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RESUMO: A maioria dos estudos quimicos de Protium investigam principalmente os 6leos essenciais extraidos da resina. No entanto, ndo hé informagdes quanto a
composigdo quimica do extrato das folhas, e quando ndo se dispoe de estudos quimicos sobre a espécie, a andlise fitoquimica pode identificar os grupos de
metabolitos secundarios relevantes. Este trabalho descreve a identificagio dos metabdlitos secundarios do extrato etandlico obtido das folhas de Protium
calendulinum e a investigagio do seu potencial alelopético sobre Lactuca sativa. As folhas de P. calendulinum foram coletadas em julho de 2019, na 4rea de vegetagio
da Universidade Federal do Amazonas - UFAM. Para a obtengdo do extrato etanélico bruto (EB), foram adicionados 3 litros de édlcool etilico 96% sobre 3 kg de
folhas. A solugdo foi deixada em repouso por 15 dias e submetida a destilagdo em rotaevaporador a 70° C. A prospec¢io fitoquimica do extrato EB foi realizada
qualitativamente. Também foram feitas andlises espectrofotométricas de varredura do EB no intervalo de 240 nm a 700 nm. Para o teste de alelopatia, o EB foi
dilufdo nas concentragdes de 125 mg/L", 250 mg/L!, 500 mg/L" e 1000 mg/L". Foi determinada a condutividade elétrica das concentragdes do extrato e os
valores utilizados para determinar o potencial osmético. Para o bioensaio de alelopatia foram colocadas 50 sementes de L. sativa em placas de Petri, com papel
filtro e adicionados 04 mL das concentragdes. Para o controle negativo utilizou-se 4gua destilada. O potencial alelopético foi avaliado por meio da porcentagem de
germinagao, Indice de Velocidade de Germinagio (IVG), comprimento do hipocétilo e radicula. Posteriormente, determinou-se a concentragdo de clorofila e
carotenoides das plantulas. Para avaliar o efeito das concentragdes sobre porcentagem de germinagao, IVG, comprimento do hipocétilo e da radicula foi utilizada
regressdo linear, seguida da andlise de varidncia (Teste F). Os resultados fitoquimicos do extrato de P. calendulinum evidenciaram a presenca de flavonas,
saponinas, catequinas, fendis e antocianinas. Aliado aos resultados da prospec¢do fitoquimica, os dados da analise espectrofotométrica confirmaram a presenca de
uma ampla variedade de metabdlitos na faixa entre 240 a 400 nm. Os resultados do potencial osmético variaram entre -0,0008 MPa e -0,0011 MPa e estdo de
acordo com o limite de tolerancia. Ja para o potencial alelopético, foi observado que com o aumento da concentragio do extrato houve redugdo significativa na
germinagao, IVG, hipocétilo e radicula (p < 0,01). Tais efeitos corroboram os resultados da prospecgao fitoquimica, uma vez que, flavonas e saponinas em elevadas
concentragdes afetam a porcentagem de germinagdo, retardam o IVG e reduzem o crescimento do hipocétilo e radicula. Também houve redugio dos teores de
clorofila b nas plantulas conforme o aumento da concentragido do extrato EB. As sustancias identificadas nesse estudo podem estar associadas ao elevado potencial
alelopético apresentado pelo extrato EB das folhas de P. calendulinum, mesmo em baixas concentragdes. Essas substancias podem contribuir para a caracterizagdo e
futuros estudos relacionados a essa espécie.

PALAVRAS-CHAVES: Metabdlitos secundérios, aleloquimicos, farmacologia.

ABSTRACT: Most Protium chemical studies mainly investigate essential oils extracted from the resin. However, there is no information regarding the chemical
composition of the leaf extract, and when there are no chemical studies on the species, the phytochemical analysis can identify the relevant secondary metabolite
groups. In this context, the aim of the study was to identify the secondary metabolites of the ethanolic extract, obtained from the leaves of Protium calendulinum
and to investigate their allelopathic potential on Lactuca sativa. P. calendulinum leaves were collected in July 2019, in the vegetation area of the Federal University
of Amazonas - UFAM. To obtain the crude ethanolic extract (CEE), 3 liters of 96% ethyl alcohol on 8 kg of leaves were added. The solution was left to stand for
15 days and subjected to distillation in a rotary evaporator at 70° C. The phytochemical prospecting of the CEE as carried out in a qualitative way. CEE
spectrophotometric analyzes were also performed, measured in the range of 240 nm to 700 nm. For the allelopathy test, EB was diluted in the following
concentrations: 125 mg/L, 250 mg/L!, 500 mg/L' and 1000 mg/L-". The electrical conductivity of the extract concentrations was determined, and the values

