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APRESENTACAO

s plantas possuem relevante protagonismo em diversos aspectos da

vida humana, sendo englobadas em ritos religiosos/culturais, no tra-

tamento de saude e na alimentacao; aprendemos, desde Nnosso surgi-
mento no planeta, a utilizar os vegetais na cura de muitas patologias, sendo
esta, atualmente, a Unica ou principal forma de acesso a tratamento de saude
das populacdes mais carentes.

No Brasil, a rica biodiversidade aliada ao vasto conhecimento tradicional asso-
ciado ao uso de plantas medicinais, fornece ao pais potencial para o desenvol-
vimento de tecnologias e pesquisas que levem a novos medicamentos e te-
rapéuticas. Neste aspecto, o Sistema Unico de Salde, por meio do Decreto N°
5.813/2006, instituiu a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos,
buscando incentivar ndao somente o uso destes organismos no tratamento de
saude, mas também as pesquisas na area.

Em sintonia com esse cenario, surge a obra “Da Pesquisa ao Ensino: uma
Investigacdo a partir das Plantas Medicinais”, onde o leitor sera apresenta-
do as mais recentes pesquisas sobre as atividades bioldgicas de plantas me-
dicinais, fornecendo ao mesmo um aprimoramento do conhecimento sobre
o0 tema, bem como o incentivo para replicar as experiéncias aqui expostas e
contribuir com o desenvolvimento dos estudos com plantas medicinais.

Os 9 capitulos aqui expostos abordam trés facetas dessas espécies e seus me-
tabolitos secundarios: As atividades bioldogicas sobre sistemas vivos (como
alelopatia, efeitos sobre o material genético e como antioxidante), o conheci-
mMmento popular de seu potencial terapéutico e sua aplicacao como ferramen-
ta educacional no estudo da sustentabilidade.

Boa leitural!
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Doutor em Biologia Vegetal/UFES
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Capitulo 1

Resumo

nhecer seus metabdlitos secundarios e as funcdes que desempenham ao organismo,

como atividades antioxidantes, antiproliferativas, e citotdxicas. Artocarpus hetero-
phyllus, popularmente conhecida como jaqueira, € uma espécie exotica que se adaptou
bem ao solo brasileiro. Varios estudos foram realizados com a casca, semente e polpa da
jaqueira, em busca de analisar os metabdlitos secundarios e a atividade antioxidante des-
sa espécie. Porém, poucos estudos foram realizados com as folhas. Sabe-se que a jaqueira
possui diversas atividades bioldgicas na semente e na polpa do fruto, como por exemplo:
antioxidante; antiinflamatéria; antimalarica; citotoxica; anticancerigena; antiandrogéni-
ca; anti-HIV, entre outras. As folhas da jaqueira também possuem atividade anti-infla-
matdria e antimicrobiana, podendo ser uma fonte de metabdlitos secundarios envolvidos
com a atividade antioxidante. Para analisar a atividade antioxidante, foram utilizados os
métodos DPPH, ABTS e quelante de Fe?*. A analise de fendis totais, flavonoides e taninos
foram realizadas por métodos colorimétricos. A atividade antiproliferativa e citotoxica do
extrato etandlico das folhas de A. heterophyllus foi avaliada através do método MTT. A.
heterophyllus obteve uma o6tima atividade antioxidante no método do DPPH. Porém, nos
outros métodos nao obteve uma boa atividade antioxidante. A quantidade de fendis totais
foi elevada, podendo estar relacionada com a atividade antioxidante no DPPH. Porém, o
conteldo de flavonoides foi mediana e a quantidade de taninos foi baixa. O método MTT
demonstrou que A. heterophyllus combate as células de sarcoma 180 eficientemente, po-
rém também é citotdxica, ou seja, ndo é seletiva.

As plantas medicinais estao sendo cada vez mais estudadas com o objetivo de co-

Palavras-chave: Atividade antioxidante, citotoxicidade, atividade antiproliferativa.

