UNIVERSIDADE REGIONAL DO CARIRI - URCA
DEPARTAMENTO DE QUIMICA BIOLOGICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOPROSPECCAO MOLECULAR
MESTRADO ACADEMICO EM BIOPROSPECCAO MOLECULAR

AVALIAC;AO DO EFEITO CITOPROTETOR EM MODELO VEGETAL DE
Stryphnodendron rotundifolium Mart. CONTRA METAIS PESADOS

GIOCONDA MORAIS DE ANDRADE BEZERRA MARTINS

CRATO-CE
2016



GIOCONDA MORAIS DE ANDRADE BEZERRA MARTINS

AVALIACAO DO EFEITO CITOPROTETOR EM MODELO VEGETAL DE
Stryphnodendron rotundifolium Mart. CONTRA METAIS PESADOS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Bioprospeccdo Molecular
(PPBM) da Universidade Regional do Cariri
(URCA) como requisito parcial para obtencéo
do titulo de MESTRE EM
BIOPROSPECQAO MOLECULAR (Linha de
Pesquisa:  Bioprospeccdo de  Produtos
Naturais).

Orientador: Prof. Dr. Henrique Douglas Melo
Coutinho

CRATO-CE
2016



GIOCONDA MORAIS DE ANDRADE BEZERRA MARTINS

AVALIAQAO DO EFEITO CITOPROTETOR EM MODELO VEGETAL DE
Stryphnodendron rotundifolium Mart. CONTRA METAIS PESADOS

Dissertacdo apresentada e aprovada pela Banca Examinadora junto ao Programa de PO4s-
Graduacdo em Bioprospeccdo Molecular (PPBM) da Universidade Regional do Cariri
(URCA) como requisito parcial para obtencdo do titulo de MESTRE. Aprovada em 19/02/16.

Linha de Pesquisa: Bioprospecc¢do de Produtos Naturais.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Henrique Douglas Melo Coutinho (Orientador)
Departamento de Quimica Bioldgica - URCA

Prof (a). Dra. Maria Arlene Pessoa da Silva (Membro Interno)

Departamento de Ciéncias Biologicas — URCA

Prof. Dr. José Galberto Martins da Costa (Membro Interno)

Departamento de Quimica Biologica — URCA

Prof. Dr. Luiz Alberto Ribeiro Mendon¢a (Membro Externo)
Universidade Federal do Cariri - UFCA

CRATO -CE
2016



Dedico ao meu pai amado, Djalma de Andrade Mota (in memoriam) por todo amor, zelo e
confianca incondicionalmente dedicados a mim durante 28 anos. Minha eterna gratidao,
respeito e SAUDADES!!!



AGRADECIMENTOS

A Deus, meu protetor, fonte de amor e gratiddo. Ele que sempre me faz ter a certeza de que
estd comigo, de que eu ndo devo temer nada e que me ama como uma verdadeira filha. Sem
Ti eu nada sou meu Pai!

A Mainha, Ana Maria, por sempre estar ao meu lado, por lutar incansavelmente para que eu
tenha meus sonhos e objetivos alcancados, pelo amor incondicional.

Ao meu Marido, Luiz José, por demonstrar sua admiragdo por mim todos os dias, por me
ajudar em todas as horas e por ser meu melhor amigo e amor.

A minha Filha, Glenda, que dé sentido a minha vida, que me faz acordar diariamente e buscar
ser uma pessoa melhor a fim de orgulhé-la e ser exemplo de integridade e honestidade.

Ao meu Orientador, Henrique Douglas Melo Coutinho, que muito mais que um professor
sempre se mostrou um amigo. Ele ndo tem ideia do qudo importante é na minha vida, na
trajetoria que hoje traco e nos sonhos que me proporcionou alcangar.

A Banca pelo aceite ao convite e orientacdes extremamente oportunas.

A amiga Maria Audilene de Freitas, companheira de laboratério e estudos, pela amizade
sincera e ajudas oportunas e extremamente valiosas.

As ICs Ana Raquel, Corrinha e Fabia pela parceria e presteza, estando sempre disponiveis e
empenhadas para 0 bom andamento dos trabalhos.

As colegas Luciene e Nadghia por se comprometerem e contribuirem de forma decisiva para
o0 desenvolvimento desse estudo.

Ao Programa de Pés-Graduacdo em Bioprospeccdo Molecular e todos os seus membros na
pessoa do Coordenador Professor Dr. Irwin Rose Alencar de Menezes.

Aos professores que compdem o corpo docente do referido Programa, pela dedicagédo e
empenho em ofertar e buscar sempre 0 melhor para seus discentes.

A todos que fazem o Laboratorio de Microbiologia e Biologia Molecular (LMBM): Audilene,
Thassya, Judson, Saulo, Ana Raquel, Corrinha, Fabia, Raimundo, Rafael, Thiago e Rosimeire.
Em especial a Profa. Ma. Maria Flaviana Bezerra Morais Braga, pela amizade e
disponibilidade sempre presentes durante o decurso do Mestrado. Sou grata a todos pelo
companheirismo e troca de conhecimentos, o que nos fez mais do que colegas, e sim, amigos.
As agéncias brasileiras fomentadoras de pesquisa FUNCAP, FINEP, CNPq e CAPES pelo

auxilio financeiro de grande importancia para o desenvolvimento das pesquisas.



A Universidade Regional do Cariri — URCA.

A todos que direta e indiretamente contribuiram para a finalizacdo deste trabalho.

Meu muito obrigada!!!



"Pois em verdade vos digo que, se tiverdes fé
como um grdo de mostarda, direis a este
monte: Passa daqui para acola, e ele passara.

Nada vos sera impossivel” (Mt 17.20).



RESUMO

Os metais pesados, compostos quimicos toxicos em determinadas concentra¢des, podem ser
considerados ameacas potenciais para plantas, animais e recursos bioldgicos de um
determinado ecossistema. Dentre eles, o merclrio e o aluminio, quando envolvidos em
processos de bioacumulacdo, podem ocasionar danos em varios sistemas organicos tanto de
animais quanto de plantas. Em vegetais, 0s metais pesados produzem espécies reativas de
oxigénio (EROs), as quais estdo envolvidas na ocorréncia de ma-formacoes e deficiéncias no
crescimento de radiculas e plumulas de diversas espécies de plantas, fato que justifica o
estudo de agentes antioxidades naturais que possam reverter ou amenizar os efeitos deletérios
causados por tais elementos. Nesse sentido, com o presente estudo objetivou-se avaliar o
efeito citoprotetor do extrato hidroetandlico de Stryphnodendron rotundifolium Mart., espécie
popularmente conhecida como "barbatimado”, contra os metais pesados mercurio e aluminio
em modelo vegetal, em virtude de seu conhecido potencial antioxidante. Para tanto, realizou-
se o teste de citoprotecdo em sementes de alface da espécie Lactuta sativa L. (germinacgéo), a
fim de averiguar o potencial do referido extrato quanto a protecdo das radiculas e dos
cauliculos desta. Observou-se que o0 extrato ndo apresentou efeito alelopatico sobre as
sementes de alface na concentracdo de 32 pg/mL e, em combinagdo com o HgCl, e AICls,
possibilitou um maior crescimento nas radiculas e nos cauliculos da Lactuta sativa L., se
comportando, portanto, como uma alternativa para solucionar o problema da contaminacédo do
solo por metais pesados, evidenciando, dessa forma, seu promissor potencial citoprotetor em
espécies vegetais.

Palavras — chave: Metais pesados; Citoprotecdo; Germinacao; Taninos.



ABSTRACT

Heavy metals, chemical elements toxic at certain concentrations, can be considered potential
threats to plants, animals and biological resources of a particular ecosystem. Among them,
mercury and aluminum, when involved in bioaccumulation processes can cause damage to
various organ systems of both animals and plants. In vegetables, heavy metals produce
reactive oxygen species (ROS), which are involved in the occurrence of malformations and
deficits in the growth of roodets and plumule of several species of plants, which justifies the
study of natural antioxidants agents that may come to reverse or ameliorate the deleterious
effects caused by these compounds. In this sense, this study aims to evaluate the
cytoprotective effect of hydroethanolic extract of Stryphnodendron rotundifolium Mart.,
species popularly known as "barbatiméo™ against the heavy metals mercury and aluminum in
vegetable model, because of its known antioxidant potential. To this end, there was the
cytoprotection test in lettuce seeds Lactuta sativa L. (germination) in order to ascertain the
potential of the said extract on the protection of roots and stem this. It was observed that the
extract showed no allelopathic effect on lettuce seeds at a concentration of 32 ug/mL and in
combination with HgCl, and AIClI3, it enabled a higher growth in the roodets and stem
Lactuta sativa L., behaving, therefore, as an alternative to solve the problem with soil
contamination by heavy metals, showing thus its promising potential cytoprotective in plant
species.

Keywords: Heavy metals; Cytoprotection; Germination; Tannins.
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1. INTRODUCAO

Os metais pesados, compostos quimicos naturalmente encontrados em pequenas
concentracfes na atmosfera, nos solos, nas aguas e no conjunto de seres vivos de uma regiao
(DEMIRAK et al., 2006; LACERDA; MIGUENS, 2011), sdo frequentemente detectados em
concentragBes consideradas toxicas em varios tipos de efluentes resultantes da atividade
humana, incluindo os de origem industrial, urbana e agropecuéria, sendo que, mesmo sob
condigdes de baixo desenvolvimento industrial, podem ser considerados ameacas potenciais
para plantas, animais e recursos bioldgicos de um determinado ecossistema (LACERDA;
MIGUENS, 2011).

Dentre os metais pesados presentes na superficie terrestre, considerados perigosos
poluentes ambientais, destacam-se o mercurio (Hg) e o aluminio (Al), os quais, de acordo
com Tindco et al. (2010), podem ser depositados no solo e em ambientes aquaticos, de tal
modo que no solo ficardo retidos por mais tempo, o que resultard em seu acimulo, podendo
acarretar ainda seu langamento nas aguas, através do escoamento superficial e eroséo.

O mercurio esta associado a diversos tipos de lesbes em seres humanos em virtude
de sua elevada toxicidade. Quando inalado, é extremamente destrutivo para os tecidos das
membranas mucosas e do trato respiratério superior. Se absorvido através da pele, pode
causar queimaduras e, caso seja ingerido, pode ser fatal, atingindo principalmente rins, nervos
e trato gastrointestinal (MERCK MILLIPORE, 2012). No que diz respeito a contaminacéo
ambiental, o cloreto de mercurio, principal representante de compostos de mercuario
(PATRICK, 2002), é considerado muito toxico para os organismos, podendo causar efeitos
negativos em longo prazo, em virtude de sua elevada bioacumulacdo (MERCK MILLIPORE,
2012).

Em relacdo ao aluminio, no que diz respeito a toxicidade causada em plantas em
virtude de sua acumulacdo, Veloso et al. (2000) destacam ser esta muito frequente em solos
brasileiros e, na maioria das vezes, est associada aos solos lixiviados, com baixa fertilidade e
de elevada acidez, cujo efeito nocivo limita o crescimento da maioria dessas plantas. “Das
espécies de aluminio, a forma AI** é comprovadamente téxica e o sintoma inicial, e mais
nocivo de sua toxicidade, é a inibicdo do crescimento da raiz” (ECHART; CAVALLI-
MOLINA, 2001).