used to determine the osmotic potential. The allelopathy bioassay was carried out on L. sativa seeds, 50 seeds were placed in Petri dishes and then added 04 mL of
the concentrations. For the negative control, distilled water was used. The allelopathic potential was evaluated by means of the germination percentage, IVG
(Germination Speed Index), length of the hypocotyl and radicle. After the test, the chlorophyll and carotenoid assay were performed. To assess the effect of
concentrations on percentage of germination; IVG; length of the hypocotyl and length of the radicle, linear regression was used, followed by analysis of variance
(Test F). The results obtained in the phytochemical prospecting of the extract of P. calendulinum showed the presence of Flavones, Saponins, Catechins, Phenols
and Anthocyanins. Coupled with the results of phytochemical prospecting, the spectrophotometric analysis data confirm the presence of a wide variety of
metabolites in the range between 240 and 400 nm. For the osmotic potential, the results obtained varied between -0,0008 MPa and -0,0011 MPa, and are in
accordance with the tolerance limit. The results demonstrate that the increased concentration of the extract had a significant effect on germination, IVG,
hypocotyl and radicle (p <0.01). This effect corroborates the results of phytochemical prospecting, since flavones and saponins in high concentrations affect the
germination percentage, delay the speed with which the seeds germinate and reduce the growth of the hypocotyl and radicle. The levels of chlorophyll b decreased
as the CEE concentration increased. The results obtained reveal the presence of different classes of secondary metabolites present in the extract of the leaves of P.
calendulinum. And, possibly, due to the presence of these compounds, the extract has a high allelopathic potential, affecting the germination and initial growth of
L. sativa, even in low concentrations.

KEYWORDS: Secondary metabolites, allelochemicals, pharmacology.
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INTRODUCAO

Burseraceae é uma familia botanica que se destaca nas pesquisas farmacolégicas,
na consolidagdo de atividades terapéuticas de longa duragdo e nas descobertas de novas
propriedades associadas as resinas, presentes na maioria das espécies (SIANI et al,
1999). A familia possui 649 espécies classificadas em 18 géneros (PLANT LIST, 2013),
com distribui¢do em regides tropicais e subtropicais da América do Sul, em parte da
Europa, Asia e Oceania (DALY; FINE, 2011). No Brasil, ocorrem cinco géneros e 112
espécies, com a maioria das espécies nativas na regido Amazonica (FLORA DO BRASIL,
2020). Dentre esses géneros, na regido Amazodnica, destaca-se Protzum Burm. F., com 70
espécies descritas (FINE et al., 2005).

Dessas espécies, Protium calendulinum Daly possui uma distribui¢do difundida na
Guiana Francesa, Peru, Venezuela, Equador, Colombia e Brasil (TROPICOS, 2020).
Ocorre em terras altas e raramente em florestas baixas, encontradas tipicamente em
solos argilosos e argilo-arenosos (DALY, 2007). Sabe-se que a espécie floresce de
setembro a janeiro, e seus frutos sdo colhidos principalmente em setembro a abril
(DALY, 2007).

A composi¢do quimica de P. calendulinum ainda é desconhecida, pois ndo ha
estudos disponiveis na literatura que abordem o assunto. No entanto, para o género ha
diversos trabalhos, principalmente voltados aos 6leos essenciais extraidos da resina,
como os estudos realizados para P. giganteum e P. aracouchine (FREITAS et al, 2011),
P. grandifolium, P. hebetatum, P. paniculatum e P. subserratum (DfAZ et al.,, 2011) e poucos
estudos realizados com extratos etanélico, obtido das folhas, em que foi verificado a
presenga de cumarinas, esterdides, flavondides, lignanas e outros derivados (e.g.
RUDIGER; SIANI; JUNIOR, 2007; COSTA et al.,, 2012; ZOGHBI et al,, 1993). Em
geral, essas substancias descritas para o género possuem atividade alelopatica
(MEDEIROS, 1990; MALHEIROS; PERES, 2001; MACIAS; GALINDO; MOLINILO,
2005; FUJII; HIRADATE, 2007; OTUSANYA; ILORI, 2012).

A atividade alelopatica pode ser definida como o processo que envolve
metabdlitos secundarios produzidos por plantas, algas, bactérias e fungos, que afetam o
crescimento e desenvolvimento de sistemas biolégicos e agricolas (IAS, 1996;

OLIVEROS; BASTIDAS et al., 2009). De modo mais amplo, a alelopatia pode ser
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referida tanto para inibi¢do quanto para o estimulo ao desenvolvimento da planta (RICE,
1984). Para confirmar o efeito alelopatico de determinadas substancias é necessério
realizar bioensaios, o qual utiliza o material biolégico para indicar a a¢do das substancias
sobre um determinado organismo (PIRES et al., 2001).

