reacdo do 4cido rgspwicom o anisaldeido-sulfurico
produziu um derivado de cor verde-amarelada, o apggreu com apenas algumas
substancias em Rf préximo ao do acido rosmarinidédo se pode excluir a
possibilidade de que os metabdlitos em questdanseatras substancias muito

semelhantes ao acido rosmarinico, ao invés doipropr

5.4.3. Toxicidade dos extratos etandlicos
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N&o houve diferenga estatisticamente significanteeeos valores de Gbdos
extratos provenientes dos diferentes substratos.

Entre as amostras cultivadas em areia, a amostapré§entou o menor valor de
CLsp (83 ug/mL) sendo a unica do grupo em que foi visualizadaibstancia Il em Rf
0,35, com fluorescéncia azul ap6s revelacdo coisaldeido-sulfdrico. Assim, é
possivel que esta substancia, visualizada també&nemtratos de varias amostras
cultivadas em solo, esteja envolvida na toxicidpdea larvas dértemia salina. A
mesma substancia foi detectada também nos expdosnéa luz (figura 4), sendo mais
encontrada em amostras do tratamento com 100%zdeddificada como substancia
V). O fato de que os extratos do tratamento con¥%d@6 luz terem apresentado menor

valor médio de Cig (portanto maior toxicidade) reforca a hipotesenacievantada.

6. CONCLUSOES

A finalidade deste estudo foi identificar fatoragecaumentam a produtividade
no cultivo deCordia curassavica. A pesquisa tem por objetivo analisar a influérusa
fatores ambientais no crescimento e na produc@oedabolitos dessa planta.

A pesquisa estudou trés variacdes da intensidadiezdd 00%, 70% e 20%) e
dois substratos de cultivo (a do habitat naturahreia de duna e um substrato

enriguecido composto de solo argiloso, areia de tomposto organico termofilico).
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Vi.

Vii.

viii.

Os resultados da pesquisa indicam que:

A espécie mostrou sensibilidade para diminuir ansppgacdo em maior
intensidade de luz (diminuiu a area foliar e a RAFumentar a captacao de luz
em locais sombreados (aumentou a area foliar e.RA

A espécie ndo mostrou sensibilidade para alterproducdo de metabdlitos
extraiveis em cloroférmio em relacéo a variacatude

A espécie mostrou sensibilidade para alterar a yg@a de metabolitos
extraiveis em éter de petréleo e em etanol, cugwimentos relativos
aumentaram com o aumento de luz.

Das 9 substancias detectadas na CCD apenas adatdnsgla substancia Il e da
substancia VI foram afetadas de forma estatistiodenesignificativa pela
diferenca de intensidade luminosa.

A variacdo na intensidade de luz ndo afetou, dendorestatisticamente
significativa, o niumero de metabdlitos majoritaresectaveis na CCD.

A variacdo na intensidade de luz gerou niveis deittades diferentes: cortes
de luz diminuem a toxicidade; porém parece queskagdes de toxicidade nao
séo crescentes com cortes de luz maiores.

C. curassavica embora nativa de ambiente de restinga (solo mutatmente
pobre) foi capaz de aumentar a producdo de biomemsao aumento de
disponibilidade de nutrientes.

O aumento da nutricdo mineral aumentou a produedmetabdlitos (aumento
do rendimento relativo total).

O numero de metabdlitos majoritarios presentes extsatos etandlicos e as

toxicidades desses extratos nao diferiram de fastatisticamente significativa

entre areia e solo fertilizado, verificando-se gexheterogeneidade dentro dos
tratamentos.

Os resultados dessa pesquisa sugerenCgeugassavica deve ser cultivada:

(1) a pleno sol, pois nessa condi¢cdo ha maiocicnesto da planta, maior

producdo de biomassa, maior producédo de metabélibamaior efetividade do extrato
etanalico.

(2) em solo fertilizado, tento em vista que homagor crescimento da planta,

maior producdo de biomassa, embora a producao b atieos e a efetividade do
extrato etandlico ndo sofreram alteracdes em relagilubacao.
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Os resultados alcangados podem colaborar parmerda da producédo da
espécie em pequena escala por pequenos produmrasegjuentemente, um sucesso

maior em termos de qualidade e de comercializagBogs mesmos.
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