Fato comum observado em solos com elevados niveis de Hg e Al diz respeito a

reducdo da taxa de crescimento radicular de plantas sensiveis, afetando o alongamento e a
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divisdo celular. Tal restricdo diminui a capacidade da planta em obter 4gua e nutrientes do
subsolo, devido ao enraizamento superficial, fazendo com que a planta torne-se, portanto,
menos produtiva e mais susceptivel a seca (FERREIRA; MOREIRA; RASSINI, 2006).

Segundo Benassi (2004), os metais pesados possuem a capacidade de produzir
espécies reativas de oxigénio (EROs) e, quando essas espécies sdo formadas
intracelularmente, elas podem induzir & peroxidacdo lipidica, dano ao DNA, deplecdo de
grupamentos tiois, alteracdo das vias de transducdo de sinais e a homeostase do calcio.

Essas EROs estdo envolvidas na ocorréncia de ma-formacdes e deficiéncias no
crescimento de radiculas e plumulas de diversas espécies de plantas, fato que justifica o
estudo de agentes antioxidades naturais que possam vir a reverter ou amenizar os efeitos
deletérios causados por tais compostos. Soma-se a isso a existéncia de lacunas no
conhecimento quanto a concentracdo que 0s metais pesados devem atingir para serem
considerados como toxicos quando presentes em espécies vegetais.

Dentre as classes de metabolitos secundarios com propriedades antioxidantes
estdo os compostos fendlicos, cuja atividade deve-se principalmente as suas propriedades
redutoras e sua estrutura quimica. Estas caracteristicas desempenham um papel muito
importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e quelagdo de metais de transicéo,
agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacdo do processo oxidativo (HASLAM,
1996; SOARES, 2002; SHETTY et al., 2005).

O género Stryphnodendron, membro da familia Fabaceae, contém 21 (vinte e
uma) espécies e 01 (uma) subespécie, distribuidas em todas as regides brasileiras (FORZZA,
DE JANEIRO, 2010) e, em virtude da casca do caule de varias espécies de Stryphnodendron
conter uma grande quantidade de taninos (SOUZA et al., 2013), é bastante utilizada devido as
suas propriedades antioxidante e antimicrobiana, além de acdo antiinflamatéria
(ZUANNAZZI; MONTANA, 2004).

Stryphnodendron  rotundifolium  Mart.,, popularmente conhecida como
"barbatim&o”, tipica da Chapada do Araripe, localizada na Regido do Cariri, Nordeste do
Ceara — Brasil, é rica em taninos, e tem suas propriedades bioldgicas atribuidas a trés
caracteristicas basicas: a complexacdo com ions metalicos, a atividade antioxidante e
sequestradora de radicais livres e a habilidade de formar complexos com proteinas e
polissacarideos (SANTOS; MELLO, 2007).
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Figura 1 — Estrutura quimica dos principais derivados fendlicos presentes no Extrato Hidroetandlico de S.
rotundifolium — EHSR
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Fonte: SIMOES et al. (2004).

A capacidade dos taninos em complexar com ions metélicos dando origem a
estruturas queladas (LAKS, 1991) é eficaz na protecdo das plantas contra ataques de insetos e
ainda confere as espécies que os contém em consideravel concentracdo, acdo bactericida e
fungicida.

Nesse sentido, o presente estudo se propds a avaliar o efeito citoprotetor do
extrato hidroetanolico de S. rotundifolium (EHSR) contra os metais pesados mercurio e
aluminio em modelo vegetal, em virtude de seu conhecido potencial antioxidante, utilizando-
se, para tanto, sementes de Lactuta sativa L. (alface), averiguando o potencial do referido
extrato quanto a protecdo das radiculas e dos cauliculos da alface, vislumbrando uma
alternativa para o problema da contaminacédo vegetal por metais pesados presentes no solo.

O efeito alelopatico do extrato sobre as sementes de alface também foi verificado
a fim identificar em qual concentracdo o referido extrato seria capaz de diminuir o
crescimento das sementes ou até mesmo inibir a germinacgdo destas, de forma a determinar

qual a menor concentracdo a ser utilizada no sentido de minimizar seu efeito alelopético.
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A relevancia do estudo estd no que concerne ao seu pioneirismo em relacdo a
citoprotecdo em modelo vegetal promovida a partir da utilizacdo de plantas nativas, além da
possibilidade do desenvolvimento de técnicas alternativas a fim de solucionar o problema
causado pela contaminagdo ambiental por metais pesados. Quanto a decisao pela realizacdo da
pesquisa com 0s metais pesados ja citados, justifica-se em virtude de serem estes severos
poluentes ambientais e de haver na Regido do Cariri (Ceard), local do desenvolvimento do
estudo, uma quantidade consideravel de inddstrias de manufatura de jéias, as quais utilizam
tais metais, o que pode promover a contaminagdo do solo caso ndo seja dado um adequado

destino aos seus residuos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 METAIS PESADOS

Os metais pesados sdo considerados substancias nocivas, cuja toxicidade varia
conforme sua concentragdo armazenada no organismo vivo ou no meio ambiente e de sua
biodisponibilidade, termo este que diz respeito a fracdo de metal que estd ou pode estar
disponivel para ser absorvida e, dessa maneira, passivel de causar efeitos deletérios nos
organismos. Tais fatores podem torna-los altamente perigosos uma vez que se avolumam e
prevalecem nas solucdes presentes no ambiente e nos vegetais (FOSTNER; WITTMAN,
1983; PEIJINENBURG, 2004; MIGUEL et al., 2010).

Porém, vale destacar que alguns metais sdo essenciais para o crescimento de todos
os tipos de organismos vivos, mas em concentracdes consideradas baixas. E o caso dos metais
Ferro, Cobre, Zinco e Manganés (BAKER et al., 1994).

Em contrapartida, outros metais podem danificar os sistemas bioldgicos
(CELERE et al., 2007), como é o caso do mercurio e do aluminio (LAZARO, 2008; LIN;
PEHKONEN, 1999), uma vez que sua acumulacdo nos organismos se arrastara por longos
periodos, podendo tais efeitos nocivos serem potencializados por fontes alimentadoras da
poluicdo, como € o caso de fontes de origem antrépica (AZEVEDO, 2003; GUEDES et al.,
2005).

2.1.1 Aluminio

O aluminio é o metal mais abundante no solo, uma vez que, pela acdo do
intemperismo, a maior parte dos minerais primarios e secundarios provenientes das rochas sdo
aluminossilicatos, os quais ao serem decompostos pela agua carregada de gas carbonico,
liberam o aluminio na sua forma catiénica (AI**), elemento anfétero, que pode atuar como
cation em meio acido e como anion em meio basico (MALAVOLTA, 1980).

Trata-se de uma das espécies quimicas mais reativas que existem. Produz
hidroxido de aluminio (Al(OH)3) e hidrogénio (H,) quando reage com agua (Eq. 1) a uma
temperatura de cerca de 180°C e, quando reage com outros 6xidos metélicos, produz o
respectivo metal e 6xido de aluminio (Al,O3) (Eq. 2) (AZEVEDO, CHASIN, 2003).
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Eq.1: 2AI+6H,0 —> 2AIOH);+3H,

Eq. 2 Fe,Oz+ 2 Al —> 2 Fe + Al,O3

Sua presenca no ambiente é tdo intensa que a exposicdo se torna praticamente
inevitavel. Uma série de relatos cientificos destacam os efeitos toxicos do aluminio nas mais
diversas formas de vida, como algas marinhas, animais, microrganismos, plantas, e,
obviamente, no homem (KUMAR et al., 2009)

De acordo com Azevedo; Chasin (2003); Rondon-Barragan et al. (2007) o
aluminio afeta a concentracdo de clorofila nas algas; ja os peixes morrem por asfixia em
virtude da quebra da regulacdo i6nica. Nos microrganismos o metal parece afetar a regulacédo
de ions de célcio, no que concerne a sua absorcao e translocacao.

Em seres humanos, a contaminagdo por aluminio pode ocorrer por via inalatoria,
por meio de nanoparticulas que penetram no corpo e sdo incorporadas em varios O0rgaos e
tecidos; por via oral através de agua e alimentos, e ainda por via parenteral, através da
preparacdo de nutricdo parenteral, medicamentos e solugdes utilizadas em dialise
(NOREMBERG, 2010). O aluminio pode se acumular nos o0ssos, figado, rins, cora¢ao, sangue
e principalmente no cérebro, acumulando-se nas células nervosas (AREMU, MESHITSUKA,
2006; KAIZER, 2008; WU et al., 2012). Tal acimulo pode causar diversas manifestacGes
neuroldgicas, como encefalopatia, déficits de memdria, tremores, prejuizos na coordenagao
motora, convulsdes, dentre outros (ZATTA et al., 1998; WU et al., 2012).

Estudos epidemioldgicos, neuropatolégicos e bioquimicos tem demostrado uma
possivel relacdo entra a neurotoxicidade do aluminio e o desenvolvimento da Doenca de
Alzheimer, sindrome neuroldgica senil associada a componentes ambientais e genéticos,
sendo a exposicdo ao aluminio o fator associado a exposi¢cdo ambiental (VEER BALA
GUPTA, et al., 2005; KAISER, 2008).

No que tange as espécies vegetais, 0 aluminio, embora ndo seja considerado um
elemento essencial, quando em baixas concentracGes, pode induzir, em algumas ocasides, a
um aumento no crescimento ou produzir outros efeitos desejaveis as plantas (FOY, 1974).
Além disso, algumas espécies possuem a capacidade de tolerar altas concentragdes desse
metal, devido a sua complexacdo com acidos organicos exsudados pelo sistema radicular e ao
genotipo vegetal que pode promover a capacidade de adequar a condig¢des fisico-quimicas
adversas (FREITAS et al., 2006; NOLLA et al., 2007).
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Entretanto, muito embora um grande volume de conhecimento tenha sido
construido nos ultimos anos acerca de tal tolerancia vegetal ao aluminio, o entendimento
acerca do seu processo fisiologico ainda € considerado rudimentar (ECHART; CAVALLI-
MOLINA, 2001).

Porém, muitas espécies vegetais, quando em contato com altas concentracfes de
aluminio, tem seu crescimento de raizes limitado (VELOSO et al., 1995), associado a
deficiéncia de fosforo e a uma absorcéo e translocacdo de calcio diretamente proporcionais a
concentracdo de aluminio no solo (FOY, 1974; FOY et al., 1969), além de haver o
impedimento dos vegetais de obter agua e nutrientes em profundidade em virtude de seu
enraizamento superficial., uma vez que as raizes tornam-se incapazes de explorar maior
volume de solo (PAVAN, 1982). Os mecanismos de toxidez resultam, essencialmente, da
ligacdo do metal a substancias situadas na parede celular, membrana plasmatica ou no
citoplasma (ROSSIELO; JACOB NETO, 2006). Vale ressaltar que isso acontece antes
mesmo que qualquer sintoma possa ser evidente na parte aérea da planta (FOY, 1974;
MIGUEL et al., 2010).

No que diz respeito as caracteristicas macroscopicas, especificamente, as raizes
apresentam-se grossas e amareladas nas pontas, degeneradas, tortuosas, com ramificacGes
secundarias, escuras em parte pela oxidacdo de compostos fendlicos e ainda desprovidas de
pelos absorventes. Microscopicamente, ha desintegracao dos tecidos da epiderme e de porcées
externas do cortex nos apices das raizes, reducdo no tamanho da coifa e desarranjo do tecido
meristematico. Na parte aérea, por sua vez, observa-se acimulo de fendis sollveis, em maior
propor¢do nas plantas mais sensiveis, fato este resultante da ligacdo entre aluminio e boro
(FOY, 1974; BEN et al., 1976; COSTA et al., 2002; PEIXOTO et al., 2007).