Diante do exposto, o objetivo do estudo foi identificar os metabdlitos secundérios

do extrato etandlico obtido das folhas de P. calendulinum e investigar o seu potencial

alelopético sobre Lactuca sativa L.

MATERIAL E METODO

As folhas de Protium calendulinum foram coletadas em julho de 2019, na aérea de
vegetacdo da Universidade Federal do Amazonas — UFAM (8°05'22.7” S; 59°5745.66”
W), em Manaus, Amazonas. A espécie foi identificada pelo botanico MSc. Magno Lufs
Vasquez Pilco, do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia — INPA e foi cadastrada
no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado — SisGen (Cod. ACC384B).

Para a obtengdo do extrato etanélico bruto (EB), foi utilizado o método proposto
por Freire (2015), em que foram adicionados 3 litros de alcool etilico 96% sobre 3 kg de
folhas trituradas. A solugdo foi deixada em repouso a temperatura ambiente por 15 dias
e, posteriormente, a solugdo foi filtrada e submetida a destilagdo em rotaevaporador a
70° C.

A prospecgdo fitoquimica do EB foi realizada por método qualitativo, baseado em
principios colorimétricos, de acordo com o método descrito por Matos (2009). Os
metabdlitos secundarios investigados foram: flavonas, flavonoides, taninos, saponinas,
catequinas, fenois, leucoantocianidinas, antocianidinas, antocianinas e chalconas. Os
resultados foram comparados com o grupo controle (em branco) e entre si para
visualizar alteragdo de cor ou precipitagdo. A presenga da classe de metabdlito
secundario foi registrada como positivo (+) e a auséncia de cor e precipitagdo como
negativo (-). Também foram feitas andlises espectrofotométricas do extrato EB. Os

espectros foram medidos no intervalo de 240 nm a 700 nm, em espectrometro modelo
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UV5200- Global Trade Technology, com cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho
6ptico.

Para o teste de alelopatia, o extrato EB foi dilufdo nas seguintes concentragdoes:
125 mg/L, 250 mg/L-', 500 mg/L" e 1000 mg/L-'. Foi determinada a condutividade
elétrica (CE) das concentragdes do extrato com auxfilio de condutivimetro e os valores
utilizados para determinar o potencial osmético (PO), pela férmula proposta por Ayers e
Westcot (1994), em que o potencial osmético em atmosfera (ATM) = - 0,36* CE, com
posterior transformacgdo dos dados de ATM para MPa. O limite de tolerancia do PO foi
fixado a -0,2 MPa, para que néo interferisse nas varidveis avaliadas (GATTI; PEREZ;
LIMA, 2004; OLIVEIRA et al., 2012).

A anadlise do potencial alelopatico das concentragdes do EB de P. calendulinum foi
realizado sobre sementes de Lactuca sativa L. (alface), de acordo com o método descrito
por Macfas et al. (2005). Assim, 50 sementes de L. sativa foram colocadas em cada placa
de Petri (90 mm x 10 mm) com papel Whatman n° 6 e adicionados 4,0 mL das
concentragdes do EB. Os ensaios foram realizados em triplicata para cada concentragéo e
como controle negativo, utilizou-se 4,0 mL dgua destilada.

Todas as placas foram incubadas em camara de germinagdo e crescimento por 7
dias, a 25 °C, com fotoperiodo de 12 h. O ensaio foi concluido quando observada a
paralisa¢do da germinagdo por 3 dias consecutivos. O potencial alelopético foi avaliado
de acordo com Maguire (1962), por meio da porcentagem de germinagio, Indice de
Velocidade de Germinagdo (IVG), comprimento do hipocétilo e da radicula.

Apbs o teste de germinagdo e crescimento, foi realizado o ensaio de clorofila
total, pelo método proposto por Souza et al., (2014), em que 10 plantulas primarias
foram cortadas e transferidas para tubos de ensaio com 5,0 mL de etanol 96%. Os tubos
foram embrulhados em papel aluminio e deixados em temperatura ambiente por 24
horas. As  leituras de  absorbancias de todas as  solugbes  foram
teitas com espectrofotdmetro a 666 nm para clorofila A (TChlCa), 653 nm para clorofila
B (TChICb) e 470 nm para carotenoides (TCarC). Os teores foram calculados conforme

as equacgoes (1), (2) e (3) e os resultados expressos em mg/g.
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Equacio 1.

TChlCa = (15.65xA666) — (7.340xA653)

Equacio 2.