Abstract

tabolites and the functions they perform in the body, such as antioxidant, antipro-

liferative, and cytotoxic activities. Artocarpus heterophyllus, popularly known as
jackfruit, is an exotic species that has adapted well to Brazilian soil. Several studies were
carried out with the peel, seed and pulp of the jackfruit, in order to analyze its secondary
metabolites and antioxidant activity. However, few studies have been carried out with the
leaves. It is known that jackfruit has several biological activities in the seed and pulp of
the fruit, such as: antioxidant; anti-inflammatory; antimalarial; cytotoxic; anticancer;
antiandrogenic; anti-HIV, among others. Jackfruit leaves also have anti-inflammatory and
antimicrobial activity, and may be a source of secondary metabolites involved in antio-
xidant activity. To analyze the antioxidant activity, the DPPH, ABTS and Fe?* chelating
methods were used. Analysis of total phenols, flavonoids and tannins were performed by
colorimetric methods. Antiproliferative and cytotoxic activity of the ethanolic extract of A.
heterophyllus leaves was evaluated using the MTT method. A. heterophyllus obtained an
excellent antioxidant activity in the DPPH method. However, in the other methods it did
not obtain a good antioxidant activity. The amount of total phenols was high, which may
be related to the antioxidant activity in DPPH. However, the flavonoid content was medium
and the amount of tannins was low. The MTT method demonstrated that A. heterophyllus
fights sarcoma 180 cells efficiently, but it is also cytotoxic, that is, it is not selective.

M edicinal plants are being increasingly studied in order to know their secondary me-

Keywords: Antioxidant activity, cytotoxicity, antiproliferative activity
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Capitulo 1

1. INTRODUCAO

Desde a antiguidade, a utilizagao de recursos naturais tem sido difundida pelos se-
res humanos. Ha& uma relacdo evidente entre seres humanos e plantas, uma vez que a
utilizacdo de recursos vegetais se dd de importantes maneiras, como por exemplo, na
alimentacao e no uso medicinal (BALICK; COX, 1997).

No uso medicinal, os recursos vegetais utilizados sao denominados plantas medici-
nais, que segundo a Organizacao Mundial da Saude, como descrito por Veiga Junior et al.
(2005), sao definidas como «todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos,
substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores
de farmacos semi-sintéticos». Estas plantas sao amplamente utilizadas em comunidades
tradicionais, para o tratamento de diversas doencas ou sintomas e também para a pre-
vencao de diversas doencas, devido as atividades antioxidantes, anti-inflamatérias, hi-
poglicemiante, efeito analgésico, entre outros, atribuidos aos diferentes érgaos da planta
em questao.

Algumas doencas estdo relacionadas ao acumulo dos radicais livres, que quando
produzidos em excesso podem ocasionar danos teciduais e celulares. Existem evidéncias
de que as espécies reativas de oxigénio (EROs) podem estar envolvidas em mais de 50
doencas (FERREIRA; MATSUBARA, 1997), incluindo a doenca de Parkinson, a doenca de
Alzheimer, o acidente vascular cerebral, a esclerose multipla e a catarata (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997).

Os antioxidantes sao substéancias que tém a capacidade de retardar ou inibir os pro-
cessos oxidativos, e essa defesa pode acontecer por métodos enzimaticos ou nao-enzi-
maticos. O sistema de defesa ndo-enzimatico se refere aos compostos antioxidantes de
origem dietética, entre os quais se destacam: vitaminas, minerais e compostos fendlicos.
O acido ascoérbico, o a-tocoferol e B-caroteno, precursores das vitaminas E e A, respecti-
vamente, sao compostos vitaminicos potencialmente antioxidantes. Outros carotendides,
como licopeno, também o sdo. Alguns minerais também sao potencialmente antioxidan-
tes, como o zinco, cobre, selénio e magnésio (BARBOSA et al., 2014).

Os antioxidantes podem ser sintéticos ou naturais. Dentre os naturais, destacam-se
o acido ascérbico, os terpenos, os compostos fendlicos, tais como os flavonoides, taninos
e outros. Ha uma preferéncia pelos antioxidantes naturais, pois ha um potencial carcino-
génico em antioxidantes sintéticos (RAMALHO; JORGE, 2006).

