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RESUMO

Técnicas de cultivo in vitro e ex vitro tém sido consideradas ferramentas
promissoras frente ao crescente interesse pelas plantas que podem ser utilizadas
como medicinais. Objetivando avaliar o crescimento, a atividade antimicrobiana e
a concentragdo de compostos fendlicos da Myracrodruon urundeuva sob
diferentes formas de -cultivo, foram testados dois meios de cultura para
estabelecimento in vitro e diferentes concentragdes de 2,4-D (acido 2,4-
diclorofenoxiacético) para indugdo de calos, além de submeter as sementes ao
osmocondicionamento com PEG 6000 (polietilenoglicol) a -1,0 MPa sob aeragéo
constante e por diferentes periodos e condigbes pré-germinativas, sendo em
seguida semeadas em casa de vegetacdo. Nestas amostras foi determinada a
atividade antimicrobiana das folhas e a concentracdao dos compostos fendlicos.
Os resultados demonstraram que o meio WPM (Wood Plant Médium) foi o melhor
meio para estabelecimento e crescimento inicial das plantulas in vitro; que a
concentragdo de 1,25mg.L™" do 2,4-D promoveu maior formacdo de calos com
utilizacdo do segmento foliar; que o osmocondicionamento n&o foi eficiente para
melhorar a germinabilidade das sementes, porém acelerou e uniformizou a
emergéncia das plantas em casa de vegetacédo; e que as folhas das plantas
cultivadas ex vitro apresentaram atividade antimicrobiana frente as bactérias
testadas, ndo havendo atividade para as candidas, o que pode estar relacionado
a concentracdo de compostos fendlicos que foi maior nas plantas cultivadas ex
vitro e provenientes do osmocondicionamento. Portanto, pdde-se inferir que o
ambiente e a forma de cultivo das sementes influenciaram na producdo dos
compostos fendlicos e na atividade antimicrobiana da folhas da M. urundeuva.

Palavras-chave: Aroeira-do-sertdo; Meio de cultura; Osmocondicionamento;
Atividade antimicrobiana e Compostos fendlicos.



ABSTRACT

(EVALUATION OF Myracrodruon urundeuva Fr ALLEMAO UNDER DIFFERENT
FORMS OF CULTURE: GROWTH, ANTIMICROBIAL ACTIVITY AND PHENOLIC
COMPOUNDS)

Techniques in vitro and ex vitro of culture have been considered promising
approaches front of the increasing interest in the plants that can be used as
medicine. Aiming to evaluate the growth, the antibacterial activity and the
concentration of phenolic compounds from Myracrodruon urundeuva under
different forms of cultivation, were tested two culture medium for in vitro
establishment and different concentrations of 2,4-D (2,4-
dichlorophenoxyacetic acid) to callus induction, also of submit the seed to
priming with -1,0 MPa of PEG 6000 (polyethyleneglycol) under constant
aeration and for different periods and conditions pre-germination, and then
sown in a greenhouse. These samples was determined the antimicrobial
activity of the leaves and the concentration of phenolic compounds. The
results showed that the WPM (Wood Plant Medium) was the best medium
for the establishment and initial growth of seedlings in vitro, the
concentration of 1,25mg.L™" of 2,4-D promoted more callus formation using
leaf segment; that the priming was not effective in improving seed
germination, but accelerated and standardized on the plants in a
greenhouse, and that the leaves of plants grown ex vitro presented
antimicrobial activity against the bacteria tested, without activity for the
candid, which may be related to the concentration of phenolic compounds
was higher in plants grown ex vitro and from the priming. Therefore, it was
inferred that the environment and how to grow seeds influenced the
production of phenolic compounds and the antimicrobial activity of leaves of
M. urundeuva.

Keywords: Aroeira-do-sertdo; Culture medium, Priming; Antimicrobial activity and
Phenolic compounds.
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1 INTRODUCAO

O Semi-arido brasileiro corresponde a quase totalidade da regidao Nordeste,
com formacgdes vegetais pertencentes a Mata Atlantica, Caatinga e Cerrado,
englobando um elevado numero de espécies lenhosas e herbaceas, muitas delas
endémicas. Sua degradacéao é o resultado de mais de quatrocentos anos de uso
da terra de forma inadequada e descontrolada, o que pode estar relacionado a
falta de conhecimentos e informagdes sobre o funcionamento da biota local e dos
recursos hidricos, aliado a modelos de desenvolvimento totalmente inadequados
a regiao (DRUMOND et al., 2000; GIULIETTI & QUEIROZ, 2006).

O estudo e a conservacdo da biodiversidade do Semi-arido, mais
especificamente do bioma Caatinga, se constitui em um dos maiores desafios do
conhecimento cientifico brasileiro, por diversos motivos, dentre os quais o fato
deste se restringir apenas ao territério nacional, o que o torna uma regiédo
exclusivamente brasileira, e por ser o bioma menos estudado e protegido, com
apenas 2% do seu territério preservado. Além desses, se acrescenta o fato de
suas espécies apresentarem caracteristicas fisiologicas que refletem adaptacdes
complexas e peculiares as condigées ambientais unicas a que estdo submetidas
(LEAL et al., 2003; TROVAO et al., 2007).

O bioma Caatinga € o principal ecossistema da regido semi-arida,
chegando a ocupar cerca de 50% da regido Nordeste e parte do estado de Minas
Gerais, apresentando relativa riqueza biolégica e endemismo, com uma flora
ainda pouco conhecida. Neste, a ocorréncia de secas estacionais e periodicas
estabelece regimes intermitentes que deixa a vegetagdo sem folhas, no entanto,
as folhas voltam a brotar e tornam-se verdes nos curtos periodos de chuva, tipico
de vegetagdo com caracteristicas xerofiticas (ANDRADE et al., 2005; GIULIETTI
& QUEIROZ, 2006; IBAMA, 2007).

Dentre as espécies tipicas da Caatinga, destacam-se as da familia
Anacardiaceae, distribuidas em trés géneros: Lithraea, Schinus e Myracrodruon.
A espécie Myracrodruon urundeuva Fr. Allem&o, popularmente conhecida como
aroeira-do-sertdo, aroeira-do-cerrado, aroeira-verdadeira, aroeira-preta ou
urundeuva € uma arvore cujo porte varia de acordo com a regido onde é
encontrada, de ocorréncia natural na Caatinga, Cerrado e Florestas fluviais
(ANDRADE et al., 2000; SILVA et al., 2002).
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A M. urundeuva possui grande valor econdémico devido a excelente
qualidade de sua madeira, utilizada nas propriedades rurais e arborizacado de ruas
e pracas, e pela presenga, em sua casca, de grandes quantidades de taninos,
largamente utilizados nas industrias de curtimento de couros. Esta espécie
também & muito utilizada como medicinal, devido a presenca na sua entrecasca
de substancias quimicas com propriedades antiinflamatérias, adstringentes,
antialérgicas e cicatrizantes (OLIVEIRA et al., 2002; TEOFILO et al., 2004;
DORNELLES et al., 2005).

De maneira geral, a aroeira-do-sertdo vem sendo muito explorada, seu
extrativismo é feito de forma desordenada e descontrolada em que, na pratica,
retiram-se da planta extensas areas de tecido caulinar, independente da idade e
do tamanho do vegetal, bem como da época do ano (MONTEIRO et al., 2005;
PACHECO et al., 2006).

Em decorréncia da exploracdo predatoria, que ocorre em todo o territorio
brasileiro, e de sua ampla utilizagdo, a M. urundeuva foi inserida na lista oficial de
espécies da flora brasileira ameagadas de extingdo, na categoria vulneravel,
correndo sério risco de erosido genética, sendo também incluida na lista vermelha
de espécies ameacgadas de extingdo da IUCN (IBAMA, 2006; MORAES, 2006;
PACHECO et al., 2006).

Deste modo, é necessario que a pratica de exploragdo adotada seja
repensada, pois estudos cientificos vém demonstrando que tal exploragao
extrativista tem gerado perda de material genético e comprometido a preservagéo
de suas populagdes dentro de seus “habitats”. Nesse contexto, a Biotecnologia
Vegetal tem sido considerada um importante instrumento, que permite gerar
tecnologias tanto para a preservagao/conservagao quanto para obtencédo de
formas alternativas e sustentaveis de exploracgao.

As técnicas de cultura de tecidos vegetais, por exemplo, tém possibilitado
progressos significativos para produgdo em larga escala visando o repovoamento
de areas naturais e implantacdo de sistemas agro-florestais, pois permitem a
rapida multiplicagdo de plantas, podendo servir como estratégias para
preservacao de espécies nativas. Além disso, o cultivo in vitro cria novas
perspectivas de exploragdo sustentavel dos recursos vegetais, através de
abordagens biotecnolégicas para produgédo de produtos naturais, via cultivo de
calos ou suspensdes celulares (OLIVEIRA, 2000).
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De maneira semelhante, a manipulacdo das condi¢gées de cultivo ex vitro
podera criar novas perspectivas de exploragdo dos recursos naturais, visto que os
constituintes secundarios das plantas sdo produzidos em baixas concentragdes e
sua produgéo € influenciada por diferentes fatores, como hereditariedade, estagio
de desenvolvimento, condi¢gdes edafo-climaticas e presenca de fatores de
estresse bidtico e abidtico que podem, direta ou indiretamente, estimular a
expressao de genes do metabolismo secundario das plantas.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento, a
atividade antimicrobiana e a concentragdo de compostos fendlicos da

Myracrodruon urundeuva sob diferentes condigdes de cultivo in vitro e ex vitro.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A espécie Myracrodruon urundeuva

O potencial de uso da flora da Caatinga é bastante diversificado, podendo
ser medicinal, forrageiro e madeireiro, apresentando grande impacto social e
econdmico. A espécie M. urundeuva (sindnimos: Astronium juglandifolium Griseb.
e Astronium urundeuva Engl.) & encontrada em todo territorio brasileiro, ocorrendo
desde o Ceara até o Parana e Mato Grosso do Sul, sendo mais frequente no
Nordeste (DRUMOND et al., 2000; QUEIROZ et al., 2002b; SILVA et al., 2002).

Trata-se de uma planta decidua, helidfila e seletiva xerdéfila que ocorre em
agrupamentos densos, tanto em formagdes abertas e secas, como em formagdes
fechadas e umidas, podendo atingir 20m de altura na Caatinga, Cerrado e em
zonas de transigao cerrado-floresta estacional, e 35m nas florestas pluviais. Seu
tronco pode chegar a ter mais de 1m de didmetro, encimado por larga copa e
ramos flacidos (Figura 1), com madeira pardo-avermelhada de elevada resisténcia
mecanica e consideravel durabilidade, sendo praticamente imputrescivel por
possuir em sua casca aproximadamente 15% de tanino — composto quimico com
efeitos fungicidas e inseticidas, que a protege da ac&o de herbivoros e fungos
patogénicos (LORENZI, 1992; QUEIROZ et al., 2002a; PACHECO et al., 2006).
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Figura 1. Exemplar da espécie M. urundeuva (http://www.vivaterra.org.br/aroeira).

A aroeira-do-sertdo possui folhas alternas, imparipenadas, com cinco a
sete pares de foliolos, ovalado-obtusos, pubescentes em ambas as faces. Suas
flores sdo em paniculas, purpureas com pélos brancacentos e suas sementes, de
comportamento ortodoxo, estdo contidas dentro de frutos drupaceos, pequeninos,
globoso-ovais com exocarpo fortemente lignificado e envoltério membranaceo liso
(Figura 2). A germinagdao € epigena e fanerocotilar ocorrendo em
aproximadamente dois dias (QUEIROZ et al., 2002a; SILVA et al., 2002; ESAM,
2007; GUERRA, 2008).