2.1.2 Mercurio

O Mercdrio é um metal encontrado na crosta terrestre, ocorrendo no ar, no solo e
na agua como resultado dos processos naturais e atividades humanas (antropicas). Tem
consisténcia liquida a temperatura ambiente, coloracdo branco-prateada, € inodoro e de facil
volatilizacdo, formando vapores de mercurio, 0s quais consistem na principal fonte de
contaminacdo ambiental, seguidos da contaminacdo da agua e da contaminac¢do do solo, em
virtude da disposi¢do inadequada de efluentes e residuos (LEE et al., 2009; LIMA et al., 2009;
BRASIL, 2011).
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Na natureza esse metal pode ser encontrado em trés formas: mercurio metélico ou
elementar (Hg®), sais inorganicos de mercdrio (HgCl,, HgS, Hg.Cl,) e merclrio organico
(metilmercurio e dimetilmercario). A diferenca entre tais formas diz respeito aos aspectos
toxicologicos de absorcdo, transporte e excre¢do (do metal) e pelo quadro clinico apresentado
pelo paciente submetido a exposicao (LIMA et al., 2009).

A principal deposicdo atmosférica ocorre na sua forma oxidada (Hg®"), enquanto
que na lixiviacdo de substratos, a principal forma quimica encontrada é aquela associada ao
material particulado, ou seja, o HgP, forma elementar metalica, muito pouco reativa. Porém a
deposicdo de material particulado e a oxidacdo da forma elementar do Hg resultam em um
pool de Hg?*, forma altamente reativa e que pode ser bioacumulado. Entretanto, salienta-se
ainda que o principal mecanismo associado a contaminacdo ambiental pelo mercurio diz
respeito a possibilidade de metilacdo da forma oxidada, resultando em compostos de
metilmercario e dimetilmercuirio, altamente toxicos e passiveis de sofrerem biomagnificacdo
ao longo da cadeia trofica (BRASIL, 2013).

CHsHg*X" / CHs — Hg — CHs

Metilmercurio Dimetilmercirio

Quanto as fontes de contaminacdo e vias de exposi¢cdo humanas cada forma
qguimica do metal se comporta de uma maneira distinta. A contaminacdo com mercurio
elementar (Hg®) pode ocorrer através de termdmetros, medicamentos populares, amalgamas
dentérias, dentre outras. Nesses casos a principal via de exposi¢do se d& por meio da inalacéo.
Ja a contaminagdo por mercdrio inorgénico, a exemplo do Cloreto de Mercurio (HgCly),
ocorre principalmente por meio de lampadas fluorescentes, consumo de alimentos cultivados
em ambientes contaminados e timerosal (derivado mercurial utilizado como agente
antisséptico, conservante em produtos cosméticos, em medicagOes tdpicas, em vacinas, dentre
outros). As vias de contaminagdo sdo a dérmica e por ingestdo. Entre as formas organicas (a
exemplo do metilmercdrio), a exposicdo humana ocorre especialmente pelo consumo de
peixes - particularmente espécies predatorias - uma vez que todas as formas de
organomercuriais tém potencial de bioacumulacdo elevado. Além disso, o contato com
fungicidas pode causar contaminacdo também, sendo que a exposi¢do pode acontecer por
ingestdo, via parenteral ou de forma transplacentaria (O’REILLY et al., 2010; HOLMES;
JAMES; LEVY, 2009; OLIVEIRA et al., 2006).
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No que concerne aos danos causados aos organismos vegetais, pode-se afirmar
gue a contaminac¢do com o mercurio afeta o crescimento, como também a distribuicéo e o
ciclo bioldgico das espécies vegetais, sendo que um dos possiveis mecanismos toxicos do
envolvidos diz respeito ao aumento do estresse oxidativo devido aos efeitos pro-oxidantes do
mercurio e a sua capacidade para a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
alteracio das defesas antioxidantes enzimaticas e ndo enzimaticas (BARCELO;
POSCHENRIEDER, 1992; BOUJBIHAA et al., 2009).

2.2 EFEITOS DOS METAIS PESADOS EM ESPECIES VEGETAIS

O acumulo de metais pesados em solos agricolas € um aspecto de grande
preocupacdo quanto a seguranga ambiental. As contaminagdes se ddo por meio de emissdes
aéreas (poeira), lixiviacdo, erosao superficial e ainda em virtude da aplicacdo de fertilizantes
para as plantas. Tal acumulo torna-se um grande reservatorio disponivel para as raizes das
plantas, as quais sdo muito vulneraveis a variacdo de concentragdes destes elementos, muito
embora apresentem mecanismos variaveis de defesa. Os principais danos que ocorrem nas
plantas expostas aos metais pesados dizem respeito aos danos oxidativos, devido a
intensificacdo na producdo de espécies ativas de oxigénio (EROs) (CHANG et al., 1987;
BAIRD, 2001; GRATAO et al., 2005).

“Os metais ndo apenas exercem efeitos sobre o crescimento das plantas, mas
também afetam o0s processos bioquimicos que ocorrem no solo” (TSUTIYA, 1999b)
acarretando diminuicdo no crescimento ou reducdo na colheita, sintomas visiveis e
concentracdo no tecido (BECKETT, 1991).

2.2.1 Espécies reativas de oxigénio (EROs) e seus efeitos deletérios em células vegetais

Evidéncias demonstram que, em virtude das caracteristicas pré-oxidantes de
alguns metais pesados como é o caso do mercurio, os danos por eles causados se dao pelo
acumulo do metal nos organismos e no meio ambiente e, consequentemente, pela sua
capacidade de contribuir para a geracdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO’s) (STOHS;
BAGCHI, 1995; BRANDAO et al., 2008b).

ERO’s, também denominadas radicais livres, sdo atomos ou moléculas que
contém um ou mais elétrons desemparelhados ao redor de seu nucleo, responsaveis por alterar

sua reatividade quimica, fazendo com que, geralmente, este atomo ou molécula se torne mais
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reativo do que seu correspondente ndo-radical. Uma vez geradas, essas ERO’s promovem
efeitos deletérios as células ao seu redor (HALLIWELL, 1994).

Essas moléculas podem ser geradas como resultado de excitagdo, o que forma o
oxigénio singleto (*0.), ou em virtude de sucessivas adices de elétrons ao O,, reduzindo-o ao
radical anidnico superoxido (O;"), radical hidroperoxila (HO,") ou peroxido de hidrogénio
(H20,) e radical hidroxila (OH") (D’AUTREAUX; TOLEDANO, 2007; BHATTACHARIJEE,
2010).

Apesar de seus efeitos deletérios, vale ressaltar que processos metabolicos
essenciais aos vegetais os quais sdo dependentes do oxigénio, como € 0 caso da respiracao
aerobica, fotossintese e fotorrespiracdo, levam a producdo de ERO's em mitocondrias,
cloroplastos e peroxissomos, respectivamente (FOYER; NOCTOR, 2003). O problema
relacionado as ERO’s surge diante de seu acimulo nos organismos vivos.

Em circunstancias normais, as ERO’s sdo detoxificadas por um sistema
antioxidante de grande eficiéncia, composto por enzimas das quais se podem citar a
superdéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidade (GPx) e glutationa S
transferase (GST). Porém, diante de uma produgdo excessiva de ERO’s ou de deficiéncias no
sistema de combate a estas substancias, pode se instalar nos organismos vivos 0 que se
conhece por estresse oxidativo celular, responsavel por desordens e danos muitas vezes
irreparaveis a estes organismos. Exemplo disso é o que acontece quando os radicais livres sdo
gerados proximos a moléculas de DNA (Acido desoxirribonucleico), promovendo o ataque as
bases nitrogenadas purinas e pirimidinas, causando mutacdes (GIORGIO et al., 2007;
JOMOVA etal., 2010; HALLIWELL, 1994).

Sua presenca pode ainda desnaturar proteinas pela oxidagdo de grupos sulfidrila (-
SH) e pontes dissulfeto (-SS), aléem de causar danos a moléculas de carboidratos e retirar
atomos de hidrogénio de grupos metileno de acidos graxos poli-insaturados, dando inicio ao
processo de peroxidacdo lipidica que, nos cloroplastos é, quase exclusivamente, decorrente da
acao do 0, (TRIANTAPHYLIDES; HAVAUX, 2009; BLOKHINA et al., 2003,
BARREIRQOS, 2006). Ja efeitos regulatorios no crescimento radicular e alongamento foliar,
além de repercussfes no afrouxamento da parede celular, possivelmente sdo decorrentes da
degradacdo de polissacarideos, induzida pelo OH" (MYLONA; POLIDOROS, 2010; FAURE
etal., 2012).

Varios sdo os fatores que podem contribuir para o aumento dos niveis de ERO’s.
Scandalios (1994) cita a radiacdo ultravioleta (UV), luminosidade excessiva, usO

indiscriminado de herbicidas, ataque de patdgenos, certas injdrias, hiperoxia, 0zonio,
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flutuagdes na temperatura. Ja Mallick; Mohn (2000) destacam o papel exercido pela seca,
metais pesados, concentracdo elevada de sais e poluicdo do ar na elevacdo dos niveis de
ERO’s nos vegetais.

Dessa forma, as ERO’s, quando acumuladas e ndo adequadamente neutralizadas,
podem reagir com moléculas bioldgicas e causar danos fisiol6gicos e bioquimicos por vezes
irreversiveis, os quais podem culminar em déficits no crescimento e desenvolvimento das

plantas e até mesmo na morte celular, bem como na morte do vegetal como um todo.

2.3 MECANISMOS DE DEFESA VEGETAL AOS METAIS PESADOS

Visando neutralizar os efeitos nocivos provocados pelas ERO’s, os vegetais
desenvolveram mecanismos de defesa e combate aos radicais livres, uma vez que tanto nas
vias de sintese como de oxidacdo de moléculas biologicas, ocorre a formacdo desses
compostos nas estruturas subcelulares (KIM; KWAK, 2010).

Portanto, o equilibrio entre a producdo de radicais livres e 0s mecanismos de
detoxificacdo, determina ou ndo a ocorréncia do estresse oxidativo, caracterizado como 0
aumento significativo dos niveis intracelulares de ERO’s (APEL; HIRT, 2004), uma vez que
tais substancias podem promover a inibicdo da atividade e/ou reduzir os niveis de defesas
antioxidantes dos organismos (BRANDAO et al., 2008b).

A defesa dos vegetais se da por meio da atuacdo de mecanismos enzimaticos, ndo
enzimaticos e pela acdo de constituintes quimicos especificos de cada espécie, 0s quais
trabalham em conjunto e em sincronia visando a superacdo da situacdo de estresse abiotico
vivenciado pelo vegetal a fim de que este possa recuperar novamente sua homeostase celular.