TChICb = (27.05xA653) — (11.21XA666)

Equacio 3.

TCarC = (1000xA470) — (2.860xT'ChlCa) — (129,2x ' TChICb/2457)

O teor de clorofila total (TChlC) foi determinado pela soma aritmética dos teores
de TChlCa e TChICb. Este ensaio foi realizado conforme descrito por Dere, Gunes e
Sivaci (1998).

Para a andlise dos dados, foi considerado como varidavel independente as
concentragdes testadas do extrato EB e como varidveis dependentes: porcentagem de
germinagdo; IVG; comprimento do hipocétilo e comprimento da radicula. A normalidade
dos dados foi testada por Shapiro-Wilk e foi considerado que os valores das varidveis
dependentes ndo diferiram de uma distribuigdo normal, com p > 0,05.

Para avaliar o efeito das concentragdes sobre as varidveis dependentes foi
utilizado de regressédo linear, seguida da analise de variancia (Teste I), para verificar se a
inclinagdo obtida diferiu de zero. Todas as anélises foram feitas com o software

estatistico GraphPad Prism, versdo 7.00 (GraphPad Software Inc., 2016).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos na prospecg¢do fitoquimica do extrato etandlico das folhas
de P. calendulinum evidenciaram a presenga dos seguintes metabolitos secundarios:

Flavonas, Saponinas, Catequinas, IFenéis e Antocianinas (Tabela 1).
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Tabela 1. Prospecgdo fotoquimica do extrato etanélico das folhas de P. calendulinum.

Metabdlitos Secundarios Resultados

Flavonas +
Flavonoides -
Taninos

Saponinas
Catequinas

Fenbis
Leucoantocianidinas
Antocianidinas -
Antocianinas +
Chalconas -
Parametros: presente (+); ausente (-)

+ + 4+

Cada classe de metabdlitos secunddrios inclui compostos que possuem diversas
atividades biolégicas, as flavonas, por exemplo, podem atuar como protetores da luz
ultravioleta (co-pigmentos), contra insetos (dissuasores alimentares), fungos, virus e
bactérias; como antioxidantes inibidores de enzimas e agentes alelopdticos (VARGAS-
SIMON et al., 2000). J4, as saponinas possuem agdes farmacolégicas como anti-
inflamatéria, larvicida, hipocolesterolemiante, expectorante, ventrépica, moluscicida e
cicatrizante (LOPES et al.,, 2011).

Catequinas, por sua vez, pertencem a um grupo de polifendis e possuem uma
série de atividades biol6gicas, como antioxidantes, quimioprotetora, termogénicas, anti-
inflamatéria e anticarcinogénica (SCHMIDT et al., 2008), protegem o organismo contra
os efeitos dos radicais livres, auxiliando na prevencdo contra doengas cardiovasculares,
diabetes e envelhecimento acelerados (SIMOES et al., 2010). A presenga de compostos
fendlicos na planta, sejam fendis simples, acidos fenélicos, cumarinas, flavonoides,
estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas (SOUZA et al., 2007)
sugerem que o extrato tem potencial atividade anti-inflamatéria.

J4 as antocianinas possuem potencial farmacolégico e atuam como antioxidante,
anti-inflamatoério, inibigdo da oxidag¢do de lipoproteina de baixa densidade (LDL),
diminui¢do dos riscos de doengas cardiovasculares e de cancer (CARDOSO; LEITE;
PELUZIO, 2011).

Aliado aos resultados da prospecgdo fitoquimica, os dados da analise

espectrofotométrica confirmam a presenga de uma ampla variedade de metabdlitos na
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tfaixa entre 240 e 400 nm (figura 1). Dentro desse intervalo do espectro, é possivel
detectar a presenca de algumas substincias, como antocianinas, com comprimento de
onda entre 260 a 280 nm (MARCO; POPPI; SCARMINIO, 2008); flavonas, entre 304 e
350 nm (SIMC)ES et al., 2000); e saponinas, entre 200 a 400 nm (VIGO; NARITA;
MARQUES, 2003). Para comprimentos de onda acima de 400 nm, néo foi detectado
valores representativos de absorbancia. Em geral, valores entre 405 e 420 nm sdo
caracterfsticos para a presen¢a de flavonoides e taninos (SOBRINHO et al., 2008;
MARQUES et al., 2012; GRANATO et al., 2013), os quais ndo foram detectados nesse

estudo.
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Figura 1. Perfil obtido por espectrofotometria em 240 nm a 700 nm, do extrato etanélico

das folhas de P. calendulinum.