Figura 2. Ramo floral da M. urundeuva (http://www.biologo.com.br/plantas).
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2.2 Uso medicinal de Aroeira-do-sertao

O Brasil € detentor do maior potencial e rigueza em biodiversidade,
representando um vasto patriménio genético para o futuro desenvolvimento de
novos medicamentos de origem vegetal. Para a Organizagdo Mundial de Saude
uma planta é considerada medicinal caso possua, em um ou em varios de seus
orgaos, substéncias utilizadas com finalidade terapéutica, ou que possam ser
ponto de partida para sintese de produtos quimicos farmacéuticos (BIESKI, 2005).

As substancias ativas presentes nas plantas medicinais sado produtos do
seu metabolismo e podem ser divididas em dois grupos: primario e secundario.
Na grande maioria dos casos a substancia ativa € gerada pelo metabolismo
secundario e compreende uma vasta gama de compostos, a exemplo dos
fendlicos, alcaloides e dleos essenciais (DOURADO, 2006).

A M. urundeuva € uma planta que vem sendo muito explorada em fungao
das suas propriedades quimicas, biolégicas e medicinais, e é bastante utilizada
na medicina tradicional nordestina sob a forma de semicupio (“banho-de-
assento”), com o extrato aquoso da entrecasca, para o tratamento de doencgas
dermatolégicas e ginecoldgicas. Esta mesma preparagdo € indicada como
tratamento caseiro de afec¢des cuténeas e problemas urinarios (MATOS, 2000).

A referida espécie possui efeito antiinflamatoério, antiulcerogénico e
cicatrizante natural (MENEZES & RAO, 1986; VIANA et al.,, 1995), sendo
recomendada para o tratamento de gastrites, vaginites e hemorréidas (MORS et
al., 2000; LORENZI & MATOS, 2002). Além da entrecasca, as raizes também sao
utilizadas para o tratamento do reumatismo e as folhas indicadas para o
tratamento de ulceras (NUNES et al., 2008).

Gonzalez Torres (1986), ressaltando o emprego medicinal, cita o uso das
folhas como febrifugo e antireumatico; Moreira et al. (1994) e Coimbra (1994)
fazem referéncia as propriedades tonicas e adstringentes, indicando o cozimento
das cascas para o tratamento de feridas, inflamacdes e até como antidiarréica.

Coimbra (1994) também se refere a varias formas de preparo, como
infusdes, extratos, tinturas e xaropes, empregados para o tratamento de doengas
das vias urinarias e respiratorias. Além das atividades bioldgicas aproveitadas
pela medicina tradicional, a aroeira-do-sertdo apresenta outras propriedades

importantes avaliadas em laboratoério.
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Estudos realizados a partir da sua entrecasca resultaram na separagao de
sete fracbes quimicas, sendo duas com substéncias bioativas de atividade
farmacoldgica: uma chalcdnica — as chalconas diméricas: urundeuvina A, B e C
(Figura 3) e outra tanica — os taninos condensados: tipo catéquico e pirogalico
(BANDEIRA, 2002; LORENZI & MATOS, 2002; SOUZA et al., 2007).

COH OH
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Figura 3. Estrutura quimica das (1) urundeuvina A, (2) urundeuvina B e (3)
urundeuvina C isoladas da entrecasca da M. urundeuva (NOBRE-JUNIOR, 2009).

Além dos taninos, foi identificada a presenca de flavonoides biologicamente
ativos classificados como pigmentos polifendlicos diversificados que exercem
diversas fungdes no vegetal, reconhecidos como eficientes protetores contra
radiagdo ultravioleta e encontrados nos tecidos foliares (ZUANAZZI, 1999;
OLIVEIRA et al., 2006). Foram isolados ainda compostos mais apolares como o
cicloeucalenol e cicloeucalenona, a partir do extrato hexanico da entrecasca, que
apresentam atividade antioxidante (DANTAS, 2003).

Em razdo do seu aroma tipico, as folhas foram analisadas quanto a
presenca de Oleos essenciais, sendo identificados dezesseis constituintes
volateis, como por exemplo, o [B-cariofileno (Figura 4), principal constituinte
extraido do 6leo essencial das folhas (VIANA et al., 1995; SA, 2008).

Figura 4. Estrutura quimica do constituinte volatil B-cariofileno (SA, 2008).
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Outros compostos quimicos foram isolados de outras espécies também
conhecidas popularmente como aroeira e pertencentes ao género Schinus, a
exemplo da Schinus lentifolius da qual se extraiu o acido galico — um composto
organico frequentemente utilizado como padrdo para determinagcdo da
concentragdo de compostos fenodlicos (VIANA et al., 1995).

Embora a aroeira-do-sertdo seja utilizada pela comunidade como um
medicamento eficaz e inofensivo, baseado nos conhecimentos empiricos
repassados de geracdo a geracdo, a determinagdo da real potencialidade
fitofarmacologica e eventual toxidez deve ser realizada, visando o
desenvolvimento de formas mais sustentaveis para sua exploragdo (FRANK-DE-
CARVALHO & GRACIANO-RIBEIRO, 2005).

2.3 Cultura de tecidos vegetais

Entre os diversos procedimentos da Biotecnologia Vegetal, o ramo da
Biologia Molecular e o da Cultura de Tecidos Vegetais foram os que obtiveram
maiores éxitos, sendo muito utilizados para conservacdo de espécies nativas
através do cultivo in vitro que, aliado aos principios genéticos, possibilitam
progressos significativos no melhoramento genético e na produgdo de mudas,
visando o repovoamento de areas naturais, além da selecdo de plantas com
maior produgédo de compostos naturais (OLIVEIRA, 2000).

A cultura de tecidos vegetais compreende um conjunto de técnicas de
cultivo in vitro de células, tecidos ou 6rgaos, em condigdes de assepsia e em meio
de cultura artificial com composicdo quimica definida - contendo compostos como
agua, sais minerais, vitaminas, fontes de carbono e reguladores de crescimento
(TORRES, 2000). Apresenta aplicagdes, como a micropropagacgao de plantas via
cultura de meristemas ou embriogénese somatica; a conservagao de
germoplasma in vitro; e a produgao de metabdlitos secundarios in vitro via cultura
de 6rgéos, calos ou suspensdes celulares (OLIVEIRA, 2000).

Durante muitos anos a cultura de tecidos e de células vegetais foi vista
apenas como um exercicio académico, entretanto, atualmente tem sido
extensivamente utilizada para produgdo de mudas em larga escala, facilitando a
rapida multiplicagdo de genotipos superiores, reduzindo o custo de manutengao
das colecbes, além de facilitar estudos a respeito da fisiologia do vegetal,
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possibilitando um melhor entendimento das vias metabdlicas e das necessidades
nutricionais das plantas (GAO et al., 2000; SANTANA et al., 2006).

Em termos de potencial de utilizagdo na agricultura, a micropropagacéo é a
aplicacdo mais pratica da cultura de tecidos, tendo sido apontada como uma
alternativa viavel, por possibilitar a obtencdo de altas taxas de multiplicacédo a
partir de um unico individuo. Entretanto, o sucesso dessa técnica, para qualquer
espécie, depende da composicdo quimica do meio de cultivo e da identificagao do
explante mais adequado, geralmente oriundo de tecidos jovens que possuam
maior atividade metabdlica (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998; CAPALDI,
2002; PERES, 2002).

De modo geral, a micropropagacao também ¢é influenciada pelos
fitorreguladores adicionados ao meio de cultura, sendo fundamentais na indugao
de uma determinada rota morfogenética no explante, em decorréncia das
diferentes respostas dos tecidos frente as combinagcdes hormonais, o que interferi
no estabelecimento e crescimento das plantas in vitro (TIWARI et al., 2001;
CAPALDI, 2002; VENKATAIAH et al., 2003; KHAWAR et al., 2004).

Esta técnica tem sido amplamente utilizada para multiplicacdo in vitro de
espécies frutiferas, madeireiras, medicinais e ornamentais e, em se tratando de
plantas medicinais, vem criando novas perspectivas de exploragdao sustentavel
dos recursos genéticos, visto que as vias bioquimicas que funcionam na planta-
matriz geralmente sdo conservadas durante o cultivo in vitro (GAO et al., 2000;
FELIX et al., 2002; SABA et al., 2002; ALBUQUERQUE et al., 2005; SANTANA et
al., 2006).

Basicamente trés caminhos sao utilizados para exploragdo dos compostos
bioativos via cultivo in vitro: a cultura de calos, a cultura de células em suspenséao
e a cultura de orgaos diferenciados. Na cultura de calos utiliza-se tecido n&o
organizado, formado por células que se multiplicam desordenadamente, ja na
cultura de orgdos diferenciados, utilizam-se embrides, brotos ou raizes,
constituindo-se de um sistema biolégico bastante eficiente para producdo de
metabdlitos, tendo em vista que esses séo sintetizados naturalmente nos diversos
orgaos (FRANCA, 2001; AMARAL & SILVA, 2003).

Os calos constituem-se de um aglomerado de células desorganizadas
originadas a partir de tecidos ou 6rgaos cultivados in vitro, em resposta a injurias

fisicas ou quimicas. Sua formagao, normalmente, ocorre no escuro, pois a luz
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pode favorecer a produgao de compostos fendlicos os quais podem comprometer
a diviséo celular. No entanto, ha relatos de algumas espécies em que a formagao
dos calos € indiferente a luminosidade (FARIA, 1996; CAMARGO et al., 1999;
VASCONCELOS-FILHO, 2008).

Os diversos tipos de calo se diferenciam pela textura, coloragdo e
consisténcia, podendo ser compactos (calos duros que geralmente crescem
vagarosamente) ou friaveis (calos que se desintegram facilmente quando
manipulados e geralmente apresentam maior taxa de multiplicacdo). Entre os
fatores que interferem na consisténcia dos calos destacam-se o meio de cultivo, o
tipo de explante, o numero de subcultivos e a adigdo de fitorreguladores e alguns
aditivos orgénicos, como o extrato de malte e de levedura (BARRUETO CID,
1992; FLORES et al., 2003).

Os reguladores de crescimento, a exemplo das auxinas, quando
adicionados ao meio de cultura estimulam a producao dos calos, mesmo estando
em baixas concentragbes (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1990). Dentre as
auxinas, o 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético) tem sido bastante utilizado para
inducdo de calos em espécies frutiferas como Musa sp. (BRAGA et al., 2001),
Malus spp. (FORTES, 1992) e Coffea arabica (MACIEL, 2001; PALU, 2002;
ARAUJO, 2004), e também para as medicinais como a Myracrodruon urundeuva
(ANDRADE et al., 2000) e Byrsonima intermedia (NOGUEIRA et al., 2008).

O cultivo dos calos tem demonstrado ser uma alternativa promissora para o
estudo e a producdo dos metabdlitos secundarios in vitro (KOLLAVORA et al.,
2004; ARIKAT et al., 2004; YU et al., 2005), visto que calos com diferentes niveis
de diferenciacdo podem diferir na capacidade de sintetizar os compostos bioativos
(KUSAKARI et al., 2000; LUCZKIEWICZ et al., 2002; FLORES, 2006). Entretanto,
a producdo in vitro destes compostos, em escala industrial, ainda & bastante
limitada, por diversos fatores, dentre eles, a baixa produtividade das culturas, a
instabilidade da producéo e a falta de conhecimento sobre o metabolismo que os
origina (FLORES, 2006).