No que diz respeito & inativagdo efetiva das ERO’s exercida por mecanismos
enziméticos, sabe-se que as enzimas antioxidantes estdo presentes em diferentes
compartimentos celulares e contribuem para o seu efetivo controle em plantas, o que confere
um estadio de homeostase redox no sistema. Assim sendo, convém salientar a necessidade
crucial de tais enzimas trabalhando em perfeita harmonia, das quais merece destaque as
seguintes: superoxido dismutase (SOD) - considerada a primeira linha de defesa, - catalase
(CAT), ascorbato  peroxidase  (APX), dehidroascorbato  redutase  (DHAR),
monodehidroascorbato redutase (MDHAR), glutationa redutase (GR), glutationa peroxidase
(GPx) (KIM; KWAK, 2010; ALSCHER et al., 2002).

J& 0s mecanismos ndo enzimaticos envolvem componentes como 0 ascorbato

(AsA), o B-caroteno e 0 a-tocoferol, caracterizando o sistema celular de defesa antioxidante



25

das plantas, o qual volta-se para evitar a formacdo de radicais livres, sequestra-los ou
promover sua degradacdo, prevenindo a ocorréncia de danos as células (SERKEDJIEVA,
2011).

Por fim, Cui et al. (2004); Silva et al. (2005) discorrem acerca de determinados
constituintes quimicos com atividade antioxidante os quais podem ser encontrados em
concentracOes elevadas numa variedade de plantas e serem responsaveis também por efeitos
preventivos em varias doengas humanas e vegetais, as quais tém nas ERO’s uma de suas
causas.

Dentre os constituintes quimicos, no que diz respeito aos vegetais, merecem
destaque o papel bioldgico exercido pelos taninos, 0s quais se acredita estarem envolvidos na
defesa quimica dos mesmos ao atuarem como agentes quelantes de radicais livres e ERO’s
(FERNANDEZ et al., 2002), protegerem contra o ataque de herbivoros vertebrados ou
invertebrados e contra microrganismos patogénicos (SIMOES et al., 2004). Porém, vale
salientar que, embora detenham papel de destaque quanto as suas atividades antioxidantes em
vegetais, ndo se pode atribuir somente aos taninos, enquanto metabdlitos secundarios, o papel

exercido no combate as ERO’s em plantas.

2.4 FAMILIA FABACEAE E GENERO Stryphnodendron

A familia Fabaceae também conhecida como Leguminosae, constitui uma das
maiores familias botanicas apresentando ampla distribuicdo geografica. Seu fruto é do tipo
legume, também conhecido como vagem. Estd distribuida em trés subfamilias:
Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae. Compreende aproximadamente 727 géneros
e 19.325 espécies, sendo, assim, considerada a terceira maior familia de Angiospermae,
apontada como de maior riqueza de espécies arboreas nas florestas neotropicais, sendo que as
espécies dessa familia sdo exclusivas de determinados ambientes brasileiros (LEWIS et al.,
2005, WATSON; DALLWITZ, 1992), tornando-se importante destacar que a mesma €
considerada a maior familia no Brasil, com 2.100 espécies e 188 géneros (LIMA, 2000).

Quanto ao uso das espécies pertencentes a familia em questdo, no que diz respeito
as finalidades medicinais, torna-se importante destacar as seguintes: problemas estomacais,
diabetes, leucorréias, menorragia, pneumonias, processos inflamatérios, problemas cardiacos,
dermatoses, dores, constipacédo intestinal e infeccdes (MOREIRA et al., 2002; UPADHYAY
etal., 2010).
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Dentre os géneros que compdem a familia Fabaceae, merece destaque o género
Stryphnodendron, subfamilia Mimosoideae, o qual inclui 21 espécies, conhecidas
popularmente como “barbatimao”, todas nativas de Cerrado brasileiro. Os extratos das cascas
sdo amplamente empregados na medicina popular para a cicatrizacdo de feridas, sendo
atribuidas propriedades antioxidantes (SANTOS et al., 2002).

Dentre os géneros que compdem a familia Fabaceae, merece destaque o género
Stryphnodendron, subfamilia Mimosoideae, o qual inclui 21 espécies e 1 subespécie,
conhecidas popularmente como “barbatimao”, todas nativas de Cerrado brasileiro. Os extratos
das cascas sdao amplamente empregados na medicina popular para a cicatrizagéo de feridas,
sendo atribuidas propriedades antioxidantes (FORZZA; DE JANEIRO, 2010; SANTOS et al.,
2002).

A palavra Stryphnodendron vem do grego e significa Strypnds (duro) e dendron
(arvore), ou simplesmente arvore dura. Ja a expressdo Barbadetimam, de origem indigena -
iba-timo - reporta-se ao significado de arvore que aperta, em alusdo a adstringéncia,
propriedade de contrair os tecidos e 6rgdos do corpo por ela apresentada. As espécies se
destacam pela presenca de compostos do metabolismo secundario como é o caso dos taninos,
0s quais podem ser encontrados em uma concentracdo de 25-30% em extratos advindos da
casca do caule dessas plantas (SILVA, 2007).

Em decorréncia desses altos teores, a planta é também empregada na indudstria do
couro e na fabricacdo de tinta de escrever, o que demonstra a importancia da espécie ndo s
no campo da fitoterapia, abordada a seguir, mas também como fonte de taninos para o
abastecimento de curtumes e fornecimento de matéria corante para industrias de tintas
(RIZZINI; MORS 1976).

Ja Guarim Neto (1987); Lopes et al. (2005); Panizza et al. (1988) ddo énfase as
atividades farmacoldgicas do barbatimdo estarem diretamente relacionadas aos teores de
taninos condensados presentes em seus extratos. Nesse sentido, espécies como
Stryphnodendron polyphyllum Mart., Stryphnodendron obovatum Benth, Stryphnodendron
adstringens Mart. sdo popularmente utilizadas para tratar leucorréia e diarreia, como anti-
inflamatorio e agentes antissepticos e para promover a coagulacdo do sangue, cicatrizacao de
feridas e propriedades anti-ulcerogénicas (AUDI et al., 1999).

Funcdes bioldgicas atribuidas aos extratos ricos em taninos tém sido, portanto, as
de efeito antibacteriano e antifungico, moluscicido, antitumoral e de inibicdo enzimatica.
Supde-se que tais propriedades sejam observadas em decorréncia de trés caracteristicas

basicas desses extratos, quais sejam: complexacdo com ions metalicos, a atividade
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antioxidante e sequestradora de radicais livres e a habilidade de formar complexos com
proteinas e polissacarideos (SANTOS; MELLO, 2007).

Nesse sentido, torna-se evidente a atividade antioxidande desses extratos, sendo,
portanto, importantes alternativas, por exemplo, na agricultura como forma de protecao
ambiental contra metais pesados. A partir dessa perspectiva, o presente estudo busca enfatizar
as agdes da espécie Stryphnodendron rotundifolium Mart. principalmente no que concerne aos

seus efeitos antioxidantes em modelos vegetais.

2.5 Stryphnodendron rotundifolium MART.

Espécie muito conhecida pelas comunidades locais da Chapada do Araripe
(Nordeste do Brasil), Stryphnodendron rotundifolium Mart., popularmente conhecida como
barbatimdo, é uma &rvore decidua, de copa alongada, com 4 a 5 metros (m) de altura,
apresentando tronco cascudo e tortuoso, com frutos do tipo vagens cilindricas, de 6 a 9
centimetros (cm) de comprimento, cuja floragdo ocorre em janeiro (LORENZI; MATOS,
2002). Tém sido muito utilizada em virtude de suas a¢6es antimicrobianas (OLIVEIRA et al.,
2011), propriedades antiulcerosas e anti-inflamatorias (RODRIGUES et al.,, 2008),
adstringéncia e atividade antioxidante (COSTA et al., 2012), além de cicatrizacdo de feridas,
leucorréia e outros problemas ginecoldgicos (LORENZI; MATOS, 2002), proprias de
espécies do género Stryphnodendron.

Um estudo pioneiro de S. rotundifolium realizado no estado do Ceard, investigou
as propriedades antimicrobianas e antiulcerogénicas do extrato etan6lico de sua casca, 0 que
demonstrou efeito gastroprotetor contra danos induzidos por etanol & mucosa gastrica de
camundongos, bem como forte inibicdo do crescimento bacteriano (RODRIGUES et al.,
2008), propriedades estas atribuidas pelos autores a presenca elevada de flavonoides,
alcal6ides e taninos no extrato.

Os flavondides encontrados no S. rotundifolium sdo substancias que
compreendem um dos maiores grupos de metabdlitos, sendo estes de grande interesse em
virtude de suas atividades anticarcinogénica, antiinflamatéria, antioxidante e antimutagénica
(COSTA etal., 2012)

Os alcal6ides sdo bases nitrogenadas de alta toxicidade derivadas de aminoéacidos,
cujo papel desempenhado nos vegetais pode ser atribuido ao bloqueio metabolico de

detoxificacdo, efeito alelopatico e a protecdo que conferem contra fitéfagos, porém alguns
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trabalhos mostram que tais efeitos ndo podem ser atribuidos em todas as situacdes, devendo
cada caso ser analisado separadamente (WALLER; NOWACKI, 1978; SIMOES et al., 2004).

Muito embora alcalbides tenham sido identificados na espécie S. rotundifolium,
esse comportamento ndo se repete em todas as espécies do género, uma vez que estudos
realizados por Macedo et al. (2007) apresentaram resultados negativos na identificacdo de
alcalbides em folhas, caule e casca de S. adstringens.

Ja os taninos sdo substancias fendlicas sollveis em agua com massa molecular
entre 300 e 3000 Dalton, amplamente encontrados em produtos vegetais e em uma variedade
de ervas medicinais, as quais apresentam a habilidade de formar complexos insolliveis em
agua com alcaldides, gelatina e outras proteinas (FONSECA, LIBRANDI, 2008).

Varios relatdrios sobre suas propriedades e acdes relacionadas a protecdo do DNA
o0s designam como promissores agentes citoprotetores (DESPHANDE et al., 1984)

Estudo conduzido por Costa et al. (2012) demonstrou que a composi¢do quimica,
realizada por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), do extrato
hidroetanodlico da casca de S. rotundifolium identificou como principais componentes, o acido
galico (componente majoritario), catequina, rutina e acido caféico, considerados
antioxidantes muito eficazes (RICE-EVANS et al., 1996).

E importante observar que este é o primeiro relatdrio indicando a presenca de alta
guantidade de tais componentes em S. rotundifolium, ressaltando ainda que foi avaliada, por
meio da determinacdo da atividade antioxidante total pela captura do radical livre DPPH, a
poténcia antioxidante do extrato, de acordo com o solvente e porcdo da planta utilizados.
Dessa forma, foi observado que o extrato hidroetandlico da casca do caule obteve maior efeito
antioxidante, seguido do extrato aquoso da casca e, por fim, do extrato aquoso das folhas
(COSTA etal., 2012).

Assim sendo, 0 uso do extrato proveniente das cascas de S. rotundifolium, em
virtude principalmente das propriedades dos taninos, uma vez que o barbatiméo est4 inscrito
na Farmacopéia Brasileira (1929) como sua casca contendo de 20 a 30% de substancias
tanicas (BRANDAO et al., 2008a), pode ser uma alternativa importante vislumbrando a
citoprotecdo vegetal contra os danos causados pela exposicdo celular aos metais pesados,
cujos efeitos deletérios se relacionam especialmente as espécies reativas de oxigénio (ERO’s)

que produzem.
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2.6 EFEITO ALELOPATICO

A alelopatia, de acordo com Ferreira (2004), pode ser definida como a
interferéncia que os metabolitos secundarios produzidos por uma determinada planta
(aleloquimicos) desempenham no crescimento e desenvolvimento de outra planta, efeitos
estes que podem ser tanto negativos quanto positivos.