Portanto, pesquisas tém sido direcionadas no sentido de encontrar produtos naturais
com atividade antioxidante. As plantas medicinais, por exemplo, apresentam metabdlitos
secundarios que podem atuar como antioxidantes, prevenindo ou combatendo doencas
relacionadas as EROs.

Além disso, hd um grande interesse nas linhas de pesquisas de produtos naturais,
com o objetivo de buscar novos agentes anticancerigenos (RIBEIRO; SALVADORI; MAR-
QUES, 2003), e antiproliferativos. Nos Estados Unidos, entre 1983 e 1994, 60% dos me-
dicamentos antitumorais tinham origem natural, sendo a maioria metabdlitos secundarios

Ll_g ’_\ Editora Pascal 1 1



Capitulo 1
de plantas (GRAHAM et al., 2000).

Diversos estudos tém abordado as plantas do género Artocarpus, com o objetivo de
isolar e identificar substancias distintas, sendo que diversas atividades bioldgicas ja foram
descritas para a espécie Artocarpus heterophyllus. Nas sementes da jaqueira, as princi-
pais atividades observadas foram: atividade antioxidante; antiinflamatoéria; antimalarica;
citotdxica; anticancerigena; antiandrogénica; anti-HIV; antileucémica; despigmentante;
antifungica; antibacteriana; antiulcerogénica; anticoagulante; como marcadora de ativi-
dades tumorais em tecidos; imunossupressora; inibidora de catepsina, e anti-herpética.
(PEREIRA; KAPLAN, 2013). Além disso, ja foram relatadas atividades anti-inflamatérias e
antibacterianas nas folhas de A. heterophyllus.

Artocarpus heterophyllus Lam é pertencente a familia Moraceae, que é constituida
por 37 géneros e cerca de 1100 espécies (DATWYLER; WEIBLEN, 2004) e encontra-se
dentro da ordem Rosales. Artocarpus é um género de habito arbdéreo dessa familia, con-
tendo cerca de 50 espécies. As espécies do género Artocarpus sdo ricas em compostos fe-
nolicos, derivados do metabolismo secundario. Devido aos compostos fendlicos presentes
nessas espécies, o género Artocarpus, conhecida no Brasil como jaqueira, € originaria da
India e Malasia e é bastante utilizado na medicina popular de paises asiaticos (PEREIRA;
KAPLAN, 2013).

A jaqueira pertence a familia Moraceae e é uma arvore mondica, com 12-20 m de
altura, cujo tronco robusto é revestido por casca espessa. Suas folhas sdo simples e al-
ternas. As flores masculinas e femininas possuem dimorfismo sexual, pois as flores mas-
culinas sao agrupadas em espigas claviformes e as femininas sao agrupadas em espigas
compactas (COSTALONGA, 2017). A espécie A. heterophyllus é exotica e tem a facilidade
em se adaptar rapidamente em regides onde ha bastante precipitacao (BALIGA et al.,
2011; COSTALONGA, 2017). Além disso, apresentam acdo alelopatica que impede a ger-
minacdo e o desenvolvimento de espécies nativas (THE NATURE CONSERVANCY, 2009).

O género Artocarpus é de grande interesse cientifico devido a importancia medicinal
de seus metabdlitos secundarios e suas atividades bioldgicas. Além da presenga de com-
postos fendlicos, terpendides e fitoesterdides, ha também lectinas (PEREIRA; KAPLAN,
2013). Chatterjee et al. (1979) relataram em sementes de jaca uma lectina, denominada
jacalina, que originou uma familia de lectina classificada por Van Damme (1998).

A jacalina € uma lectina a-D-galactose ligante (KUMAR et al., 1982), esta é extrai-
da das sementes da jaca e possui diversas atividades bioldgicas (JAGTAP; BAPAT, 2010),
com um potencial na pesquisa imunobioldgica incluindo o isolamento de glicoproteinas
do plasma humano que ainda podem ter aplicacdes no desenvolvimento ferramentas de
diagndstico e terapias para o cancer (EL-BOUBBOU et al., 2010; KABIR, 1998).