Contudo, ja existem varios exemplos de substdncias de alto valor
produzidas com sucesso a partir desta técnica, como a chiconina extraida do
Lithospermum erythrorhizon, a berberina do Coptis apdnica, o acido rosmarinico
extraido a partir de células de Coleus blumeii, e a vincristina e a vinblastina
extraidas do Catharanthus roseus (FLORES, 2006; MELO & ALVARENGA, 2009).
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Adicionalmente, além dos compostos naturalmente presentes nas plantas,
o tecido mantido in vitro também pode gerar um espectro de compostos diferentes
daqueles caracteristicos da planta-matriz, os quais sdo encontrados apenas nas
plantas cultivadas in vitro, como consequéncia das alteragdes na parte funcional
dos genes, que ocorrem em decorréncia dos estimulos quimicos e fisicos a que
as culturas ficam expostas (FRANCA, 2001; MALLAVARAPU, 2001).

Diversos trabalhos tém demonstrado que a exposicdo das plantas a
situagdes de estresse, tanto in vitro como ex vitro, induzem a expressao de genes
que, muitas vezes, € preservada além dos estadios de semente e plantula,

perdurando durante seu crescimento e desenvolvimento (SILVA, 2008).

2.4 Condicionamento osmaético

Entre as técnicas de inducdo de estresse nas sementes, o
condicionamento osmotico (osmocondicionamento) vem se tornando uma das
técnicas mais promissoras, a qual consiste no pré-tratamento osmético das
sementes a uma dada temperatura e por um periodo de tempo definido e variavel
para cada espécie. Embora envolva modificagdes morfoldgicas, bioquimicas e
fisiolégicas complexas — que ainda nao foram completamente elucidadas — € uma
técnica conceitualmente simples e bastante utilizada (COSTA & VILLELA, 2006).

As metodologias empregadas podem diferir entre si e as variagdes
consistem nas formas de fornecimento de agua (embebicdo em substrato,
imersdo em agua pura, solugdes salinas ou osméticas), no tempo e na forma de
secagem apods o condicionamento, na duragcdo do tratamento e no estadio de
germinagao atingido (GUIMARAES, 2000; SANTOS et al., 2008).

No osmocondicionamento ou “priming”, as sementes sdo pré-embebidas
em uma solugdo osmaotica com potenciais hidricos adequadamente ajustados, em
um dado periodo e temperatura, de modo a permitir a ocorréncia das etapas
metabdlicas iniciais do processo germinativo. Dessa forma, pode-se regular a
quantidade de agua absorvida pela semente, promovendo as fases | e Il da
germinagcdo, mas sem permitir o estadio final (fase lll) que culmina com a
protrusdo da radicula (POSSE et al., 2002; PEREIRA et al., 2008).

Apdés 0 osmocondicionamento, as sementes podem ser secas até atingirem

0s niveis iniciais de umidade apresentados antes do pré-tratamento, ou serem
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imediatamente semeadas, o que favoreci seu desempenho em campo sob
condicbes adversas, mesmo estas sendo provenientes de lotes com baixa
qualidade fisiolégica (BIRUEL et al., 2007).

Entre os principais fatores que determinam o0 sucesso do
osmocondicionamento tém-se o potencial e a natureza do agente osmatico
utilizado. Uma das solugbes mais usadas € o polietilenoglicol (PEG) - agente
osmotico quimicamente inerte, atoxico as sementes por ndo atravessar o sistema
de membranas e nao ser metabolizado devido ao grande tamanho de suas
moléculas e alto peso molecular (BITTENCOURT et al., 2004; DELGADO, 2006).

De acordo com Hilhorst e Leprince (1998), varias pesquisas comprovam
que o osmocondicionamento promove um aumento na velocidade de germinagao
das sementes e na emergéncia das plantulas, permitindo uma germinagdo mais
rapida e uniforme, além de aumentar a tolerancia das sementes em germinar sob
condicbes adversas, através da preparacdo da maquinaria metabdlica dos
processos germinativos.

Estudos revelaram que as sementes de Allium cepa (cebola) e Glycine
max. (soja) apds serem osmocondicionadas apresentaram melhor desempenho
no indice de velocidade de emergéncia das plantulas no campo quando
comparadas as sementes que ndo foram osmocondicionadas (DEL GIUDICE,
1996; LOPES et al.,1996).

Os resultados positivos reafirmam o grande potencial desta técnica em
promover uma melhora no processo germinativo e no vigor das sementes.
Contudo, apesar dos trabalhos ja realizados e, em consequéncia da grande
diversidade da flora brasileira, ainda ha poucas informagdes a respeito desta
técnica, em especial para as sementes de espécies nativas (BIRUEL et al., 2007).

Além dos efeitos sobre o estande inicial das plantulas, resultantes da
germinagao mais uniforme, a produtividade da cultura também pode ser afetada.
Nas sementes pré-tratadas osmoticamente, muitas etapas metabdlicas referentes
ao processo germinativo acontecem, o que pode gerar incrementos no
rendimento agronémico, na toleréncia a novas situagcdes de estresse e na sintese
de metabdlitos secundarios pelas sementes ou pelas plantas (BRACCINI et al.,
1997; WANLI et al., 2001; KILLIAN & LEIVA, 2005; FILHO & KIKUTI, 2008).

Segundo Silva (2008), as plantas investem em estratégias bioquimicas,
desencadeadas pelo estresse inicial provocado nas sementes por meio do
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osmocondicionamento, através do aumento na producdo de metabdlitos
secundarios, a exemplo dos compostos fendlicos, e aumento na capacidade
antioxidante, tornando-as mais aptas a responder as novas condi¢gdes. Assim, em
se tratando de espécies medicinais 0 osmocondicionamento podera promover um
incremento na producdao dos compostos bioativos de interesse, em uma

abordagem ainda pouco explorada.

2.5 Compostos bioativos e atividade antimicrobiana

A selegdo de uma planta para pesquisas baseadas nas alegagdes de um
dado efeito terapéutico em humanos pode-se constituir em um valioso atalho para
a descoberta de novos farmacos, visto que seu uso tradicional pode ser encarado
como uma pré-triagem quanto a sua utilidade terapéutica (MULLER, 2006).

Deste modo, avanca o interesse da industria farmacéutica pelas plantas
que possuam efeito antimicrobiano, ja que muitas substancias quimicas extraidas
podem ser utilizadas por causar a morte (bactericida ou fungicida) ou inibir o
crescimento microbiano (bacteriostatico ou fungistatico), sendo considerada uma
alternativa promissora para a utilizacdo dos recursos fitoterapicos com acéao
antibiotica (LIMA, 2001; REESE et al., 2002; MULLER, 2006).

Nesse sentido, um grande numero de plantas tem sido investigado para
deteccdo do seu real potencial farmacologico, o que se constitui em algo de
fundamental importdncia em decorréncia do crescente aumento de resisténcia
dos microorganismos aos antimicrobianos em uso. Todavia, os estudos cientificos
nesta area ainda sao pouco difundidos, visto que a composicdo quimica das
plantas ainda € um tanto quanto complexa e envolve uma quantidade infindavel
de compostos organicos (SILVEIRA et al., 2009).

Estudos para a avaliagdo e triagem da atividade antimicrobiana nas
espécies vegetais, em especial nas medicinais, tém demonstrado que varias
classes de metabdlitos secundarios sdo consideradas antibiéticos em potencial,
nao somente pela atividade individual de um determinado composto bioativo, mas
pela possibilidade de, associados a outros produtos, produzirem tal efeito (LIMA,
2001; COUTINHO et al., 2004).

Os principais grupos de compostos extraidos das plantas com atividade
antimicrobiana incluem os terpendides, alcaldides, lectinas, polipeptideos,
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substancias fenolicas e polifendis (fendis simples, acidos fendlicos, quinonas,
flavonas, flavonodis e flavondides), taninos e cumarinas (PINTO, 2008).

Nessa gama de compostos, os polifendis tém obtido grande destaque, pois
pertencem a uma classe de biocompostos que incluem uma diversidade de
estruturas, simples e complexas, amplamente distribuidas no reino vegetal, que
devido a sua grande diversidade quimica, apresentam uma variedade de fungdes,
contribuindo para o sabor, odor e coloracdo de diversas plantas, sendo
importantes economicamente (FULLER, 2008).

Varios métodos podem ser empregados para determinar a atividade in vitro
dos agentes antimicrobianos, e como ndo sao todos baseados no mesmo
principio, os resultados obtidos sao influenciados, ndo sé pelo método escolhido,
mas também pelos microorganismos utilizados para realizagédo do teste (bactérias
ou fungos) e pelo grau de solubilidade de cada extrato. Estes métodos podem ser
classificados em trés tipos: difusdo (em disco ou pogos), microdiluicdo e
bioautografia (SILVEIRA et al., 2009).

Os ensaios de difusao sao métodos quantitativos, que se fundamentam na
difusdo da substancia a ser avaliada (extrato), a qual é colocada em contato com
o meio de cultura solido inoculado com o microorganismo teste. A partir da
difusdo do extrato ocorre o aparecimento de um halo, onde ndo ha crescimento
celular, denominado de halo de inibicdo. A maneira como se processa esse
contato define os diferentes tipos de difusdo, dentre eles, a difusdo em disco (com
discos de papel) e em pocgos, através de “furos” feitos no meio de cultura
(VANDEN BERGHE & VLIETINCK, 1991).

Quando se trata de extratos vegetais e da triagem in vitro dos seus
compostos bioativos, a técnica de difusdo, fundamentada na formagao do halo de
inibicdo, € a mais adequada por ser uma alternativa de baixo custo e de rapida
resposta. No entanto, quando ha necessidade de um maior conhecimento sobre a
estrutura da molécula, a triagem dos compostos deve ser realizada através de
métodos cromatograficos (ELLOF, 1998; SANTOS, 2008).

A cromatografia em camada delgada (CCD) é um método fisico—quimico
de separagédo de componentes de uma mistura, através da migragao diferenciada
sobre uma camada adsorvente (silica gel, por exemplo) retido sobre uma
superficie plana (aluminio, entre outros), no qual o processo de separacéo esta
fundamentado no fenbmeno de adsorgédo. A remogao gradual dos compostos se
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da por agdo de uma fase mdvel com migracéo individual dos solutos entre as
duas fases (estacionaria e movel), resultando na separagdo de diferentes
componentes. A CCD é uma das técnicas cromatograficas mais simples e mais
econdmica quando se objetiva a separagao rapida e identificagcdo visual dos
possiveis compostos bioativos (KILIKIAN, 2005).

A CCD permite apenas separar diferentes classes de moléculas, devendo
ser acoplada a um meétodo para deteccado da atividade antimicrobiana, como a
bioautografia, que é considerada uma técnica simples, pratica, reprodutivel e de
rapida triagem dos extratos (SANTOS, 2008). Historicamente, sua utilizagdo para
detecgdo de compostos antibioticos foi descrita por Goodall e Levi (1946).

A bioautografia € uma técnica aplicada para detecgdo de compostos com
atividade biolégica em misturas de composi¢ao desconhecida. Apos a separagao
dos compostos por cromatografia, uma fina camada de meio de cultura contendo
0 microorganismo teste € aplicada e o surgimento de zonas de inibigdo do
crescimento indica a presenca de substadncias com potencial antimicrobiano
(BURKHEAD et al., 1995; BICALHO, 2003; BRANDAO, 2004).

As zonas de inibigdo do crescimento dos microorganismos correspondem
aos halos formados no cromatograma, os quais sao visualizados através de um
agente revelador, a exemplo do cloreto 2,3,5-trifenil-2H-tetrazdélio (TTC), com o
qual a bactéria metabolicamente ativa reage, por agdo enzimatica, formando um
complexo colorido de coloragao vermelho intenso, em que a presenca de zonas
limpas (“brancas”) em contraste com o plano colorido do ensaio demonstra a agao
inibitéria dos compostos com atividade antimicrobiana (MULLER, 2006).