Os aleloquimicos sdo biomoléculas produzidas por uma planta e lancadas no
meio, seja na fase aquosa do substrato ou através de substancias gasosas volatilizadas no ar
(R1ZV1 et al., 1992), podendo ter acdo indireta ou direta sobre a planta alvo.

Os efeitos indiretos dizem respeito a ocorréncia de alteracdes nas propriedades e
caracteristicas nutricionais do solo e nas populagdes e/ou atividades dos microrganismos que
habitam o solo (FERREIRA; AQUILA, 2000). Ja os efeitos diretos, conforme Rice (1984);
Rizvi et al. (1992); Reigosa et al. (1999), compreendem alteracdes celulares e metabdlicas,
tais como modificacBes no funcionamento de membranas, na absor¢do de agua e nutrientes,
na atividade respiratéria e fotossintética, dentre outras.

Dentre 0s metabdlitos secundarios existentes, os compostos fendlicos sdo
apontados como 0s que detém atividade alelopatica, compreendendo desde os fendis simples
até taninos de estrutura complexa, podendo ser liberados em condi¢Ges naturais, ja que sdo
hidrossoltveis (RICE 1984; FERREIRA; AQUILA 2000).

Porém, vale destacar que, de acordo com Wardle et al. (1992); Haugland,;
Brandsaeter (1996), ndo somente 0s constituintes quimicos das plantas sdo os responsaveis
por seus efeitos inibitérios sobre a germinacdo de sementes, mas também merece destaque o
potencial osmatico do extrato da planta.

Nesse sentido, a alelopatia vem sendo muito estudada visando complementar os
tradicionais métodos de controle de plantas daninhas (GOMIDE, 1993), onde se tem, muitas
vezes apenas como alternativa para tal controle, o uso de herbicidas. Dessa forma, o0s
aleloguimicos podem ser utilizados como ser alternativa para a producdo de herbicidas
ambientalmente desejaveis (SOUZA FILHO; ALVES, 2002).

Tal fato torna-se importante no que diz respeito a sustentabilidade da producéo
agricola, uma vez que consiste em um manejo tecnicamente correto e ambientalmente seguro,
podendo se tornar economicamente vidvel para todos os agricultores, especialmente o0s
pequenos (GAZIRIA; CARVALHO, 2009).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

A coleta de material botanico para preparo da exsicata da espécie
Stryphnodendron rotundifolium Mart. e para obtencdo do seu extrato hidroetandlico - EHSR
usado nos presente trabalho foi realizada por Oliveira (2010), na Fazenda Barreiro Grande,
Crato-Ceara, em area de Cerrado da Chapada do Araripe, sendo sua identificacdo realizada
pelo professor Afranio Fernandes Gomes (Universidade Federal do Ceard, Fortaleza),
conforme citado por Costa et al.(2012).

Figura 2 - Exsicata de Stryphnodendron rotundifolium Mart. depositada junto ao Herbério Caririense Dardano
de Andrade-Lima da Universidade Regional do Cariri - URCA.

Fonte: Cedida por Oliveira (2010)

De acordo com Oliveira (2010), os procedimentos para preparo da exsicata
seguiram as recomendacdes descritas por Di Stasi (1996), sendo a mesma depositada no
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Herbério Caririense Dardano de Andrade-Lima - HCDAL da Universidade Regional do Cariri
- URCA, sob o numero 4661 (Figura 2).

3.2 PREPARA(;AO DO EXTRATO HIDROETANOLICO DE Stryphnodendron
rotundifolium Mart — EHSR

Para preparacdo do EHSR, o material vegetal, no caso as cascas secas de
Stryphnodendron rotundifolium Mart. (3710,5g) foi submetido a extracdo a frio com agua e
etanol a 99,99% na proporc¢do de 1:1 (8,7L de solvente), sendo o solvente etandlico removido
por meio do rotaevaporador (modelo Q-344B-Quimis, Brasil), obtendo-se 627,89 de extrato
bruto apds o processo de liofilizacdo (Figura 3), segundo método proposto por Oliveira
(2010).

A opcédo pelo extrato hidroetanodlico da casca do caule se deu devido a maior
concentracdo de fenois no EHSR (102.7 + 2.8 pg de fenol/mg) quando comparado com suas
folhas (93.8 £ 9.1 ug de fenol/mg da planta) de acordo com dados obtidos por Costa et al.
(2012).

Figura 3 - Fluxograma de obten¢do do Extrato Hidroetandlico de S. rotundifolium - EHSR

. Mistura com solucéo

Cascas secas de S. Lavagem em agua GRSt
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hidroetandlica por um ——>
periodo de 72 h

Liofilizacdo do
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v
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Fonte: Adaptado de Oliveira (2010)
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3.3 TESTE DE ALEOPATIA DO EXTRATO HIDROETANOLICO DE Stryphnodendron
rotundifolium Mart — EHSR SOBRE AS SEMENTES DE Lactuta sativa L

Foram realizados testes-piloto a fim de determinar o efeito alelopatico do extrato
em estudo. Para tanto, fez-se uso da mesma metodologia descrita a seguir, utilizada para
determinacéo do efeito citoprotetor em sementes de alface (Lactuta sativa L.).

As concentragdes do EHSR foram as seguintes: 256 pg/mL; 128 pg/mL, 64
pug/mL e 32 pg/mL. Tais concentragdes utilizadas justificam-se a partir da determinacdo da
Concentracdo Subinibitéria Minima do extrato (CIM/8), sendo, portanto, 256 pg/mL a
concentracdo de partida. A concentragdo 32 pg/mL foi a menor concentracdo utilizada em
virtude do resultado do teste de alelopatia descritos a seguir. Nas sementes utilizadas como

controles utilizou-se agua estéril para proceder a avaliacdo da alelopatia.

3.4 AVALIAC;AO DO EFEITO CITOPROTETOR DO EXTRATO HIDROETANOLICO
DE Stryphnodendron rotundifolium Mart. EM MODELO VEGETAL (Lactuta sativa L.)
CONTRA 0OS METAIS PESADOS CLORETO DE ALUMINIO E CLORETO DE
MERCURIO

Para conduzir o teste, fez-se uso de placas de Petri limpas, secas e estéreis, as
quais foram cobertas com papel aluminio e em seguida com pléastico filme, visando evitar o
contato com o metal. Foram ainda forradas com dois discos de papel filtro, onde se
dispuseram 20 (vinte) sementes de alface da espécie Lactuta sativa L. Em cada placa foram
adicionados 3 mL da solugdo correspondente, sendo as placas devidamente identificadas e
preparadas em triplicata. Apds a adicdo da solucdo, as placas permaneceram envolvidas em
plastico filme (SOBRAL-SOUZA et al., 2014).

Quanto as concentracdes utilizadas, a partir da realizagdo Teste de Alelopatia
(vislumbrando a determinacdo que permite a germinacdo das sementes de alface), a
concentracdo do extrato utilizada foi de 32ug/mL; as do Cloreto de Aluminio foram 20mM,;
10mM; 5mM; 2,5mM e 1,25mM e as do Cloreto de Mercdrio, 1,25mM; 0,5mM; 0,1mM e
0,0omM. A placa controle foi umedecida com 3 mL de &gua destilada estéril. Os
experimentos foram conduzidos em camara de germinagao do tipo BOD (Biochemical Oxigen
Demand) a temperatura de aproximadamente 25°C + 2°C e fotoperiodo de 12 horas por sete
dias. Os tratamentos foram dispostos em delineamento experimental inteiramente casualizado

(DIC), com trés repeticdes de 20 sementes por placa.
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Os parametros analisados ao final dos sete dias foram: contagem do numero de
sementes germinadas, calculo do indice de velocidade de germinacdo (IVG), biometria do
cauliculo e da radicula, ocorréncia de necrose radicular e anormalidades das plantulas,
seguindo o Manual de Regras para Anélise de Sementes (BRASIL, 2009).

Foram consideradas germinadas as sementes cujas radiculas atingiram 1 mm de
comprimento ou mais. O indice de velocidade de germinacdo (IVG) foi avaliado a cada 24
horas, sendo determinado através do somatério da razdo entre o numero de sementes
germinadas no dia (ni) e o numero de dias (i) (FERNANDES et al., 2007, modificado por
SOBRAL-SOUZA et al., 2014).

Os testes foram feitos em triplicata e expressos como média aritmética.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica foi aplicada a Two-way ANOVA seguida do teste de

Bonferroni. Diferencas em p< 0,05 foram consideradas como estatisticamente significativas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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RESUMO

Os metais pesados, elementos quimicos considerados toxicos em determinadas concentracdes,
podem ser considerados ameagcas potenciais para plantas, animais e recursos biolégicos de um
determinado ecossistema. Dentre eles, o mercdrio e o aluminio, quando envolvidos em
processos de bioacumulacdo, podendo ocasionar danos em varios sistemas organicos tanto de
animais quanto de plantas. Em vegetais, 0os metais pesados produzem espécies reativas de
oxigénio (EROs), as quais estdo envolvidas na ocorréncia de ma-formacdes e deficits no
crescimento de radiculas e plimulas de diversas espécies de plantas, fato que justifica o
estudo de agentes antioxidades naturais que possam vir a reverter ou amenizar os efeitos
deletérios causados por tais compostos. Nesse sentido, o presente estudo objetiva avaliar o
efeito citoprotetor do Extrato Hidroetandlico de Stryphnodendron rotundifolium Mart.,
espécie popularmente conhecida como "barbatimao”, contra os metais pesados mercurio e
aluminio em modelo vegetal, em virtude de seu conhecido potencial antioxidante. Para tanto,
realizou-se o Teste de Citoprotecdo em sementes de alface (germinacéo), a fim de averiguar o
potencial do referido extrato quanto a protecdo das radiculas e cauliculas desta. Observou-se
gue o extrato ndo apresentou efeito alelopatico sobre as sementes de alface na concentracdo
de 32 pg/ml e, em combinacdo com o HgCl, e AICls3, possibilitou um maior crescimento nas
radiculas e nos cauliculos da Lactuta sativa L., se comportando, portanto, como uma
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alternativa para solucionar o problema com a contaminacdo do solo por metais pesados,
evidenciando, dessa forma, seu promissor potencial citoprotetor em espécies vegetais.

Palavras — chave: Metais pesados; citoprotecdo; germinacao

ABSTRACT

Heavy metals, chemical elements considered toxic at certain concentrations, can be
considered potential threats to plants, animals and biological resources of a particular
ecosystem. Among them, mercury and aluminum, when involved in bioaccumulation
processes can cause damage to various organ systems of both animals and plants. In
vegetables, heavy metals produce reactive oxygen species (ROS), which are involved in the
occurrence of malformations and deficits in the growth of roodets and plumule of several
species of plants, which justifies the study of natural antioxidants agents that may come to
reverse or ameliorate the deleterious effects caused by these compounds. In this sense, this
study aims to evaluate the cytoprotective effect of hydroethanolic extract of Stryphnodendron
rotundifolium Mart., species popularly known as "barbatimdo" against the heavy metals
mercury and aluminum in vegetable model, because of its known antioxidant potential. To
this end, there was the Cytoprotection test in lettuce seeds (germination) in order to ascertain
the potential of the said extract on the protection of roots and stem this. It was observed that
the extract showed no allelopathic effect on lettuce seeds at a concentration of 32 pg/mL and
in combination with HgCl, and AICls, it enabled a higher growth in the roodets and stem
Lactuta sativa L., behaving, therefore, as an alternative to solve the problem with soil
contamination by heavy metals, showing thus its promising potential cytoprotective in plant
species.