Algumas atividades farmacoldgicas sdo descritas para as folhas de A. heterophyllus,
como: antiinflamatoria, cicatrizante, antidiabética, antibacteriana e antifungica. Para as
outras partes da planta ainda podemos destacar as atividades: antiviral, anticancer, anti-
malarica, antioxidantes e antidiarreica (ARORA et al., 2016).

Ha um potencial antidiabético dos extratos obtidos a partir das folhas da jaqueira
que tem sido objeto de muitos estudos, devido a alta concentracdo de proantocianidinas

Da Pesquisa ao Ensino: uma investigagdo a partir das plantas medicinais - 1 2
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Capitulo 1

e flavonoides (LOIZZO et al.,, 2010). A utilizacdo da espécie Artocarpus heterophyllus
como fitoterapico tem grande perspectiva devido aos estudos anteriores, que mencionam
atividades bioldgicas de importancia para a saude, e também devido ao sucesso dessa
espécie quanto a adaptacao em solo brasileiro. Porém, sdo necessarios mais estudos que
confirmem a atuacdo da espécie como um potencial antioxidante e citotéxico, de acordo
com o 6rgdo vegetal estudado.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Producao do extrato

O extrato utilizado neste trabalho foi etandlico de folhas de Artocarpus heterophylius,
cedido pelo Laboratdrio de Genética Vegetal e Toxicoldgica, localizado na Universidade
Federal do Espirito Santo, Goiabeiras, Vitéria - ES. Todas as etapas da metodologia foram
realizadas no mesmo.

2.2 Constituintes fitoquimicos

Os testes de constituintes fitoquimicos foram realizados em triplicata utilizando téc-
nicas colorimétricas que tiveram suas absorbancias avaliadas através de um leitor de mi-
croplacas Epoch BioTek®. Cada padrao passou por uma diluicao seriada que se iniciou na
concentracao de 1000 pg/mL até 7,5 pg/mL. Através dos valores obtidos da leitura das
absorbancias dos padroes, foi possivel inserir um grafico de dispersao com a equagao da
reta geral y = ax + b. A partir da equacdo da reta, foi possivel encontrar a quantidade de
constituintes, através da substituicdo de valores: x = ((Absorbancia da amostra - b)

/ a))

Ao final da analise das triplicatas, foi calculada a média, o desvio padrdo e o erro pa-
drao. A quantidade de constituintes foi expressa em equivalente de miligrama do padrao
por grama de massa seca de extrato.

2.2.1 Teor total de fendis

Neste ensaio foi necessario preparar uma solugdo de Na,CO, 7,5% e de Folin-Ciocal-
teu 1:10. Para essas solugoes, o solvente utilizado foi dgua destilada. O padrao utilizado
foi o acido galico, e a leitura foi realizada a 750 nm no leitor de microplacas.
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2.2.2 Flavonoides

O teor de flavonoides totais foi determinado segundo Zhishen et al. (1999), com
adaptacoes. Os eppendorfs referentes ao extrato e as concentragdes diferentes do padrao
rutina foram mantidas no escuro por 10 minutos. A absorbancia de 430 nm foi detectada
por leitor de microplacas.

2.3 Atividade antioxidante

Trés metodologias diversas foram utilizadas neste experimento, sendo: DPPH, ABTS
e Quelante de Fe?*. Para a realizacao dos testes, tanto as amostras quanto os padroes
foram diluidos serialmente a partir da concentragao de 1000 pg/mL até 15,62 ug/mL. Os
resultados dos testes antioxidantes foram obtidos através das leituras de absorbancia
realizadas em um leitor de microplacas Epoch BioTek®, e assim foi possivel calcular a
porcentagem de inibicao de cada concentracao do extrato e do padrao a partir das absor-
bancias (Abs) obtidas, através do seguinte calculo: % inibicado = (Abs controle - Abs
amostra)/(Abs controle) x 100;