Nesta técnica, os compostos inibidores sao identificados pelas medidas do
fator de retencdo (Rf), o que permiti a localizagdo dos constituintes bioativos,
podendo evidenciar a existéncia de substancias ou fragcbes com agao antibidtica
(HOSTETTMANN & MARSTON, 1994; SILVA et al., 2001; SANTOS, 2008).

Hoelzel (2001) considera a bioautografia um ensaio eficiente para
determinacdo da atividade antimicrobiana, ressaltando sua alta sensibilidade, ja
que pequenas concentracdes das substancias bioativas podem formar halo de
inibicado visivel. Ao trabalhar com Waltheria douradinha, Hoelzel verificou uma
consideravel diferenca entre a técnica da bioautografia e a de difuséo, visto que

as fracbes apresentaram resultados positivos somente nos ensaios
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bioautograficos, ndo apresentando inibicdo através do método de difusdo, o que
pode estar relacionado a concentragao da substancia ativa analisada.

Entretanto, Vanden Berghe e Vlietinck (1991) relataram que o método
bioautografico demonstrou ndo ser muito promissor para testar extratos de
plantas, que frequentemente contém agentes antimicrobianos muito menos
potentes que os antibidticos em uso. Segundo esses pesquisadores, esse método
detecta substancias com elevado potencial antimicrobiano, sendo um método de
baixa sensibilidade.

As dificuldades em se determinar os possiveis compostos antimicrobianos
e suas respectivas fracdes inibitérias revelam a possibilidade de existir pouca
difusdo do composto pelo agar ou de haver algum tipo de sinergismo entre as
fragbes bioativas, n&o sendo, desta forma, detectados pelos ensaios
bioautograficos (SILVA et al., 2001; SOUZA, 2007).

Embora o numero de testes antimicrobianos realizados com plantas
medicinais seja elevado, a grande maioria das pesquisas desenvolvidas limita-se
a descrever resultados preliminares e, eventualmente, confirmar alguns efeitos
preconizados para algumas espécies utilizadas na medicina popular. Raramente
consegue-se isolar e caracterizar quimicamente o principio ativo responsavel pelo
efeito devido a necessidade de equipamentos sofisticados e métodos bioldgicos
rapidos e confiaveis (CALIXTO, 2001).

Neste contexto, a utilizacdo de métodos com alta sensibilidade que
proporcionem o uso ético dos produtos naturais, evitando, desta forma,
desperdicios dos recursos naturais, faz com que a bioautografia seja utilizada
como uma ferramenta promissora e extremamente importante para que esse
objetivo seja alcangado. Suas vantagens estdo, dentre outras, na pequena
quantidade de amostra utilizada e na possibilidade de se testar um grande

numero de extratos contra um ou varios microorganismos (VALGAS, 2002).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de realizagao dos experimentos

Os experimentos foram desenvolvidos nos Laboratérios de Cultura de
Tecidos Vegetais (LCTV) e de Germinagdo (LAGER) localizados na Unidade
Experimental do Horto Florestal (UEHF) da Universidade Estadual de Feira de
Santana (UEFS) em parceria com o Laboratério de Estudos em Meio Ambiente
(LEMA) da Universidade Catdlica do Salvador (UCSAL), e os Laboratérios de
Bioquimica, Biotecnologia e Bioprodutos (LBBB), e de Biotecnologia e Ecologia de
Microrganismos (LABEM) do Instituto de Ciéncias da Saude (ICS) da
Universidade Federal da Bahia (UFBA).

3.2 Material vegetal

Para o estabelecimento das culturas in vitro e ex vitro foram utilizadas
sementes de M. urundeuva provenientes de plantas matrizes existentes em uma
area do Campo Experimental da Caatinga, na Embrapa SEMI-ARIDO (CPATSA)

localizada no municipio de Jutai, em Petrolina no estado de Pernambuco, Brasil.

3.3 Obtencao das plantas in vitro

Os frutos foram separados das sementes através da remocéo do exocarpo
com fricgdes continuas sob agua corrente e auxilio de uma peneira. Apds a
remogado de todo o exocarpo, as sementes passaram por um processo de
desinfestacdo superficial, em camara de fluxo laminar, sendo imersas em alcool a
70% por 30 segundos com subsequente imersdo em hipoclorito de sodio a 1%
durante 5 minutos.

ApOs este processo, as sementes foram lavadas com agua destilada estéril
por trés vezes consecutivas, sendo em seguida inoculadas em tubos de ensaio
contendo 10,0 mL dos diferentes meios de cultura a serem avaliados: WPM
(LLOYD & MCCOWN, 1981) e MS completo (MURASHIGE & SKOOG, 1962).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com

seis repeticbes de 15 tubos por parcela, sendo as culturas mantidas em sala de



29

crescimento com temperatura de 25°C = 2°C, fotoperiodo de 16hs e irradiacéo
fotossintética ativa de 30 pmol.m?.s™.

Neste ensaio foi avaliada a percentagem de germinagéo das sementes no
3° e 7° dia apds a inoculagado e o numero de plantulas formadas no 10° e 15° dia
de cultivo. Decorridos os 45 dias de cultivo, avaliou-se o numero de folhas e o
alongamento do eixo cotiledonar (parte aérea), com a finalidade de se identificar o
melhor meio de cultura a ser utilizado, tomando-se como base a germinagao e o
crescimento inicial das plantulas.

Apos esta definicdo, um novo ensaio foi montado, visando a obtencéo de
plantulas para avaliagcdo da atividade antimicrobiana e a quantificacdo dos
compostos fendlicos. Neste, aos 42 dias de cultivo, as plantulas foram secas em
estufa de circulagdo de ar a 40°C + 5°C por sete dias, sendo em seguida

maceradas em gral e pistilo de porcelana, e armazenadas em dessecador.
3.4 Calogénese

As plantulas previamente estabelecidas in vitro também serviram como
fonte de explantes para a indugdo dos calos. Inicialmente foram utilizados
segmentos cotiledonares e foliares, os quais foram inoculados em meio WPM
suplementado com 2,4-D na concentracdo de 2,0 mg.L™" e 4,0 mg.L™". Contudo,
em virtude da elevada taxa de oxidacdo dos explantes, um novo experimento foi
conduzido com concentragdes mais baixas do regulador (0,5 mg.L™; 1,0 mg.L™;
1,5mg.L" e 2,0 mg.L™.

Cada ensaio constou de dez repeticdes com 15 tubos por parcela e o
delineamento estatistico foi inteiramente casualizado, avaliando-se apds 45 dias
de cultivo a percentagem de calos formados e oxidados. Estas culturas
permaneceram no escuro até o final do experimento, sendo mantidas em sala de
crescimento com temperatura de 25°C + 2°C.

Os calos obtidos, na concentragdo do 2,4-D que obteve maior
percentagem, foram liofilizados por 24hs sendo em seguida armazenados no
freezer -20°C para posterior avaliagdo da atividade antimicrobiana e quantificagcao
dos compostos fendlicos.
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3.5 Condicionamento osmético

Com o intuito de avaliar o efeito do condicionamento osmético na M.
urundeuva, foi realizado o osmocondicionamento das sementes através da
utilizacdo de PEG 6000 a -1,0 MPa (potencial de “priming” baseado no trabalho
de estresse hidrico desenvolvido por Virgens et al., 2008) sob sistema de aeragéo
continua forgada com bomba de aquario, durante os periodos de 2, 3 e 4 dias de
condicionamento.

Apds cada periodo, as sementes foram retiradas do sistema e lavadas com
agua destilada para remogao do excesso de PEG e, logo em seguida, divididas
em dois lotes: no primeiro, as sementes foram imediatamente colocadas para
germinar em placas de petri com duas folhas de papel germitest sendo
acondicionadas em camara de germinagao a 25°C com fotoperiodo de 12hs, para
posterior avaliagdo dos paréametros germinativos; no segundo, as sementes
ficaram a temperatura ambiente por 4hs, para que secassem e atingissem o peso
inicial, sendo em seguida montado o ensaio de germinagdo nas mesmas
condicbes do primeiro. Estes experimentos foram conduzidos em delineamento
inteiramente casualizado com quatro repeticées de 25 sementes por placa.

Durante um periodo de sete dias, foram realizadas avaliagcbes diarias para
contagem do numero de sementes que haviam emitido radicula. Ao final, foram
estimados os seguintes parametros germinativos: percentagem de germinagéo
(%G), tempo médio (TM), indice de velocidade germinativa (IVG), velocidade de
emergéncia (VE) e coeficiente de uniformidade (CUG).

3.6 Cultivo em casa de vegetagao

Definido o periodo de condicionamento osmético, um novo grupo de
sementes foi osmocondicionado e, em seguida, semeados em tubetes plasticos
preenchidos com terra vegetal adubada com superfosfato simples (18% de P20s),
na proporgdo de 1 litro por m® de substrato. Esses tubetes foram mantidos em
casa de vegetagdo com 60% de sombreamento, e dispostos em delineamento
experimental em blocos casualizados com oito repeticbes de 26 tubetes por
parcela, totalizando 208 tubetes por tratamento: sementes osmocondicionadas e

nao osmocondicionadas (controle).
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Em cada tubete foram semeadas trés sementes, sendo irrigados
diariamente até o 15° dia e, apOs esse periodo, irrigados em dias alternados até
completar 42 dias de cultivo. No 21° dia de cultivo foi realizado o desbaste das
plantas, mantendo-se apenas uma por tubete.

No sétimo dia de cultivo foi avaliada a percentagem de emergéncia das
plantulas; com 15 dias medido o comprimento da parte aérea € o numero de
lancamentos e aos 21 dias avaliado o comprimento da parte aérea, o peso fresco
e seco da parte aérea e a area foliar. Para o calculo da area, as folhas foram
escaneadas e salvas como imagem para posterior medigdo da aérea total, em
cm?, através do programa QUANT v.1.0.1, licenciado para Daniela Biaggioni
Lopes da Embrapa — CPATSA.

Ao final do experimento, com 42 dias, foi realizada a analise destrutiva, na
qual se avaliou o comprimento da parte aérea, o comprimento da raiz, o peso
fresco e seco da parte aérea e da raiz, além da area foliar. Todas essas variaveis
foram analisadas em trés amostras de plantas por repeticdo de cada tratamento.

Buscando-se relacionar o crescimento inicial das plantas com os
parametros bioquimicos, determinou-se o teor das clorofilas (“a” e “b”) e dos
carotendides totais nas folhas ao final do experimento.

Para quantificacdo das clorofilas e dos carotendides foi utilizado o método
descrito por Zaicoviski et al. (2008) adaptado de Lichtenthaler (1987).

No preparo dos extratos, foram pesadas 0,40 g de folhas frescas, as quais
foram maceradas, com o auxilio de bastdes de vidro, dentro de tubos falcon,
contendo 5,0 mL de acetona 80%, sendo em seguida, centrifugadas a 3.500 rpm
por 15 minutos. Destes extratos foi coletado o sobrenadante, o qual foi medido e
avolumado para 10,0 mL.

Estas amostras foram diluidas (1:2), para posterior leitura no
espectrofotobmetro Uv-Vis (Analyser 850M) das absorbancias a 663 nm para
clorofila “a”; 647 nm para clorofila “b”; e 480 nm para os carotendides totais,
utilizando como branco a acetona 80%.