Keywords: heavy metals; cytoprotection; germination.

INTRODUCAO

Os metais pesados, elementos quimicos naturalmente encontrados em pequenas
concentracfes na atmosfera, nos solos, nas aguas e no conjunto de seres vivos de uma regiao
(DEMIRAK et al., 2006; LACERDA; MIGUENS, 2011), sdo frequentemente detectados em
concentragBes consideradas toxicas em varios tipos de efluentes resultantes da atividade
humana, incluindo os de origem industrial, urbana e agropecuéria, sendo que, mesmo sob
condicgdes de baixo desenvolvimento industrial, podem ser considerados ameacas potenciais
para plantas, animais e recursos bioldgicos de um determinado ecossistema (LACERDA,;
MIGUENS, 2011).

Dentre os metais pesados presentes na superficie terrestre, considerados perigosos
poluentes ambientais, destacam-se o mercurio e o aluminio, os quais, de acordo com Tin6co

et al. (2010), podem ser depositados no solo e em ambientes aquaticos, de tal modo que no
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solo ficardo retidos por mais tempo, o que resultara em seu acimulo, podendo acarretar ainda
seu langcamento nas aguas, através do escoamento superficial e erosao.

O mercurio esta associado a diversos tipos de lesdes em seres humanos em virtude
de sua elevada toxicidade. Quando inalado, é extremamente destrutivo para os tecidos das
membranas mucosas e do trato respiratério superior. Se absorvido através da pele, pode
causar queimaduras e, caso seja ingerido, pode ser fatal, atingindo principalmente rins, nervos
e trato gastrointestinal (MERCK MILLIPORE, 2012). No que diz respeito a contaminacéo
ambiental, o cloreto de mercdrio, principal representante de compostos de mercurio
(PATRICK, 2002), é considerado muito toxico para os organismos, podendo causar efeitos
negativos em longo prazo, em virtude de sua elevada bioacumulacdo (MERCK MILLIPORE,
2012).

Ja o aluminio, no que diz respeito a toxicidade causada em plantas em virtude de
sua acumulacéo, Veloso et al. (2000) destacam ser esta muito frequente em solos brasileiros e,
na maioria das vezes, estd associada aos solos lixiviados, com baixa fertilidade e de elevada
acidez, cujo efeito nocivo limita o crescimento da maioria dessas plantas. “Das espécies de
aluminio, a forma AI** é comprovadamente téxica e o sintoma inicial, e mais nocivo de sua
toxicidade, é a inibi¢do do crescimento da raiz” (ECHART; CAVALLI-MOLINA, 2001).

Fato comum observado em solos com elevados niveis de Hg e Al diz respeito a
reducdo da taxa de crescimento radicular de plantas sensiveis, afetando o alongamento e a
divisdo celular. Tal restricdo diminui a capacidade da planta em obter agua e nutrientes do
subsolo, devido ao enraizamento superficial, fazendo com que a planta torne-se, portanto,
menos produtiva e mais susceptivel a seca (FERREIRA; MOREIRA; RASSINI, 2006).

Segundo Benassi (2004), os metais pesados possuem a capacidade de produzir
espécies reativas de oxigénio (EROs) e, quando essas espécies sdo formadas
intracelularmente, elas podem induzir a peroxidacdo lipidica, dano ao DNA, deplecdo de
grupamentos tidis, alteracdo das vias de transducédo de sinais e a homeostase do célcio.

Essas EROs estdo envolvidas na ocorréncia de ma-formagdes e déficits no
crescimento de radiculas e plimulas de diversas espécies de plantas, fato que justifica o
estudo de agentes antioxidades naturais que possam vir a reverter ou amenizar os efeitos
deletérios causados por tais compostos. Soma-se a isso a existéncia de lacunas no
conhecimento quanto a concentracdo que 0s metais pesados devem atingir para serem
considerados como toxicos quando presentes em espécies vegetais.

Dentre as classes de metabdlitos secundarios com propriedades antioxidantes

estdo os taninos, cuja atividade antioxidante deve-se principalmente as suas propriedades
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redutoras e sua estrutura quimica. Estas caracteristicas desempenham um papel muito
importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e quelacdo de metais de transicéao,
agindo tanto na etapa de iniciacdo como na propagacdo do processo oxidativo (HASLAM,
1996; SOARES, 2002; SHETTY et al., 2005).

O género Stryphnodendron, membro da familia Fabaceae, contém 21 (vinte e
uma) espécies e 01 (uma) subespécie, distribuidas em todas as regides brasileiras (FORZZA,
DE JANEIRO, 2010) e, em virtude da casca do caule de véarias espécies de Stryphnodendron
conter uma grande quantidade de taninos (SOUZA et al., 2013), é bastante utilizada devido as
suas propriedades antioxidante e antimicrobiana, além de acdo antiinflamatoria
(ZUANNAZZI; MONTANA, 2004).

A espécie Stryphnodendron rotundifolium Mart., popularmente conhecida como
"barbatimdo”, tipica da Chapada do Araripe, localizada na Regido do Cariri, Nordeste do
Ceard — Brasil, é rica em taninos, e tem suas propriedades bioldgicas atribuidas a trés
caracteristicas basicas: a complexacdo com ions metélicos, a atividade antioxidante e
sequestradora de radicais livres e a habilidade de formar complexos com proteinas e
polissacarideos (SANTOS; MELLO, 2007).

A capacidade dos taninos em complexar com ions metalicos dando origem a
estruturas queladas (LAKS, 1991) é eficaz na protecdo das plantas contra ataques de insetos e
ainda confere as espécies que os contém em consideravel concentracdo, acdo bactericida e
fungicida.

Nesse sentido, o presente estudo se propfe a avaliar o efeito citoprotetor do
extrato hidroetandlico de S. rotundifolium contra os metais pesados mercurio e aluminio em
modelo vegetal, em virtude de seu conhecido potencial antioxidante, utilizando-se, para tanto,
sementes de Lactuta sativa L. (alface), a fim de averiguar o potencial do referido extrato
guanto a protecdo das radiculas e cauliculas da alface, vislumbrando uma alternativa para o

problema da contaminagdo vegetal por metais pesados presentes no solo.

MATERIAIS E METODOS

Material vegetal

A coleta de material para preparo da exsicata da espécie Stryphnodendron
rotundifolium Mart. e para obtencdo do seu Extrato Hidroetanolico - EHSR foi realizada, de
acordo com Oliveira (2010) na Fazenda Barreiro Grande, Crato-Ceara, em area de Cerrado da

Chapada do Araripe. Os procedimentos para preparo da exsicata seguiram as recomendag6es
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descritas por Di Stasi (1996), sendo a mesma depositada no Herbério Caririense Dardano de
Andrade-Lima - HCDAL da Universidade Regional do Cariri - URCA, sob 0 nimero 4661.

Preparacdo do Extrato Hidroetandlico das cascas de Stryphnodendron rotundifolium
Mart - EHSR

O material vegetal, composto por cascas secas de Stryphnodendron rotundifolium
Mart. (3710,59) foi submetido a extracdo a frio com agua e etanol a 99,99% na proporc¢édo de
1:1 (8,7L de solvente), sendo o solvente etandlico removido por meio do rotaevaporador
(modelo Q-344B-Quimis, Brasil), obtendo-se 627,89 de extrato bruto apés o processo de
liofilizagdo (OLIVEIRA, 2010).

A coleta do extrato a partir das cascas de Stryphnodendron rotundifolium Mart. e
a opcdo pelo extrato hidroetandlico se deram devido a maior concentracao de fenois no EHSR
(102.7 £ 2.8) quando comparado com ao suas folhas (93.8 = 9.1 ug de fenol/mg da planta)
(COSTA et al., 2012).

Teste de citoprotecdo em sementes de alface (germinacgéo)

Para conduzir o teste, fez-se uso de placas de Petri limpas, secas e estéreis, as
quais foram cobertas com papel aluminio e em seguida com papel filme, visando evitar o
contato com o metal. Foram ainda forradas com dois discos de papel filtro, onde se
dispuseram 20 (vinte) sementes de alface da espécie Lactuta sativa L.

Em cada placa foram adicionados 3 mL da solugdo correspondente, sendo as
placas devidamente identificadas e em preparadas em triplicata. Apés a adi¢do da solugdo, as
placas permaneceram envolvidas em plastico filme.

Quanto as concentrac@es utilizadas, a partir do Teste de Alelopatia (vislumbrando
a determinacdo que permite a germinacdo das sementes de alface), a concentracdo do extrato
utilizada foi de 32ug/mL; as do Cloreto de Aluminio foram 20mM; 10mM; 5mM; 2,5mM e
1,25mM e as do Cloreto de Mercurio, 1,25mM; 0,5mM; 0,1mM e 0,05mM. A placa controle
foi umedecida com 3 mL de &gua destilada estéril. Os experimentos foram conduzidos em
camara de germinacdo do tipo BOD (Biochemical Oxigen Demand) a temperatura de
aproximadamente 25°C + 2°C e fotoperiodo de 12 horas por sete dias. Os tratamentos foram
dispostos em delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC), com trés repeticoes
de 20 sementes por placa.

Os parametros analisados ao final dos sete dias foram: contagem do nimero de

sementes germinadas, calculo do indice de velocidade de germinacdo (IVG), biometria do
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cauliculo e da radicula, ocorréncia de necrose radicular e anormalidades das plantulas,
seguindo o Manual de Regras para Anélise de Sementes (BRASIL, 2009).

Foram consideradas germinadas as sementes cujas radiculas atingiram 1 mm de
comprimento ou mais. O indice de velocidade de germinacdo (IVG) foi avaliado a cada 24
horas, sendo determinado através do somatorio da raz&o entre o nimero de sementes
germinadas no dia (ni) e o nimero de dias (i) (FERNANDES et al., 2007, modificado por
SOBRAL-SOUZA et al., 2014). Os testes foram feitos em triplicata e expressos como média.

Para andlise estatistica foi aplicada a Two-way ANOVA seguida do teste de
Bonferroni. Diferencas em p< 0,05 foram consideradas como estatisticamente significativas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Determinacdo da concentracéo do EHSR

Os testes-piloto de alelopatia, definida como efeito inibitério ou benéfico, direto
ou indireto, que uma planta exerce sobre outra, por meio da producdo de compostos quimicos
liberados no ambiente (GRESSEL; HOLM, 1964), permitiram observar que o efeito
alelopatico de Stryphnodendron rotundifolium supostamente diminuiu quanto utilizado na
concentragéo de 32 pg/mL.

Tal fato pode ser observado na tabela 1 na qual se faz um comparativo do
percentual de germinacdo das sementes de alface nas concentracGes de 256 pg/mL, 128

pug/mL, 64 pg/mL e 32 pg/mL.

Tabela 1- % de germinacdo de sementes de Lactuta sativa L. em diferentes concentra¢des do EHSR.