A partir desse calculo foi possivel inserir um grafico para cada porcentagem de inibi-
cao e exibir uma equacdo da reta y = ax + b. Através dessa equacgao obtida, foi possivel
calcular o EC, através da substituigdo dos valores de a e b que foram encontrados na
reta na seguinte formula: EC,, = ((50 - b) / a). Os resultados foram obtidos através do
calculo do EC,,, demonstrando qual a quantidade de amostra € necessaria para neutralizar
50% do radical, ou para reduzir 50% do ion Fe?*, no caso do teste quelante de ferro.

2.3.1 ABTS

Esta analise é utilizada para avaliar a atividade antioxidante através da captura do
radical 2,2 "- azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico), assim, pode-se medir a ati-
vidade de compostos de natureza hidrofilica e lipofilica (KUSKOSKI et al., 2005). A me-
todologia usada foi a de Rufino et al. (2007), o padrao utilizado foi Trolox, e a leitura de
absorbancia foi em 734 nm utilizando um leitor de microplacas.

2.3.2 DPPH

O método baseia-se na transferéncia de elétrons onde, por acao de um antioxidante,
o DPPH que é estavel e possui cor purpura é reduzido, transformando-se em difenil-picril-
-hidrazina, de coloragcao amarela (TOMEI; SALVADOR, 2007). A metodologia utilizada foi
a descrita por Rufino et al. (2007) e Duarte e Almeida et al. (2006). Os padroes utilizados
foram o acido gadlico e o trolox e a leitura de absorbancia foi realizada a 517 nm em leitor
de microplacas.
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2.3.3 Quelante de Fe?*

O ensaio antioxidante quelante de metais € um método simples para avaliar o poten-
cial de uma amostra de quelar os metais (GERVASIO, 2019). Quanto menor a absorban-
cia, ou menor intensidade da coloragdao, maior serd o potencial antioxidante e, portanto,
maior a capacidade de quelar os ions ferro. A metodologia utilizada foi descrita por Hinne-
burg et al. (2006) e Silva et al. (2014). O padrao utilizado foi EDTA e a leitura foi realizada
a 562 em leitor de microplacas.

2.4 Viabilidade celular e atividade antiproliferativa

2.4.1 MTT

Na avaliacdo da citotoxicidade, foram utilizados linfécitos humanos, ja na atividade
antiproliferativa, foram utilizadas células de Sarcoma 180 e o método utilizado foi o des-
crito por Vencioneck et al. (2018). Os protocolos de tratamento foram dois. Sendo, pré-
-tratamento: onde as células recebiam 100 pL de extrato de A. heterophyllus e apos 24 h
eram acrescentados 10,5 uL de cisplatina e corridas 24 h os resultados eram analisados,
0 outro tratamento consistia na exposicao das células ao extrato de A. heterophyllus por
48 h. Apés o final dos tratamentos, a leitura foi realizada em um leitor de microplacas a
595 nm.

Os resultados de viabilidade celular foram calculadas da seguinte forma:
%o Viabilidade celular = ((Abs da amostra x 100) / Abs controle))

Abs é referente as absorbancias obtidas no espectrofotdmetro e microplacas. A ab-
sorbancia do controle utilizada nos calculos foi a média da triplicata do controle. Para
avaliar a seletividade do extrato para as células de sarcoma 180 foi utilizado o Indice de
Seletividade (IS) descrito por Badisa et al., (2006): IS = IC,, da célula nao neoplasi-
ca / IC_, da célula neoplasica. Se o IS for abaixo de 2,0 ndo ha seletividade, ja acima
de 2,0 o extrato estudado é considerado seletiva. Quanto maior o valor de IS, maior é a
seletividade da amostra.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante do extrato etandlico das folhas de A. heterophyllus foram

analisadas atraves de EC_,, e estdo registradas na tabela 1.

Tabela 1: Atividade antioxidante do extrato etandlico das folhas de Artocarpus heterophyllus, representa-
da em EC_, pelos métodos DPPH e ABTS.