As concentragcbes dessas moléculas foram determinadas com base nas

relacdes descritas por WHITHAM et al. (1971):

Chla = [(12,25 x Abs 663) — (2,79 x Abs 647)] x [V/(1000*MF)]
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Chib = [(21,50 x Abs 647) — (5,10 x Abs 663)] x [V/(1000*MF)]
Car = [((1000 x Abs 480) — (1,82 x Chla) — (85,02 x Chlb))/198] x [V/(1000*MF)]

Onde: Chla, Chlb e Car sao, respectivamente, os teores de clorofila “a”, “b” e
carotendides totais; Abs 663, Abs 647 e Abs 480, as absorbancias no
comprimento de 663 nm, 645 nm e 480 nm; V corresponde ao volume utilizado
(mL) e MF a massa fresca (g).

Apods 42 dias de cultivo em casa de vegetagéo, as plantas restantes foram
colhidas e secas em estufa de circulacédo de ar a 40°C + 5°C por sete dias, sendo
em seguida maceradas em moinho de facas e posteriormente em gral e pistilo de
porcelana, para logo em seguida, serem armazenadas em dessecador até o
momento das analises da atividade antimicrobiana e da concentracdo dos

compostos fendlicos.

3.7 Avaliagao da atividade antimicrobiana

3.7.1 Testes preliminares

Buscando-se uma triagem preliminar da atividade antimicrobiana, foram
utilizadas plantas jovens mantidas em casa de vegetagao, testando-se extratos
das suas partes botanicas frente a algumas bactérias e fungos. Para a raiz
preparou-se um extrato hidroalcodlico e, para o caule e folha, extratos aquosos.

Foram utilizadas sete cepas bacterianas: Escherichia coli ATCC 10536,
Klebsiella pneumoniae ATCC 70603, Micrococcus luteus ATCC 9341, Salmonella
cholerea-suis ATCC 10708, Staphylococcus aureus ATTC 6538, Staphylococcus
aureus Isolado de Amostra Clinica (SAIACLIN) e Pseudomonas aeruginosa ATCC
15442. Além das Candida albicans ATCC14053, Candida parapsilosis ATCC
22019 e Candida krusie ATCC 6558.

Estes microorganismos foram doados pelo LAPEMM (Laboratério de
Pesquisa em Matéria Médica da Universidade Federal da Bahia) originarios da
bacterioteca do INCQS - Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude,
com excecgao da K. pneumoniae, do SAIACLIN e das candidas que foram doadas
por um laboratério particular de Salvador, Bahia.
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Os ensaios com os extratos de raiz, caule e folha foram realizados através
do método da difusdo em discos, em placas de petri contendo Agar Miiller-Hinton
(MHA) para as cepas bacterianas e Agar Sabouraud (AS) para as candidas. Estas
placas foram inoculadas com as suspensdes celulares padronizadas através da
turbidez equivalente a escala 0,5 de MacFarland (1,5 x 10® UFC/mL). Sobre o
meio de cultura foram colocados discos de papel filtro impregnados com os
extratos em diferentes concentragdes (1,0 mg/disco; 2,0 mg/disco e 3,0 mg/disco).

Para o controle negativo utilizou-se 10,0 yL de DMSO (dimetilsulféxido),
que também foi utilizado para ressuspensao dos extratos e como controle positivo
foi utilizado discos de sensibilidade de antibiéticos comerciais apropriado para
cada microorganismo, conforme metodologia descrita por OPLUSTIL et al. (2000).

Posteriormente a inoculagdo, as placas foram incubadas em estufa
bacteriologica a 37°C por 24hs, e os dados avaliados através da mensuragao do
diametro dos halos de inibigdo formados ao redor dos discos. Este experimento
foi realizado em triplicata e os resultados representados pela média aritmética dos
halos formados (LIMA et al., 2000; NCCLS, 2003).

3.7.2 Ensaio microbiolégico

Mediante os resultados foi selecionado o S. aureus ATTC 6538, para
conducdo dos novos bioensaios. Sua escolha também foi decorrente do fato
desse ser uma das espécies mais patogénicas e virulentas para os humanos,
sendo a mais comum em casos de infec¢des bacterianas.

Neste experimento foram utilizadas folhas provenientes do cultivo in vitro e
das plantas mantidas em casa de vegetagdo, oriundas de sementes
osmocondicionadas e ndo osmocondicionadas, além dos calos. Para avaliagao da
atividade antimicrobiana utilizou-se a técnica de difusdo em pocos e a

bioautografia acoplada a cromatografia de camada delgada.
3.7.2.1 Cromatografia de camada delgada
Para o fracionamento e avaliacdo das diferentes amostras foram

preparados quatro extratos com solventes de polaridades distintas (acetona,
acetato de etila, etanol e hexano).



No preparo dos extratos foram utilizadas 0,10 g das amostras de folhas
fresca e seca das plantas provenientes de sementes osmocondicionadas e nao
osmocondicionadas e 0,05 g das amostras de folhas seca das plantas cultivadas
in vitro e dos calos frescos e secos (nessas duas ultimas amostras nao foi
utilizado o solvente acetona, em decorréncia da quantidade de amostra).

Apoés a pesagem foram adicionadas 8,0 mL dos solventes em tubos falcon
que permaneceram em repouso por aproximadamente 16hs, para em seguida
serem concentrados através da evaporacao de parte do solvente a temperatura
ambiente por 24hs. Apds esse periodo, os extratos foram padronizados para um
volume final de 3,0 mL.

O fracionamento dos extratos foi realizado com a utilizacdo de
cromatofolhas de aluminio, preparativa (CCD 1,5 x 8,0 cm silica G60 F254-366,
0,25 mm de espessura — marca: Merck), as quais foram cortadas em pequenas
cromatofolhas de 7,0 cm de comprimento por 5,0 cm de largura, e autoclavadas a
temperatura de 121°C e pressdo de 1 atm por 30 minutos, sendo em seguida
secas em estufa a 50°C por 48hs.

Para a eluicdo dos extratos, nas cromatofolhas, utilizou-se o solvente de
corrida acetato de etila/hexano na propor¢cao de 3:7 (v/v), sendo as bandas
formadas visualizadas sob luz UV no comprimento de 366 nm. A distancia de
migragao das bandas foi determinada pelo calculo do Rf, dividindo-se a distancia
do centro das bandas pela distancia total da eluicdo do solvente de corrida.

3.7.2.2 Difusdo em pocgos

A atividade antimicrobiana dos quatro extratos fracionados por CCD foi
avaliada através da técnica de difusdo em pocgos. Para isso utilizou-se placas de
petri contendo meio TSA (Tryptic Soy Agar) com utilizacdo da alga de Drigalski
para inoculagdo de 0,01 mL da suspensao celular do S. aureus padronizada
através da turbidez equivalente a escala 0,5 de MacFarland (1,5 x 102 UFC/mL).

Decorridos 15 minutos, apdés a inoculacdo da suspensao, foram feitos
pocos no meio com o auxilio de perfuradores especificos para posterior
pipetagem de 5,0 yL e 10,0 yL de cada extrato. Cada placa continha além dos
extratos, os solventes utilizados na sua preparacdo, o qual foi utilizado como

controle negativo.
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Este ensaio foi realizado em duplicatas e as placas incubadas em estufa
bacteriolégica a 37°C por 48hs, sendo os resultados avaliados através da
visualizacdo da formacao de halos de inibicdo, através das analises qualitativas
do tamanho dos halos, apds 24hs e 48hs de incubacéo.

3.7.2.3 Bioautografia

Sob camara de fluxo laminar foram preparadas placas de petri contendo
agar-agua a 2%, as cromatofolhas com os extratos eluidos e o meio TSA
acrescido de 0,01% do corante TTC. Nestas, foi inoculado 0,01 mL da suspensao
celular de S. aureus preparada de acordo com a escala 0,5 de MacFarland (1,5 x
108 UFC/mL), sendo em seguida, incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C por
24hs. A avaliacdo da atividade foi realizada através da visualizagdo da formacéao

de halos de inibicdo em torno das bandas formadas no cromatograma.
3.8 Determinacao dos compostos fendlicos

A concentragado dos compostos fendlicos foi determinada nas amostras de
folhas secas das plantulas germinadas in vitro e cultivadas em casa de vegetagéo
provenientes de sementes osmocondicionadas e ndo osmocondicionadas, além
das amostras dos calos liofilizados.

Tomando-se como base a metodologia proposta por Folin-Ciocalteau
(1927) modificado por Arnaldos et al. (2001), pesou-se 0,10 g de cada amostra,
em triplicatas, nas quais foram realizadas cinco extragdes sucessivas com 2,0 mL
de metanol 80%, até o ponto de fervura com o auxilio da placa aquecedora a
aproximadamente 105°C. Apds cada extracdo, o sobrenadante foi coletado em
tubo falcon até o término das cinco extracbes para em seguida ser avolumado
para 10,0 mL.

A analise reativa foi conduzida em tubos de ensaio contendo 1,0 mL de
carbonato de sodio (75 g.L™), 0,25 mL da amostra e 1,25 mL do reagente de Folin
(1:10 v/v), utilizando-se como branco a agua destilada. Essa mistura reacional
permaneceu em banho-maria a 50°C por 5 minutos, sendo em seguida resfriada a
temperatura ambiente, para posterior leitura no espectrofotbmetro UV-VIS
(Analyser 850M) a 760 nm. Os valores de absorbancia foram utilizados para
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determinagdo das concentragdes, a partir da curva padrdo de acido galico nas
concentragdes de 2, 4, 8, 10, 15 e 30,0 pg/mL, sendo o grafico da curva plotado

no Excel para obteng&o da equacéo linear da reta (Figura 5).
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Figura 5. Curva de calibragdo padréao das concentracdes de acido galico.

3.9 Analise estatistica

Foram realizadas analises de variancia, Teste t e Teste Tukey (dentro e
entre os grupos, com nivel de significancia de 5%), através da utilizacdo do
programa estatistico SISVAR v. 4.3, desenvolvido pela Universidade Federal de
Lavras (UFLA). Vale ressaltar que os resultados de percentagem foram

transformados em arco — seno de (x + 1)"2.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtenc¢ao das plantulas in vitro

Apos trés dias de cultivo, 69% das sementes inoculadas no meio WPM ja
haviam emitido radicula, enquanto que no meio MS apenas 19%. Entretanto, apos
sete dias de cultivo essa percentagem se igualou e os dois meios apresentaram
91% de germinacgao.

Decorridos 15 dias, o numero de plantulas formadas foi maior no meio
WPM, com 95% das plantulas apresentando alongamento do eixo caulinar, contra
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88% no meio MS. Em relacdo a parte aérea e ao numero de folhas, apos 45 dias
de cultivo, as plantulas germinadas nos dois meios diferiram estatisticamente

entre si (Tabela 1).

Tabela 1. Formagao de plantulas, comprimento do eixo caulinar e numero de
folhas por planta de Myracrodruon urundeuva, apos 45 dias de cultivo in vitro.

. Formacao de Comprimento do Numero de
Meio de cultura o 0 . .
plantulas (%) eixo caulinar (cm)  folhas por planta
MS 88 1,81 3,71
WPM 95* 4,64 4,55*
CV (%) 30,18 22,8 19,97

*Significativo pelo Teste t a 5% de probabilidade.

Resultados semelhantes foram encontrados por Lu (2005) no cultivo in vitro
de Vitis thunbergii e por Huimei et al. (2005) na regeneracdo de Camptotheca
acuminata, no entanto, Pereira (2004) obteve melhores resultados para a Uncaria
guianensis com a utilizagcdo do meio MS, ja Nery et al. (2008) nao verificou
diferencas significativas entres os meios MS e WPM para a germinagéo in vitro
dos embrides de Tabebeuia serratifolia.