Para o potencial osmético, os resultados obtidos variaram entre -0,0008 MPa, na

menor concentragdo, e -0,0011 MPa, na maior concentragio (Tabela 2).

Tabela 2. Potencial osmético das diferentes concentragdes do extrato etandlico

das folhas de P. calendulinum.

Concentragio (mg/L™) Potencial osmético (MPa)

125 -0.0003
250 -0.0005
500 -0.0007
1000 -0.0011
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Assim, verifica-se que os resultados estdo de acordo com o limite de tolerdncia

recomendado, o qual deve estar abaixo de -0,2 MPa para ser ideal e nio interferir nas

varidveis avaliadas (GATTI; PEREZ; LIMA, 2004; OLIVEIRA et al, 2012). A

verificagdo do potencial osmético é fundamental em avaliagcdes de efeito alelopético,

devido ocorrer interferéncia nos resultados da alelopatia, pois atua diretamente na fase

de ativacio do metabolismo durante a embebicdo da

BORGHETTI, 2004).

semente (FERREIRA;

Os resultados da regressdo linear e da andlise de variancia (Teste ) evidenciam

que o aumento da concentragdo do extrato etandlico teve um efeito significativo nas

varidveis germinagdo, IVG, hipocétilo e radicula, testadas na alelopatia (p < 0,01)

(Figura 2).
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Figura 2. Analises de regressdo linear das varidveis: porcentagem de germinagio (A),

indice de velocidade de germinagdo (IVG) (B), comprimento da radicula (C) e

comprimento do hipocétilo (D), das plantulas de L. sativa, submetidas a diferentes

concentragdes do extrato etanélico das folhas de P. calendulinum.
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Esse efeito corrobora os resultados da prospecgdo fitoquimica, uma vez que,
tflavonas e saponinas, em elevadas concentragdes, afetam a porcentagem de germinagéo e
retardam a velocidade com que as sementes germinam (Figura 2A e 2B) (ZUANAZZI,
2000; SOUZA et al,, 2005; MARASCHIN-SILVA; AQUILA, 2006; TUR; BORELLA;
PASTORINI, 2010; GRISI et al,, 2012). Estas substancias alteram vérios processos
fisiolégicos e bioquimicos, como as estruturas citolégicas, permeabilidade da membrana,
absor¢do de minerais, movimento dos estomatos, sintese de pigmentos, producdo de
totossintese, sintese de proteinas, respiragdo celular, atividade enzimadtica, relagdes
hidricas e no material genético, induzindo alteragdes no DNA e RNA (ALMEIDA, 1988;
SIQUEIRA, 1991; RIZVI; RIZVI, 1992).

Na figura 2C e 2D, evidenciou-se que o aumento das concentragdes do extrato
EB promovem uma redugdo no crescimento do hipocétilo e radicula das plantulas. Em
muitos casos, observa-se que uma substancia pode estimular o crescimento vegetal em
baixas concentra¢des e inibir em concentra¢des mais altas, como o observado nesse
estudo (RICE, 1984; RICE, 1992; SOUZA et al., 2005).

Os teores de clorofila total, clorofila a e carotenoides ndo foram influenciados
pelas diferentes concentragdes do extrato etandlico (Teste I, p > 0,05). Ja para clorofila
b ha uma redugdo do teor conforme o aumento da concentragdo do EB (Teste I, p =

0.04) (Figura 3).
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Figura 3. Resultado das analises de regressio linear do teor de clorofila b das plantulas
de L. sativa submetidas a diferentes concentragdes do extrato etanélico das folhas de P.

calendulinum
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As moléculas de clorofila constituem um sistema de pigmentos responsédveis pela
absor¢do e transferéncia de energia radiante (FERRI, 2004) e os aleloquimicos podem ;
Pagina | 2669
inibir a fotossintese por induzir mudangas nessas moléculas (CARMO; BORGES;

TARARI, 2007). Os aleloquimicos responsaveis pela inibi¢do da fotossintese sdo os
tenoéis, presente no EB de P. calendulinum, que altera o transporte de elétrons e a

tostorilagdo nos fotossistemas (RIZVI; RIZVI 1992).

CONCLUSAO

Os resultados obtidos evidenciam a presenca de diferentes classes de metabdlitos
secundarios no extrato etandlico das folhas de Protium calendulinum. E, possivelmente,
devido a presenca desses compostos, o extrato possui um elevado potencial alelopético,
afetando a germinagdo e crescimento inicial de Lactuca sativa, mesmo em baixas
concentragdes. Estas informagdes poderdo ser tteis para descoberta de novos compostos,
que servirdo de base para futuras pesquisas farmacoldégicas e para o desenvolvimento de

compostos bioativos.
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