DPPH EC,, ABTS EC,,
Amostra
(pg/mL) (Hg/mL)
Padrdo - Acido galico 13,96 -
Padrao - Trolox 1,56 36,68
A. heterophyllus 3,21 421,08

De acordo com Raaman e Tenzing (2014), no teste DPPH, o IC50 do extrato meta-
nolico das folhas de A. heterophyllus foi 13,57 pg/mL, indicando uma boa atividade an-
tioxidante.

No trabalho de Sreeletha et al. (2018), o extrato metandlico do fruto de A. hetero-
phyllus teve uma atividade com valor de IC_, de 636,55 pg/ml e o extrato em etil-acetato
obteve o valor de IC,, 713.36 pg/mL. O extrato em solvente hexano mostrou baixissima
atividade antioxidante. Neste caso, uma hipdtese é que a solubilidade dos metabdlitos se-
cundarios envolvidos na atividade antioxidante tenha uma influéncia nos valores obtidos.
Uma vez que, quanto mais apolar o solvente, menor é a atividade antioxidante, neste
estudo.

Sharma et al. (2015), analisaram a atividade antioxidante de Artocarpus hetero-
phyllus através do método ABTS, porém os resultados foram obtidos em porcentagem de
inibicao e andlise estatistica, sendo dificil compara-lo com o resultado deste experimento.
Além disso, os extratos utilizados foram do fruto e da casca, em solventes diferentes, sen-
do metanol, acetona e hexano com etanol e 4gua. Mesmo assim, o trabalho de Sharma et
al. (2015) sugere que a parte comestivel e a casca possuem alta atividade antioxidante e
sequestradora de radicais livres (SHARMA et al., 2015).

No experimento realizado com o extrato etanodlico de A. heterophyllus, devido ao
solvente em questao e comparando com o trabalho de Raaman e Tenzing (2014), cujo
extrato era metandlico, era estimado que o extrato em solvente mais polar obtivesse
maior atividade antioxidante, devido as estruturas quimicas dos compostos fendlicos, que
possuem grupos hidroxilas e carbonila, que possuem uma grande afinidade e atragao por
compostos polares. O metanol é considerado mais polar do que o etanol, devido ao menor
numero de carbonos em sua cadeia, portanto esperava-se que o extrato etandlico desse
estudo tivesse uma menor atividade antioxidante. Porém, sabe-se que varios fatores in-
fluenciam em uma analise, como o local de coleta das folhas para o preparo do extrato,
a temperatura, a radiacao UV, o tempo da coleta, entre outros. Pois todos esses fatores
interferem na producao dos metabdlitos secundarios.
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Na metodologia de quelante de Fe?* ndo obteve resultado antioxidante. Isso é dife-
rente dos resultados encontrados na literatura, porém ela se refere a outras partes da
planta e a aplicacao de diferentes metodologias para quantificar a atividade antioxidante
pela quelacao do Fe?*. De acordo com Ajiboye et al. (2016), por exemplo, o extrato da
casca da arvore de A. heterophyllus possui uma boa atividade antioxidante na metodolo-
gia de quelacao de ions Fe?*, sendo, inclusive, melhor do que o padrao utilizado por ele,
que foi a rutina. Essa metodologia é diferente da utilizada no experimento descrito neste
trabalho, sendo invidvel comparar os resultados de metodologias distintas, mesmo que o
objetivo destas sejam o mesmo.