Através dos resultados pode-se verificar que o meio WPM apresentou
melhor desempenho para o estabelecimento in vitro e crescimento inicial das
plantulas de M. urundeuva, proporcionando maior alongamento da parte aérea e
maior numero de folhas (Figura 6).

(A) (B)
,, ,3-"5“

Figura 6. Plantulas de Myracrodruon urundeuva estabelecidas in vitro nos dois
tipos de meio avaliados: MS (A) e WPM (B).
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Alguns estudos confirmam que a eficiéncia do meio de cultura varia
conforme a espécie, sendo um fator determinante para o estabelecimento e
desenvolvimento dos explantes in vitro. Apesar dos inumeros trabalhos avaliando
os diferentes tipos de meio, o cultivo in vitro das espécies lenhosas ainda requer
estudos mais especificos, buscando-se desenvolver metodologias que atendam
as exigéncias nutricionais e hormonais dos explantes (PEREIRA, 2004).

As plantas lenhosas, em particular, apresentam mais dificuldades de se
estabelecerem in vitro, em decorréncia da alta taxa de oxidagédo dos explantes e
formagdo de caloses em torno da superficie excisada, o que geralmente
desencadeia modificagées na composi¢ao quimica do meio (COSTA et al., 2007).

Para as lenhosas, o meio MS tem se mostrado pouco eficiente, podendo-se
verificar que composi¢cdes mais diluidas em macronutrientes promovem melhor
desempenho in vitro. Formulagdes especialmente desenvolvidas como o meio
WPM tém sido frequentemente utilizadas como alternativa ao meio MS, por
apresentar 25% das concentracbes de ions nitrato e amoénia, além de mais
potassio e um alto nivel de ions sulfato, o que auxilia na sustentagcdo do
crescimento inicial das plantulas in vitro (PASQUAL, 2001; NERY et al., 2008).

4.2 Calogénese

A utilizacdo do 2,4-D evidenciou que a concentracdo de 2,0 mg.L'1
promoveu melhores resultados, diferindo da concentracdo de 4,0 mg.L'1, no
entanto, houve uma elevada taxa de oxidagcdo dos explantes. Em relacdo aos
explantes, n&o foi possivel verificar diferengas significativas entre os segmentos
cotiledonares e foliares quando se utiliza a concentragdo de 2,0 mg.L™, todavia,
com 4,0 mg.L™", o segmento foliar demonstrou ser mais responsivo (Tabela 2).

Tabela 2. Percentual de calos formados a partir dos segmentos cotiledonares e
foliares de Myracrodruon urundeuva apos 45 dias de cultivo in vitro com o0 meio
WPM suplementado com duas concentragdes de 2,4-D.

Concentragao de Percentagem de calos
2,4-D (mg.L™) Segmento cotiledonar Segmento foliar
2,0 50 52
4,0 22 36*

*Significativo pelo Teste t a 5% de probabilidade.
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Cerqueira et al. (2002) estudando o Tridax procumbens; Thomas & Philip
(2005) analisando a Tylophora indica; e Dhar & Joshi (2005) trabalhando com
diferentes explantes na calogénese de Saussurea obvallata verificaram
significativa influéncia do tipo de explante sobre a taxa de formagéao dos calos,
sendo os de origem foliar os que proporcionaram melhores resultados.

Diversas dificuldades sdo enfrentadas durante o estabelecimento in vitro
das espécies lenhosas, principalmente as medicinais, como a contaminacéo e a
elevada oxidagdo dos explantes, sendo a oxidagdo um dos principais problemas
enfrentados durante o estabelecimento e o cultivo in vitro (XAVIER et al., 2007;
VASCONCELOS-FILHO, 2008).

Neste ensaio, além do baixo percentual de calos formados, pbéde-se
verificar uma alta taxa de oxidagdo, com obtencdo de calos com consisténcia
compacta e coloragdo escura, indicando que a concentragao do regulador 2,4-D
interferiu diretamente na oxidacido dos explantes.

Costa e Pereira (2005) afirmam que a presenga do 2,4-D no meio de
cultura esta associada a uma maior taxa de oxidagado dos explantes de Piper
hispidinervum.

Em decorréncia da elevada oxidagao dos explantes, um novo experimento
foi conduzido, avaliando-se doses mais baixas de 2,4-D. Neste pode-se constatar
que as respostas aos tratamentos com baixas concentragbes do regulador
adotaram uma curva de tendéncia polinomial quadratica, na qual a concentragao
de 1,25 mg.L'1 correspondeu ao ponto maximo da curva, promovendo 89,6% de
formagéao de calos.

Este comportamento quadratico indicou que concentra¢des acima e abaixo
de 1,25 mg.L'1 apresentam tendéncia de redugdo da percentagem de formagéo
dos calos. No entanto, a taxa de oxidagcdo dos explantes apresentou tendéncia
linear, indicando que quanto maior for a concentracédo do 2,4-D no meio, maior

sera a percentagem de oxidacgéao (Figura 7).
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Figura 7. Percentagem de formagéo de calos e oxidagédo dos explantes foliares de
Myracrodruon urundeuva nas diferentes concentragdes de 2,4-D apos 45 dias de
cultivo in vitro.

O aumento linear da oxidacdo dos explantes pode ter ocorrido em funcao
da liberacdo in vitro de compostos fendlicos que sédo os precursores da sintese de
lignina. Segundo Sato et al. (2001), os compostos fendlicos sdo oxidados pelas
enzimas polifenases, produzindo substdncias toxicas que inibem o
desenvolvimento dos explantes, além de escurecer o meio de cultura.

O regulador 2,4-D é a auxina mais utilizada para a indugdo de calos e, no
caso dos explantes foliares de M. urundeuva, influenciou de forma positiva para
inducdo da calogénese, levando-se em consideragéo a concentragdo utilizada.

Nogueira (2003) e Soares (2003) verificaram que explantes foliares de
murici-pequeno (Byrsonima intermedia A. Juss) e ingazeiro (Inga vera Willd.),
respectivamente, também apresentaram maior percentagem de formacgao de
calos na presenca de 1,0 mg.L'1 de 2,4-D.

Contrapondo-se a estes resultados, Sahoo et al. (1997), constou que
concentragdes entre 0,5 e 4,0 mg.L'1 de 2,4-D nao foram eficientes para induzir a
formacédo de calos em explantes foliares de Morus indica, enquanto que para o
Schizolobium parahyba ficou evidente que na presenga de tais concentragdes
houve inducao da calogénese (REIS et al., 2007).
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4.3 Condicionamento osmético

Para as sementes de M. urundeuva, os dados evidenciaram que o
osmocondicionamento nao foi eficiente para promover uma melhora na
germinabilidade das sementes, pois os tratamentos avaliados n&o diferiram
estatisticamente do tratamento controle — sementes ndo osmocondicionadas
(Figura 8), o que pode estar diretamente relacionado a baixa qualidade do lote
que atingiu apenas 60% de germinagao, valor muito abaixo dos obtidos na
maioria dos trabalhos com essa espécie, a exemplo do trabalho desenvolvido por

Virgens et al. (2008), que obteve 90% de germinacgéo.

70 -
60 I T B Semente n.éc.>
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Figura 8. Percentagem de germinacdo, em laboratorio, das sementes de
Myracrodruon urundeuva nos diferentes periodos de osmocondicionamento.

Esses resultados s&o semelhantes aos obtidos por Heydecker e Coolbear
(1977), os quais nao obtiveram respostas satisfatorias para o
osmocondicionamento das sementes de Allium cepa, apresentando germinagao
também abaixo de 60%. Isto indica que dependendo da espécie e da qualidade
fisiolégica  dos lotes podem  ocorrer diferentes respostas  ao
osmocondicionamento.

Em relagdo as variaveis germinativas: tempo médio (Tm) e indice de
velocidade germinativa (IVG) verificou-se que no tratamento controle a
germinagcdo ocorreu em menos tempo e com maior valor de IVG, sendo esse
indice influenciado pelo tempo e pela velocidade média, ndo havendo, portanto,

diferencas significativas entre os tratamentos (Tabela 3).
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Tabela 3. Valores médios das variaveis germinativas: tempo médio (Tm) e
indice de velocidade germinativa (IVG) das sementes de Myracrodruon
urundeuva apos o osmocondicionamento.

Variaveis analisadas

Tratamentos Tm (dias) IVG (sem. dia”)
Controle (s_e_mentes nao 2.05 a 049 a
osmocondicionadas)

2 dias fresca 2,62b 0,39b
seca 246ab 0,41ab
3 dias fresca 2,28 ab 0,44 ab
seca 257b 0,39b
. fresca 2,38ab 0,42ab
4 dias seca 242ab 0,42ab

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, néo diferem estatisticamente entres si pelo Teste
Tukey a 5% de probabilidade.

Por outro lado, em relacdo ao coeficiente de uniformidade germinativa
(CUG) foi verificado um aumento significativo no tratamento em que as sementes
foram osmocondicionadas por quatro dias com posterior secagem, resultado esse
que nao apresentou diferenca estatistica do tratamento com dois dias de
osmocondicionamento e posterior secagem das sementes (Figura 9), no entanto,
observa-se que para a germinagédo (Figura 8), o tratamento de dois dias de
osmocondicionamento com posterior secagem das sementes apresentou

resultados mais satisfatorios.
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Figura 9. Coeficiente de uniformidade germinativa das sementes de
Myracrodruon urundeuva ap6és os diferentes periodos de osmocondicionamento.

De acordo com Bradford (1986), para se obter condigdes favoraveis ao
osmocondicionamento sdo importantes o periodo de duracdo, o método, o tempo
de secagem das sementes apds o condicionamento, a espécie e o vigor dos lotes.
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Fessel et al. (2002) trabalhando com sementes de Lactuca sativa
confirmaram  tais informagdes, verificando que a resposta ao
osmocondicionamento variou em fungdo do nivel de vigor das sementes e do
periodo de embebicdo das mesmas na solugdo osmatica.

Alguns trabalhos demonstram que a eficiéncia do osmocondicionamento na
manutencgao do poder germinativo das sementes, indica ser uma alternativa viavel
para melhorar o aproveitamento em campo, devendo-se levar em consideragao a
qualidade e o vigor das sementes (MURRAY et al., 1992; SILVA et al., 2005).

4.4. Cultivo em casa de vegetagao

Pbde-se constatar que as plantas oriundas de sementes
osmocondicionadas emergiram de forma mais rapida e uniforme, e em maior
quantidade que as oriundas das sementes ndo osmocondicionadas. Apos sete
dias de cultivo 20% das sementes osmocondicionadas ja haviam emergido
diferindo das sementes que ndo foram osmocondicionadas, com apenas 14%.
Entretanto, apds 15 dias a percentagem de germinagdo se igualou entre os
tratamentos, com 43% de germinag&o para ambos.

Ao analisar as variaveis de crescimento inicial verificou-se que nao houve

diferenca significativa nos resultados relativos a parte aérea e raiz (Tabela 4 e 5).

Tabela 4. Comprimento, peso fresco e seco da parte aérea e area foliar das
plantas de Myracrodruon urundeuva provenientes de sementes né&o
osmocondicionadas (ndo osmo) e osmocondicionadas (osmo) com 21 e 42 dias
de cultivo em casa de vegetacéo.

Parametros 21 dias 42 dias

analisados N&o osmo Osmo N&o osmo Osmo
Comprimento (cm) 2,06 2,16 4,59 4,66
Peso fresco (g) 0,029 0,031 0,186 0,196
Peso seco (g) 0,006 0,007 0,042 0,046
Area foliar (cm2) 4,22 5,38 39,85 50,30*

*Significativo pelo Teste t a 5% de probabilidade.