Concentracgoes (pg/mL) % de Germinacéao
256 0
128 5
64 79
32 78,3

Fonte: Autora (2015)
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Dessa forma, justifica-se a adog¢do da concentracdo do extrato de 32 pg/mL para a
realizacdo deste estudo, ja que esta representa a menor concentracdao na qual se tem impede a

germinacao das sementes de Lactuta sativa L.
Avaliagéo do Efeito Alelopatico do EHSR

A figura 4 demostra o efeito alelopatico do extrato, na qual as sementes de alface
foram submetidas a dois tratamentos: um utilizando apenas agua estéril e outro o EHSR na

concentragdo de 32 pg/mL.

Figura 4 - Crescimento de radiculas e cauliculos de Lactuta sativa L. com uso de agua e de EHSR 32 pg/mL.

*** valores estatisticamente significantes com p<0,0001.
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Verifica-se que o crescimento das radiculas e dos cauliculos tratados com o
extrato foi semelhante aquele cujas sementes foram tratadas apenas com agua. Tal fato pode
ser justificado devido a menor concentracdo de flavonoides e a uma presenca elevada de
taninos na composicdo fitoquimica (cerca de 20 a 30%) do extrato hidroetandlico de S.
rotundifolium (COSTA et al., 2012).

Em virtude da inexisténcia de estudos envolvendo espécies do género S.
rotundifolium para fins de ratificacdo ou ndo de dados, buscou-se outras pesquisas que
destacassem a tematica em questdo, mesmo que usando espécies de familias distintas da
estudada.

Nesse sentido, em um estudo realizado por Leite (2014) percebe-se a ocorréncia

de alelopatia com uso do extrato de Psidium myrsinites em sementes de alface, mas isso em
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decorréncia da presenga majoritaria de flavondides, os quais podem ser 0s responsaveis,
conforme Einhellig (1986) e Medeiros (1990), pelos efeitos alelopaticos observados em
plantas.

Nos testes-piloto, nos quais o extrato foi utilizado em maiores concentragcdes (256
pg/mL, 128 pg/mL, 64 pg/mL) a alelopatia foi observada, ja que nessas concentragoes,
acredita-se que os flavondides se apresentem em maior proporcdo, fazendo com que o efeito

alelopatico seja, por conseguinte, percebido.

Teste para efeito citoprotetor em sementes de alface contra Hg

Figura 5 - Crescimento de radiculas e cauliculos de Lactuta sativa L. em dois tratamentos: um constando de
HgCl, nas concentracbes de 0,05 mM; 0,1 mM; 0,5 mM e 1,25 mM e outro com as mesmas concentracdes de
HgCl, acrescidos de EHSR na concentracdo de 32 pg/mL. *** valores estatisticamente significantes com
p<0,0001.
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A figura 5 mostra o resultado das sementes submetidas a dois tratamentos: um
com uso apenas de HgCl, em 04 (quatro) concentracGes distintas e outro com HgCl, (nas
mesmas concentracGes do primeiro tratamento) acrescido do EHSR na concentracdo de 32
pg/mL.

Observa-se que, diante do aumento das concentragdes do HgCl,, percebe-se uma

diminuicdo progressiva no comprimento tanto das radiculas como dos cauliculos. Um declinio
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maior nesse comprimento é percebido quando se atinge a concentragdo de 0,5 mM e
permanece semelhante na maior concentracao, ou seja, 1,25 mM.

Fernandes (2006) destaca que altas concentracGes de metais pesados podem
causar danos em tecidos de plantas através de um mecanismo denominado estresse oxidativo,
0 qual pode ser provocado pela estimulacéo da producéo de radicais livres.

Entretanto, quando as sementes tratadas com HgCl, séo submetidas ao efeito do
EHSR, percebe-se que, ao final do experimento, muito embora tenha havido um declinio
significativo no comprimento das radiculas e dos cauliculos, de maneira proporcional ao
aumento da concentracdo do metal pesado, a forma como esse crescimento se da, em cada
concentracdo de forma individualizada, € bem mais pronunciado na presenca do extrato.

Além disso, elas permaneceram com comprimento maior ao final do teste, mesmo
na concentracdo de 1,25mM. Um resultado estatisticamente significante €, portanto,
observado quando se utiliza o0 HgCl, na presenga do EHSR.

“O extrato, além de oferecer um maior crescimento, tornou possivel a germinagao
das sementes na concentragdo mais elevada de metal (1,25mM) utilizada nos tratamentos”
(LEITE, 2014).

O potencial antioxidante do extrato esta associado ao seu conteudo de polifendis
e ndo a sua capacidade de quelacdo de ions ferro, pois Costa et al. (2012) destacam, em seu
estudo, que a inibicdo da peroxidagdo lipidica induzida por Fe?* exibiu fraca atividade
quelante no extrato em quest&o.

Logo, a atividade antioxidante € atribuida aos antioxidantes fenolicos, os quais

atuam como sequestrantes de radicais livres (XING; WHITE, 1996).

Teste para efeito citoprotetor em sementes de alface contra Al

Geralmente, o efeito toxico do Al é notado em raizes de plantas antes que
qualquer sintoma possa ser evidente na parte aérea (VELOSO et al., 2000).

O excesso de aluminio inibe o crescimento normal de raizes, tornando-as
engrossadas, com coloracdo marrom ou amareladas, menos ramificadas ou com ramificacGes
secundarias, quebradicas e ocasionalmente com manchas necréticas (FOY, 1992; MIGUEL et
al., 2010).

Diminui ainda a absorcdo de nutrientes, o que é desfavordvel para o
desenvolvimento de plantas sensiveis a esse elemento (ECHART; CAVALLI-MOLINA,
2001). Essas anomalias podem ser explicadas por problemas relacionados ao alongamento e
divisdo celular (MIGUEL et al., 2010).
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Além disso, altas concentragdes deste metal pesado interferem no metabolismo do
nitrogénio, elemento importante na sintese de aminoacidos (CAMARGO; ALMEIDA, 1983,
SPHEAR; SOUZA, 2004).

Muito embora se fale em altas concentragdes do metal, este ja demonstra seus
efeitos nocivos em concentragdes inferiores. Tal fato pode ser observado nos estudos
realizados por Barcel6 et al. (1996) em plantas de milho expostas por 24h a 50uM de Al e nos
de Santos et al. (2011) com uso de concentragdes de 0, 50, 100 ou 200 uM de Al em espécies
do género Lotus, nos quais foi observado o efeito nocivo do metal no crescimento das
radiculas e cauliculos das espécies estudadas.

No presente estudo, inicialmente o AICl; foi utilizado nas mesmas concentragdes
do HgCl, ou seja, 0,05mM; 0,1mM; 0,5 mM e 1,25 mM. Porém, o efeito do extrato de
Stryphnodendron rotundifolium Mart. na reversdo dos efeitos nocivos do metal néo
apresentou significancia, fato que justifica a adogdo de maiores concentragdes, quais sejam:
1,25mM; 2,5mM; 5,0mM; 10,0mM e 20,0mM.

Nessas concentracdes, consideradas extremamente elevadas quando comparadas a
estudos realizados com o metal, foi possivel observar o efeito citoprotetor do EHSR.

A figura 6 demonstra o crescimento das radiculas e cauliculos de sementes de
alface quando tratadas com apenas de AICI; em 05 (cinco) concentragOes distintas e tratadas
com AIClI3 (nas mesmas concentrag6es do primeiro tratamento) acrescentando-se o EHSR na

concentracdo de 32 pg/mL.
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Figura 6 - Crescimento de radiculas e cauliculos de Lactuta sativa L. em dois tratamentos: um constando de
AIClI; nas concentrages de 1,25mM; 2,5mM; 5,0mM; 10,0mM e 20,0mM e outro com as mesmas concentragoes
de AICI; acrescidos de EHSR na concentracdo de 32 pg/mL.

*** yvalores estatisticamente significantes com p<0,0001.
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Apesar de ser observado um declinio no crescimento das plantulas em todas as
concentracOes utilizadas, tanto com o metal utilizado isoladamente como quando em
associacdo ao extrato, constata-se que as sementes submetidas aos efeitos citoprotetores do
extrato cresceram em maior propor¢do e os efeitos nocivos nas raizes sofreram deplegdo no
que diz respeito ao aspecto morfoldgico destas.

O maior incremento no crescimento das plantulas se deu na concentracdo de
5,0mM, embora em todas tenha havido um resultado estatisticamente significante quanto ao
desenvolvimento das radiculas e dos cauliculos.

Vale ressaltar que, o incremento do sistema radicular foi mais elevado nas
maiores concentragdes de aluminio, o que contraria a tendéncia geral nos estudos envolvendo
tolerancia ao aluminio (MIGUEL et al., 2010).

Além disso, as raizes estudadas apresentavam-se amareladas, grossas, quebradicas
e pouco volumosas, porém em menor intensidade quando tratadas com o EHSR.

As anomalias provocadas pelo metal acarretam um menor crescimento das raizes,
0 que é explicado por problemas de alongamento e divisdo celular. Sendo assim, além de
impedir o crescimento do sistema radicular (DANTAS et al., 2001) as raizes, quando se
desenvolvem, se mostram curtas e grossas (MASSOT et al., 1992 e BALIGAR et al., 1993).
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A justificativa para o uso de concentragcdes muito elevadas do AICl3, a fim de que
o efeito citoprotetor do extrato pudesse ser observado, diz respeito ao fato da alta
variabilidade para a tolerancia ao aluminio. Delhaize et al. (1995); Ma et al. (2001);
Ermolayev et al. (2003) corroboram que algumas espécies de plantas desenvolveram
mecanismos de sobrevivéncia ao estresse provocado por este metal. “Essas estratégias de
tolerancia podem envolver exclusdo do aluminio radicular e/ou neutralizacdo do aluminio
toxico dentro da célula” (SAMAC; TESFAYE, 2003). Isso pode ser verificado com o uso de

sementes de alface no estudo em questao.

CONSIDERACOES FINAIS

Os metais pesados, em quantidades acima dos niveis aceitaveis para a
sobrevivéncia das espécies vegetais, sd0 um dos principais responsaveis pela baixa
performance de plantas e de anomalias detectadas em suas raizes, muito embora a tolerancia
destas, quanto as concentracbes dos metais encontrados nos solos, possa variar bastante
conforme a espécie em estudo.

Alternativas que visem reverter ou minimizar os efeitos toxicos de metais
pesados, como o mercurio e o aluminio, fazem-se necessarias como formas de proteger as
espécies vegetais dos ataques danosos destes metais.

Nesse sentido, o estudo do efeito citoprotetor de determinadas plantas se mostra
relevante nesse aspecto, o que pode ser observado com o uso do extrato hidroetanolico das
cascas de Stryphnodendron rotundifolium Mart. em sementes de alface submetidas a
tratamentos com os citados metais e destes quando em associa¢do com o referido extrato.

De acordo com os resultados, percebeu-se que 0 extrato ndo apresentou efeito
alelopatico sobre as sementes de alface quando utilizado na concentracdo de 32 pg/ml e, em
combinacdo com o HgCl, e AICI3, possibilitou um maior crescimento nas radiculas e nos
cauliculos da Lactuta sativa L., se comportando, portanto, como uma alternativa para
solucionar o problema com a contaminagdo do solo por metais pesados, evidenciando, dessa

forma, seu promissor potencial citoprotetor em espécies vegetais.

REFERENCIAS

BALIGAR, V. C.; SCHAFFERT, R. E.; SANTOS, H. L.; PITTA, G. V. E.; BAHIA FILHO,
A. F. C. Soil aluminium effects on uptake, influx, and transport of nutrients in sorghum
genotypes. Plant and Soil, Dordrecht, v. 150, p. 271-277, 1993.