Ao analisar a area foliar (Tabela 4) verifica-se que as plantas provenientes
de sementes osmocondicionadas apresentaram maior expansao foliar, visto que
0s possiveis danos provocados pelo estresse inicial nas sementes induziram as

plantas a desviar sua maquinaria metabdlica acumulando biomassa na parte



aérea, numa tentativa de compensar alguma deficiéncia quimica ou metabdlica

frente ao déficit hidrico.

Tabela 5. Comprimento, peso fresco e seco da raiz das plantas de
Myracrodruon urundeuva provenientes de sementes n&do osmocondicionadas e
osmocondicionadas com 42 dias de cultivo em casa de vegetagéo.

Paradmetros analisados Tratamentos
Nao osmocondicionadas Osmocondicionadas
Comprimento (cm) 18,37 18,06
Peso fresco (g) 0,056 0,056
Peso seco (g) 0,020 0,023

Nao significativo pelo Teste t a 5% de probabilidade.

Os resultados demonstram que o efeito do osmocondicionamento nas
sementes de aroeira-do-sertdo foi eficiente para promover uma melhora no
estande inicial das plantas em casa de vegetacéo, ja que de acordo com Santos
et al. (2008), essa técnica é utilizada para reduzir o tempo entre a semeadura e a
emergéncia das plantulas, bem como sincronizar sua emergéncia, nao
influenciando no desenvolvimento das plantas ao longo do seu periodo de cultivo.

Larsen et al. (1998), afirma que a influéncia do vigor do lote sobre o
desempenho das sementes pode existir mesmo quando nado ha diferencas no
estande inicial de crescimento e desenvolvimento das plantas, em virtude dos
ajustes bioquimicos. Sendo assim, péde-se verificar que 0 osmocondicionamento
promoveu um decréscimo nos teores das clorofilas “a” e “b” e dos carotendides

totais, havendo diferencga significativa apenas para as clorofilas (Tabela 6).

Tabela 6. Teores de clorofilas “a” e “b”, e carotendides totais nas folhas de
Myracrodruon urundeuva provenientes das plantas ndo osmocondicionadas e
osmocondicionadas apods 42 dias de cultivo em casa de vegetacgéo.
Teores de clorofila (mg.g™")

Tratamentos Clorofila a Clorofila b Carotenodides totais
N&ao osmocondicionada 0,27* 0,063~ 0,079
Osmocondicionada 0,16 0,039 0,052

*Significativo pelo Teste t a 5% de probabilidade.

Segundo Streit et al. (2005), as clorofilas sdo pigmentos instaveis, e sua
concentragéo é influenciada por fatores como déficit hidrico, intensidade luminosa
e variagdo de temperatura, esses fatores juntos ou isolados podem afetar a
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integridade das moléculas, ja os carotendides totais tém importante papel na
protecdo das folhas, dissipando o excesso da energia de excitagdo (ASADA,
1999; MITTLER, 2002).

Beltrano (2006) identificou uma diminuic&o significativa no teor da clorofila
“a” em Triticum aestivum, o que deve estar relacionado a agdo dos agentes de
degradacgao oxidativa, indo de encontro com Luis (2009) que ao avaliar as
repostas da Jatrophas curcas ao déficit hidrico, verificou um aumento significativo
na concentragao das clorofilas “a” e “b”.

Durante o periodo de déficit hidrico, promovido pelo osmocondicionamento,
a diminuicdo do conteudo de metabdlitos € comum, tal fato deve-se a exposicao
das sementes a possiveis agentes de degradacéo oxidativa, que provocam danos

no seu metabolismo (LOGGINI et al.,1999; LUIS, 2009).

4.5 Atividade antimicrobiana

Na triagem preliminar foi possivel verificar que o extrato hidroalcodlico da
raiz nao apresentou atividade para nenhuma das cepas testadas e que o extrato
aquoso do caule so6 inibiu o crescimento do SAIACLIN, na concentracdo de
3,0mg/disco. Contudo, o extrato aquoso das folhas, independente da
concentragdo, apresentou atividade frente as cepas de K. pneumoniae, S.
cholerea-suis, S. aureus, SAIACLIN e P. aeruginosa, no entanto, para o M. luteus

apenas a concentragédo de 1,0mg/disco ndo apresentou atividade (Tabela 7).

Tabela 7. Valores médios do comprimento do halo de inibigdo do extrato aquoso
das folhas de Myracrodruon urundeuva, nas trés concentragdes testadas, frente
as cepas de K. pneumoniae, M. luteus, S. cholerea-suis, S. aureus, SAIACLIN e
P. aeruginosa.

. . Concentragao dos extratos (mg/disco)
Microorganismos

1,0 2,0 3,0
Klebsiella pneumoniae 12,0 13,0 14,0
Micrococcus luteus 8,0 10,0
Salmonella cholerea-suis 23,3 24,0 26,0
Staphylococcus aureus 14,0 16,0 18,0
Staphylococcus aureus (SAIACLIN) 17,3 17,3 19,0
Pseudomonas aeruginosa 8,0 9,3 10,0

*Antibidticos controle: Cloranfenicol (halo: 12,5 nm) e Ciprofloxacina (halo: 15,0 nm)
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Estes resultados sdo compativeis com os encontrados por Avancini et al.
(2000) que verificou efeito inibitério dos extratos de Baccharis trimera para as
bactérias gram-positivas; por Nascimento et al. (2000) que constatou atividade
antimicrobiana nos extratos de Rosmarinus officinalis e Melissa officinalis; e por
Oliveira et al. (2005) que verificou atividade nos extratos de folhas de Syzigium
cumini frente ao M. luteus, S. aureus e P. aeruginosa.

Contrapondo-se aos resultados obtidos neste trabalho, Alves et al. (2009)
identificou atividade antimicrobiana da casca da M. urundeuva sobre alguns
microorganismos da cavidade oral, como, por exemplo, a C. albicans e C. krusei.

Mediante os resultados da triagem preliminar um novo experimento foi
conduzido para determinar a atividade antimicrobiana das folhas através da
técnica da bioautografia, frente apenas a cepa de S. aureus.

Neste novo ensaio, avaliou-se a atividade das folhas provenientes do
cultivo in vitro, das plantas oriundas de sementes osmocondicionadas e né&o
osmocondicionadas, além dos calos cultivados a partir do explante foliar. Essas
amostras foram extraidas com acetona, acetato de etila, etanol e hexano, visto
que, segundo Simdes et al. (2004), o fracionamento do extrato bruto das plantas
com solventes de polaridade distinta possibilita inferir as possiveis classes de
substancias bioativas extraidas de acordo com suas polaridades e solubilidades.

Através da cromatografia pdde-se constatar que nos extratos dos calos nao
foi possivel visualizar formagado de bandas. Entretanto, para as outras amostras
foram visualizadas de uma a duas bandas para as amostras frescas, e de duas a
trés bandas para as amostras secas, destacando-se as amostras extraidas com o

solvente hexano e as provenientes do cultivo in vitro (Tabela 8).

Tabela 8. Valores, em mm, do fator de retencdo das amostras de folhas da
Myracrodruon urundeuva extraidas com acetona, acetato de etila, etanol e
hexano, eluidas através do sistema acetato de etila/lhexano 3:1 (viv) e
visualizadas sob luz UV (366 nm).

Amostras de folhas indice de Reteng&o (Rf)
provenientes de sementes Acetona Acetato de etila Etanol Hexano
Osmocondicionadas frescas 31 32 43 35 28
Osmocondicionadas secas 31 35 32 37 34 39 28 31 37
N&o osmocondicionadas frescas 31 32 43 34 28
Nao osmocondicionadas secas 30 35 32 36 33 37 27 31 38

Cultivadas in vitro secas 24 28 18 20 25 36 40 42
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Ao analisar um cromatograma, as bandas significam um composto ou
grupo de compostos separados, no qual quanto mais proxima a banda estiver da
origem, mais polar é a substancia ou grupo destas. Contudo, substancias com
alto peso molecular também podem ficar retidas proximas a origem, pois o alto
peso molecular pode dificultar sua migragdo. No entanto, isso ndo quer dizer que
tais compostos possuam atividade antimicrobiana, ja que a cromatografia apenas
fraciona os extratos com provavel potencial biolégico (SANTOS, 2008).

Apesar dos resultados positivos do ensaio preliminar, ndo foi possivel
verificar atividade antimicrobiana através da bioautografia, nas condigbes de
extracao e bioensaio testadas. Porém, como a triagem preliminar foi realizado
com a utilizagdo de extrato aquoso, um novo ensaio foi conduzido com a técnica
de difusdo em pocgos, a fim de se investigar o efeito antimicrobiano dos quatro
extratos fracionados e avaliados através da bioautografia, entretanto, s6 foram
analisados os extratos em que foi possivel a visualizacdo das bandas.

Neste, foi constatado que as amostras, independente da origem, extraidas
com hexano ndo apresentaram atividade, ja nas extraidas com etanol houve
inibicdo tanto nas amostras como no solvente. Para as outras amostras, extraidas
com acetona e acetato de etila, foi observada atividade inibitéria, através da
formacéao de regides onde ndo houve crescimento celular (Figura 10).

Figura 10. Halos de inibicdo formados, em contraste com o corante TTC, da
amostra de folhas de Myracrodruon urundeuva provenientes de sementes
osmocondicionadas: (A) auséncia de inibicdo do extrato hexanico, (B) inibicdo
do solvente etanol, (C) baixa inibicdo do extrato acetdnico e (D) inibigdo do
extrato preparado com acetato de etila.
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As amostras extraidas com acetona apresentaram baixa atividade, sé
sendo detectada inibicdo quando se utilizou 10,0 yL do extrato; ja as amostras
extraidas com acetato de etila, apresentaram atividade tanto com 5,0 yL quanto
com 10,0 yL do extrato, demonstrando ser esse o solvente mais adequado para
determinacgdo da atividade antimicrobiana das folhas de M. urundeuva (Tabela 9).

Tabela 9. Analise qualitativa da formagcao dos halos de inibicdo das amostras de
folhas de Myracrodruon urundeuva extraidas com acetona e acetato de etila,
frente ao Staphylococcus aureus, através do método de difusdo em pogos.

Amostras de folhas Acetona Acetato de etila
provenientes de sementes 5,0 uL 10,0 yL 5,0 L 10,0 uL
Osmocondicionadas frescas s/a + + +++
Osmocondicionadas secas s/a + + +++
Nao osmocondicionadas frescas s/a + + +++
Nao osmocondicionadas secas s/a + + +++
Cultivadas in vitro secas s/a s/a s/a +++

* s/la (sem atividade); + (baixa atividade); +++ (elevada atividade).

Na literatura é muito variavel a quantidade e a concentracao dos extratos, e
as substancias utilizadas nos testes para deteccdo da atividade antibacteriana,
contudo, é preciso que os pesquisadores unifiquem os procedimentos utilizando
concentragdes similares dos extratos para facilitar, ou até mesmo tornar viavel, a
interpretacdo e comparagéao dos resultados obtidos (VALGAS, 2002).

Com relacdo as amostras, as provenientes de plantas mantidas em casa
de vegetacdo (osmocondicionadas e ndo osmocondicionadas), independentes de
estarem frescas ou secas, apresentaram atividade antimicrobiana frente ao S.
aureus, entretanto, as cultivadas in vitro apresentaram baixa atividade, o que nao
deixa claro se tal amostra realmente possui efeito antimicrobiano.

Andresek et al. (2004) afirmou que diferentes amostras de diferentes
extratos com compostos de diferentes polaridades freqientemente apresentam
tendéncia similar da atividade antimicrobiana, ja que o extrato vegetal pode conter
varios principios ativos com o mesmo efeito (MULLER, 2006).

Baseado nos resultados encontrados através da técnica de difusdo em
poc¢os, uma nova cromatografia foi realizada, apenas com as amostras que foram
extraidas com acetato de etila, pois essas apresentaram atividade antimicrobiana
independente da quantidade de extrato utilizado, o que pode estar relacionado a

uma maior concentragdo dos compostos bioativos extraidos.
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Através da analise do cromatograma, foi possivel visualizar a formagao de
duas bandas para cada amostra (Tabela 10), entretanto, apos a realizagdo da
bioautografia ndo foi detectada atividade inibitéria nas bandas.

Tabela 10. Valores, em mm, do fator de retencdo das amostras de folhas de
Myracrodruon urundeuva extraidas com acetato de etila, eluidas através do
sistema acetato de etila/hexano 3:1 (v/v) e visualizadas sob luz UV a 366 nm.

Amostras de folhas provenientes de sementes indice de Retengéo (Rf)
Osmocondicionadas frescas 37 31
Osmocondicionadas secas 33 30
Nao osmocondicionadas frescas 36 32
Nao osmocondicionadas secas 34 32
Cultivadas in vitro secas 32 28

Apesar de haver diferentes métodos para avaliar a atividade
antimicrobiana, seus resultados n&o podem ser comparados, pois algumas
metodologias favorecem a interagdo droga-microorganismo, propiciando melhores
resultados (AHMAD & BEG, 2001).

Portanto, a ndo atividade das amostras, através da bioautografia, pode
estar relacionada a baixa concentragdo dos compostos apos o fracionamento, a
dificuldade de difusdo do extrato pelo agar ou a um possivel sinergismo dos
compostos extraidos que quando separados ndo apresentam atividade.

No trabalho de Bonati (1980), foi observado que a Cynara scolymus
apresenta substancias que se mostram inativas quando analisadas isoladamente,
mas quando presentes em uma mistura aumentam sua atividade bioloégica. Este
efeito sinérgico também foi demonstrado por Butterweck et al. (1997) ao analisar
a atividade do Hypericum perforatum, sendo detectado efeito inibitério apenas
para as fragbes agrupadas, ja que o sinergismo atribuido as substancias
aumentaram a biodisponibilidade dos principios ativos.

O fato de um extrato vegetal poder apresentar varios principios ativos com
o mesmo efeito pode desencadear interagbes sinérgicas entre os compostos,
sendo este grupo de compostos superior em eficacia quando comparado com os
compostos isolados (WALRANT, 1990).

Os trabalhos publicados com substancias bioativas oriundas de plantas
envolvidas com a atividade antimicrobiana tém demonstrado que estas

substancias pertencem, principalmente, aos grupos dos compostos fendlicos
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(Brantner et al., 1996). Choi et al. (2006) relata que muitas atividades biologicas
séo devido ao alto teor de fendis totais, como os taninos e os flavonodides.
Considerando que os compostos bioativos presentes nas plantas resultam,
em sua grande maioria, do metabolismo secundario, a técnica do
osmocondicionamento pode elevar a concentracdo desses metabdlitos nos
tecidos das plantas, ampliando sua atividade bioldgica (SIMOES et al., 2004).
Sendo assim, o estudo farmacologico das plantas tidas como medicinais na
forma de chas e extratos exige investigagbes minuciosas em face dos inumeros
fatores que comumente dificultam a comprovacdo de modelos experimentais,
visto que seus extratos sdo misturas complexas e indefinidas de principios ativos
e outros metabdlitos secundarios que, além de variarem constantemente na sua
composi¢ao, podem se potencializar ou se antagonizar mutuamente, bem como,

com certa frequéncia, ndo produzir efeito agudo (CALIXTO, 2003).

4.6 Determinagao de compostos fendlicos

Ao analisar as concentracbes dos compostos fendlicos pbdde-se verificar
que houve diferengca significativa entre as quatro amostras avaliadas,
sobressaindo-se as amostras provenientes de sementes osmocondicionadas, as

quais apresentaram maior concentracao (Tabela 11).

Tabela 11. Concentracdo de compostos fendlicos, apds 42 dias de cultivo, nas
folhas de Myracrodruon urundeuva provenientes de sementes nao
osmocondicionadas e osmocondicionadas cultivadas em casa de vegetagéo,
cultivadas in vitro e nos calos.

Amostras de folhas provenientes

de sementes Compostos fendlicos (mg de EAG/Q)

Nao osmocondicionadas 103,89 b
Osmocondicionadas 106,02 a
Cultivadas in vitro 50,60 c
Calos 47,11d

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entres si pelo Teste Tukey a
5% de probabilidade.

Alguns autores, como Bussotti et al. (1995) e Jacobson et al. (2005),
afirmam que em condigbes de estresse os vegetais investem em estratégias

quimicas, como uma tentativa de se ajustar as oscilagbes metabdlicas
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desencadeadas, com consequente aumento na produgdo dos compostos
fendlicos nos tecidos.

Segundo Dumas et al. (2003), a luz pode influenciar na concentragdao dos
compostos fendlicos, o que confirmaria a maior concentracdo de compostos
fendlicos encontrada nas plantas provenientes do cultivo em casa de vegetagéo,
ja que essas ficaram expostas as mudancas climaticas do ambiente, diferente das
cultivadas in vitro que receberam intensidade luminosa controlada durante todo o
periodo de cultivo.

Estes dados demonstram a grande variabilidade existente na concentragao
dos compostos fendlicos que a depender do ambiente de cultivo, desempenham
inumeras fungbes nos vegetais, possuindo dependéncia direta dos fatores
ambientais (BRAVO, 1998; KUTCHAN, 2001).

Todavia, estudos realizados para a determinagdo dos compostos fendlicos
apresentam resultados conflitantes e parece nédo ser possivel estabelecer uma
correlagao clara entre sua concentracido e o “estresse” sofrido, pois nem sempre
ha alteracbes no acumulo desses metabdlitos, como ocorre com os alcaldides de
Catharanthus roseus e os fendis totais de Eucalyptus cladocalyx (WATERMAN &
MOLE, 1994; GLEADOW & WOODROW, 2002).

De acordo com Fumagali (2008), os produtos secundarios aumentam a
probabilidade de sobrevivéncia das espécies, pois, geralmente, sdo responsaveis
por diversas atividades biologicas, atuando como antibidticos, antifungicos e
antivirais, protegendo as plantas dos patogenos.

Dourado (2006), afirma que os compostos fendlicos sdo os responsaveis
pelos efeitos medicinais ou téxicos das plantas, apresentando grande importancia

ecoldgica, uma vez que podem atuar ou representar uma defesa quimica.

5 CONCLUSAO

A resposta da aroeira-do-sertdo ao condicionamento osmadtico é
diretamente influenciada pela qualidade das sementes e pelo vigor do lote,
afetando, sobretudo, a uniformidade da germinagdo. Neste, o ambiente e a forma
de cultivo dessa espécie influenciam no crescimento inicial das plantas,

desencadeando alteragbes na concentracido dos compostos fendlicos, com maior
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concentragdo nas plantas provenientes de sementes osmocondicionadas obtidas
através do cultivo ex vitro.

As amostras das folhas extraidas com acetato de etila, independente da
forma de cultivo, apresentam atividade antimicrobiana com maior agao frente as
cepas de Staphylococcus aureus e Salmonella cholerea-suis, demonstrando
assim, que a Myracrodruon urundeuva representa uma fonte de novos farmacos
com potencial antibiotico havendo, entretanto, a necessidade de novos estudos
que busquem a identificacdo dos compostos bioativos e o0 esclarecimento dos

seus mecanismos de acgao.
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ANEXO

ANALISE DE VARIANCIA

e Estabelecimento in vitro

Plantulas formadas

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRAT 1 0.209595  0.209595  2.741 0.0997
erro 165 12.616753  0.076465
Total 166 12.826347
CV (%)= 30.18
Comprimento da parte aérea

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRAT 1 290.986736  290.986736  573.272  0.0000
erro 142 72.077639 0.507589
Total 143 122.493056
CV (%)= 19.97

Numero de folhas
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRAT 1 25.840278  25.850278 37.964 0.0000
erro 142 96.652778 0.680653
Total 143 122.493056
CV (%)= 22.8
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e Condicionamento osmoético

Germinagao
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRAT 6 6.297725 1.049621  3.785 0.0103
erro 21 5.823918 0.277329
Total 27 12.121643
CV (%)= 7.37

Tempo médio
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRAT 6 0.866277 0.144379  2.966 0.0294
erro 21 1.022307 0.048681
Total 27 1.888584
CV (%)= 9.21

VG
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRAT 6 0.028960 0.004827  3.712 0.0113
erro 21 0.027303 0.001300
Total 27 0.056262
CV (%)= 8.54
CUG

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRAT 6 2.059274 0.343212  5.992 0.0009
erro 21 1.202875 0.057280
Total 27 3.262149
CV (%)= 42.12
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e Cultivo em casa de vegetacéo

0 Analise com 21 dias de cultivo

CPA

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRAT 1 0.115052 0.115052 0.518 0.4754
erro 46 10.219396 0.222161
Total 47 10.334448
CV (%)= 22.31

Peso fresco (cpa)
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRAT 1 0.000046 0.000046  0.453 0.5044
erro 46 0.004675 0.000102
Total 47 0.004721
CV (%)= 34.05

Peso seco (cpa)
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRAT 1 0.000005 0.000006  0.768 0.3853
erro 46 0.000281 0.000006
Total 47 0.000285
CV (%)= 39.92

69



0 Analise com 42 dias de cultivo

CPA

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRAT 1 0.0052669 0.052669 0.072 0.7898
erro 46 33.704079 0.732697
Total 47 33.756748
CV (%) = 18.48

Peso fresco (cpa)
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRAT 1 0.001210 0.001210 0.287 0.5946
erro 46 0.193809 0.004213
Total 47 0.195019
CV (%)= 34.03

Peso seco (cpa)
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRAT 1 0.000133 0.000133  0.550 0.4620
erro 46 0.011149 0.000242
Total 47 0.011282
CV (%)= 34.98
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Raiz

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRAT 1 1.104133 1.104133 0.343 0.5610
erro 46 148.120633 3.220014
Total 47 149.224767
CV (%)= 9.85

Peso fresco (raiz)
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRAT 1 0.000001 0.000001  0.002 0.9665
erro 46 0.026368 0.000573
Total 47 0.026369
CV (%)= 42.90

Peso seco (raiz)
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRAT 1 0.000184 0.000184  2.354 0.1318
erro 46 0.003598 0.000078
Total 47 0.003782
CV (%)= 41.13
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CHLA

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRAT 1 0.018260 0.018260 8.019 0.0473
erro 4 0.009108 0.002277
Total 5 0.027368
CV (%)= 21.91

CHLB
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRAT 1 0.000869 0.000869  8.121 0.0464
erro 4 0.000428 0.000107
Total 5 0.001297
CV (%)= 20.11

CAR
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRAT 1 0.001072 0.001072  6.771 0.0599
erro 4 0.000633 0.000158
Total 5 0.001705
CV (%)= 19.12

Compostos fendlicos

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRAT 7 3155.568500 1051.856167  1.0E+0009 0.0000
erro 0 -1.7763568E-0015 0.00000000E+0000
Total 8 3155.568500
CV (%)= 0.00
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