46

BARCELO, J., POSCHENRIEDER, Ch; VAZQUEZ, M.D., et al. Aluminum phytotoxicity.
Fertilizer Research, The Hague, v.43, p.217-223, 1996.

BENASSI, J. C. O uso de bioindicadores e biomarcadores na avaliacdo do processo de
remediacdo de efluente de lixiviagdo de carvao mineral utilizando microesferas de quitosana.
106 f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia). Universidade Federal de Santa Catarina,
Floriandpolis. 2004.

BRASIL, 2009. Ministério da Agricultura, Departamento de Producdo Vegetal. Divisdo de
Sementes e Mudas. Regras para analise de sementes. LANARV/SNAD/MA, Brasilia, p. 188.

CAMARGO, C.E.O.; ALMEIDA, O.B. Tolerancia de cultivares de arroz a diferentes niveis
de aluminio em solugéo nutritiva. Bragantia, Campinas, v. 42, n. 17, p. 191-201, 1983.

COSTA, J.G.M.; LEITE, G.0.; DUBOIS, AF.; SEEGER, R.L.; BOLIGON, AA;
ATHAYDE, M.L.; CAMPOS, A.R.; ROCHA, J.B.T. Antioxidant Effect of Stryphnodendron
rotundifolium Martius Extracts from Cariri-Ceara State (Brazil): Potential Involvement in Its
Therapeutic Use. Molecules,,17, 934-950. 2012

DANTAS, A.C.M.; FORTES, G.R.L.; SILVA, JB.; NEZI, A.N.; RODRIGUES, A.C.
Toleréncia ao aluminio em porta-enxertos somaclonais de macieira cultivados em solucéo
nutritiva. Pesg. agropec. bras., Brasilia, v. 36, n. 4, p. 615-623, abr. 2001.

DELHAIZE, E.; RYAN, P.R. Aluminum toxicity and tolerance in plants. Plant Physiology,
v.107, n.2, p.315-321, 1995.

DEMIRAK, A.; YILMAZ, F.; TUNA, A.L.;0ZDEMIR, N. Heavy metals in water, sediment
and tissues of Leuciscus cephalus from a stream in southwestern Turkey.Chemos 63(9): 1451-
1458. 2006.

DI STASI, L.C. Plantas medicinais: arte e ciéncia. Um guia de estudo interdisciplinar. Sdo
Paulo: Editora da Universidade Estadual Paulista, 1996.

ECHART, C. L.; CAVALLI-MOLINA, S. Fitotoxicidade do aluminio: efeitos, mecanismo de
tolerancia e seu controle genético. Revista Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 31, n. 3, p. 531-541,
2001.

EINHELLIG, F. A. Mechanisms and modes of action of allelochemicals. In: PUTNAM, AR.;
TANG, Chung-Shih. The science of allelopathy.Toronto: John Wiley & Sons, p. 171-187.
1986.

ERMOLAYEYV, V.; WESCHKE, W.; MANTEUFFEL, R. Comparison of Al-induced gene
expression in sensitive and tolerant soybean cultivars. Journal of Experimental Botany, v.54,
n.393, p.2745-2756, 2003.

FERNANDES, L.A.V.; MIRANDA, D.L.C.; SANQUETTA, C.R. “Potencial alelopatico de
Merostachys multiramea Hackel sobre a germinacdo de Araucaria angustifolia (Bert.)
Kuntze”. Revista Academica de Curitiba, 5, 139-146, 2007.

FERNANDES, M.S. Nutricdo Mineral de Plantas. SBCS, Vigosa. 2006.



47

FERREIRA, R.P.; MOREIRA, A.; RASSINI, J.B. Toxidez de aluminio em culturas anuais--
Sdo Carlos: Embrapa Pecuaria Sudeste, 35 p. ; 21 cm.— (Embrapa Pecuéria Sudeste.
Documentos, 63). , 2006.

FORZZA, R.C., DE JANEIRO, J.B.d.R., 2010. Catalogo de plantas e fungos do Brasil.
Jardim Boténico do Rio de Janeiro.

FOY, C.D. Soil chemical factors limiting plant root growth In: HATFIELD, J.L.; STEWART,
B.A. Limitations to plant root growth. New York: Springer-Verlag, p.97-149. 1992.

GRESSEL, J. B.; HOLM, L. G. Chemical inhibibition of cropgermination by weed seed and
the nature of the inhibition by Abutilon theophrasti. Weed Res., v. 4, p. 44-53, 1964.

HASLAM, E. Natural Polyphenols (Vegetable Tannins) as Drugs: Possible Modes of Action.
Journal Natural Products, v.59, n. 2, pp 205-215, 1996.

LACERDA, L.D.de; MIGUENS, F.C. A Ressurei¢cdo do Metal: Contaminagdo em sedimentos
de estuérios e deltas. Ciéncias Hoje, v. 48, 38-41p. 2011.

LAKS, P.E., Chemistry of bark. Wood and Cellulosic Chemistry, Hon, D.N.S., Shiraishi, N.,
eds. Cap. 7, Marcel Dekker Inc., New York, pp. 257-330, 1991.

LEITE, N.F. Atividade citoprotetora de extratos hidroalcoolicos de Psidum sobraleanum
Proenca Landrum e Psidium mysinites DC. contra danos toxicos causados pelo mercdrio.
[Dissertacao]. Crato (CE): Universidade Regional do Cariri — URCA; 2014.

MA, J.F.; RYAN, P.R.; DELHAIZE, E. Aluminium tolerance in plants and the complexing
role of organic acids. Trends in Plant Science, v.6, p.273-278, 2001.

MASSOT, N.; POSCHENRIEDER, C.: BARCELO, J. Differential response of three bean
(Phaseolus vulgaris L.) cultivars to aluminum. Acta Botanica Neerlandica, Stuttgart, v. 41,
p. 293-298, 1992.

MEDEIROS, A R.M. Alelopatia. Horti Sul, v. 1, n. 3, p. 27-32. 1990.

MERCK MILLIPORE KGaA, Darmstadt, Alemanha. Cloreto de Mercdrio. 2012. Disponivel
em: <http://www.merckmillipore.com/brazil/cloreto-de-mercurioi/ MDA _CHEM-
104425/p_9Yyb.s1LIXIQAAAEWC.EfVhTI>. Acesso em 02 fevereiro 2014.

MIGUEL, P.S.B.; GOMES, F.T.; ROCHA, W.S.D.; MARTINS, C.E.; CARVALHO, C.A;
OLIVEIRA, A.V. Efeitos toxicos do aluminio no crescimento das plantas: mecanismos de
tolerancia, sintomas, efeitos fisioldgicos, bioquimicos e controles genéticos. CES Revista, V.
24, Juiz de Fora, 2010.

OLIVEIRA, D.R. Contribuicdo ao estudo da bioprospeccdo farmacoldgica de plantas
medicinais do Nordeste brasileiro: Barbatimdo (Stryphnodendron rotundifolium Mart.).
[Dissertacdo]. Crato (CE): Universidade Regional do Cariri — URCA; 2010.

PATRICK, L., 2002. Mercury toxicity and antioxidants: Part I: Role of glutathione ad alpha-
lipoc acid in the treatment of mercury toxicity. Altern Med Rev. 7, 456-471.



48

SAMAC, D.A.; TESFAYE, M. Plant improvement for tolerance to aluminum in acid soils — a
review. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, v.75, p.189-207, 2003.

SANTOS, AM.; DALL’AGNOL, M.; JANKE, A.; BISSANI, C.A.; SANTOS, L.C.; LEAO,
M.L. Caracterizacdo de espécies diploides de Lotus em resposta a toxidez por Aluminio. R.
Bras. Zootec., v.40, n.5, p.978-984, 2011.

SANTOS, S. C.; MELLO, J.C.P. Taninos. In: SIMOES, C.M.O. (Org.) Farmacognosia: da
planta ao medicamento. 6.ed. Porto Alegre: Editora da UFRGS, cap. 24, p. 615-656, 2007.

SHETTY, K.; CHUN, S.; VATTEM, D. A,; LIN, Y. Phenolic antioxidants from clonal
oregano (Origanum vulgare) with antimicrobial activity against Helicobacter pylori. Process
Biochemistry, v. 40, p. 809-816, 2005.

SOARES, S.E. Acidos fendlicos como antioxidantes. Revista de Nutricdo, v.15, n.1, pp.71-
81, 2002.

SOBRAL-SOUZA, C.E.; LEITE, N.F.; CUNHA, F.A.B.; PINHO, A.l.; ALBUQUERQUE,
R. S.; CARNEIRO, J. N.; MENEZES, I.R.; COSTA, J.G.M.; FRANCO, J. L.; COUTINHO,
H.D.M. Cytoprotective effect against mercury chloride and bioinsecticidal activity of
Eugenia jambolana Lam.. Arabian Journal Chemistry, v. 7, p. 165-170, 2014.

SOUZA, N., GOMES, M., MACIEL, R., SILVA, R., TRESCHER, T., GORZA, F., PEDRO,
G., CORREA, K., SOUZA, M., SILVA, J. Evaluation of the antimicrobial activity of
Stryphnodendron barbatiman against Citrobacter freundii. Materials Sciences and
Applications 12, 780-785. 2013.

SPHEAR, C. R.; SOUZA, L. A. C. Tempo de exposicdo e fonte de calcio na sele¢do de soja
tolerante ao aluminio em hidroponia. Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento. Embrapa,
2004, 16p.

TINOCO, A.AP., AZEVEDO, I.C.D.D., MARQUES, E.A.G., MOUNTEER, AH.,
MARTINS, C.P., NASCENTES, R, REIS, E.L., NATALINO, R. Avaliacdo de contaminacéo
por mercurio em Descoberto MG. Engenharia Sanitaria e Ambiental 15, 305-314, 2010.

VELOSO, C.A.C.; MALAVOLTA, E.; MURAOKA, T.; CARVALHO, E.J.M. Aluminio e a
absorc¢do de célcio por mudas de pimenta do reino. Sci. agric. 2000, vol.57, n.1, pp. 141-145.

XING, Y., WHITE, P.J. Antioxidants from cereals and legumes in natural antioxidants
chemistry, health effects, and applications ‘‘in’> SHAHIDI. F. AOCS Press, Champaign,
Illinois, pp. 25-55. 1996

ZUANAZZI, J.A.S., MONTANHA, J.A. Flavonoides. In: Simdes, C.M.O. Simdes, C.M.O.,
Schenkel, E.P., Gosmann, G., Mello, J.C.P., Mentz, L.A., Petrovick, P.R. (Eds.)
Farmacognosia da planta ao medicamento. 5. ed. Porto Alegre: Editoras da UFRGS;
Floriandpolis: Editora da UFSC, p. 519-537, 2004



49

5. CONSIDERACOES FINAIS

Os testes-piloto de alelopatia permitiram observar que o efeito alelopatico de
Stryphnodendron rotundifolium supostamente diminuiu quanto utilizado na

concentracdo de 32 pg/mL.

O EHSR em combinagao com o HgCl, e AICI3, possibilitou um maior crescimento nas

radiculas e nos cauliculos da Lactuta sativa L.

Dessa forma, devido os resultados promissores com o referido extrato, acredita-se que
Seu uso possa ser visto como uma alternativa para solucionar o problema da
contaminacdo do solo por metais pesados, evidenciando, dessa forma, seu promissor

potencial citoprotetor em espécies vegetais.
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