3.2. Analise fitoquimica

Tabela 2: Concentracdo de compostos fendlicos totais, flavonoides expressos em equivalente de rutina?,
flavonoides expressos em equivalente de quercetina® e taninos;
Os valores estdo expressos em média £ EP (n=3), no qual EP significa Erro Padrao;

Fendis totais Flavonoides Taninos
(mg/g EAG) (mg/g) (mg/g EAT)
+ EP + EP + EP
A. heterophyllus 782,62 + 15,86 111,27 + 4,592 25,80 + 1,18
20,10 + 0,95°

O teor total de flavonoides obtido no extrato etandlico de A. heterophyllus foi 111,27
mg/g (£ 4,59) de equivalente de rutina por grama de extrato seco e 20,10 mg/g ( *
0,95) de equivalente de quercetina por grama de extrato seco. O resultado equivalente a
rutina foi considerado um bom resultado ao comparar com estudos anteriores envolvendo
a analise quantitativa de flavonoides na jaqueira. Porém, ao analisar o resultado obtido
em equivaléncia de quercetina, é possivel visualizar que a quantidade de flavonoides esta
abaixo de outros trabalhos.

Dados presentes no trabalho de Raaman e Tenzing (2014), utilizando extrato meta-
nolico de folhas de A. heterophyllus mostram que o teor de flavonoides, estimado pelo
mesmo método do presente trabalho (AICL), foi de 86,75 miligramas de quercetina por
grama de extrato seco. Essa diferenca de resultados pode ser devido a diferenca de sol-
vente na preparacao do extrato, visto que o trabalho de Raaman e Tenzing (2014) utilizou
extrato metandlico e neste trabalho o extrato foi etandlico.

Além disso, outros fatores influenciam os metabdlitos secundarios, como por exem-
plo: temperatura, nutrientes, altitude e radiagao ultravioleta (GOBBO-NETO; LOPES,
2007). Além disso, a maioria dos trabalhos sobre A. heterophyllus utilizam extratos de
outras partes da arvore, como por exemplo: o fruto, a casca e as sementes.

A quantidade de fendis totais obtidas no extrato foi 782,62 (+ 15,86), sendo o me-
tabdlito secundario mais presente no extrato. O trabalho de Raaman e Tenzing (2014)
também relata o teor total de compostos fendlicos no extrato metandlico de folhas de
A. heterophyllus, estimado pelo mesmo método do presente trabalho, cujo resultado foi
de 524,86 mg/g EAG. Sharma et al. (2015) também trabalhou com o extrato metandlico
de A. heterophyllus, porém utilizou a casca, a semente e a polpa para as analises, com-
parando com extrato em acetona e "mix” solvente (80% etanol + 10% hexano + 10%
agua), e os resultados obtidos no pé da casca foi superior ao relatado anteriormente nos
resultados da polpa (0,21 £ 0,012 mg/g EAG) e semente (27,7 mg/g EAG) (UMESH et al.,
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2010; SOONG; BARLOW 2004). Segundo Soong e Barlow (2004) isto poderia ser devido
a producdo de mais compostos fendlicos na parte externa durante a frutificacdo, a fim de
proteger as sementes do ataque microbiano.

Além disso, os resultados diferiram de acordo com o solvente utilizado na extracao do
material, sendo os mais polares os que tiveram melhor resultado de compostos fendlicos.
O “mix” solvente foi o que obteve menor resultado de compostos fendlicos, apesar de ter
80% de etanol, os 10% de hexano provavelmente interferiu na extracao desses compos-
tos fendlicos. Este fato pode ser atribuido ao efeito do solvente, dada a sua apolaridade.
Uma vez que os compostos fendlicos possuem grupos hidroxila e carbonila, existe uma
maior afinidade destas estruturas com solventes polares, como o etanol e metanol.

O teor total de taninos obtido no extrato etandlico de A. heterophyllus foi 25,80 mg/g
(£ 1,18) de equivalente de acido tanico por grama de extrato seco. No trabalho de Gupta
et al. (2014) a quantidade de taninos também foi baixa, sendo o resultado obtido 14,5
mg/g EAT.

3.3 Viabilidade celular e atividade antiproliferativa

Na tabela 3 é possivel visualizar o percentual de células viaveis de linfécitos humanos
em exposicao ao extrato de A. heterophyllus em diferentes concentracdes. Percebe-se
que o extrato estudado tem uma elevada citotoxicidade, uma vez que a menor concen-
tracao (5 pg/ml) ainda teve uma viabilidade celular relativamente baixa, de 44,61%. Isso
demonstra que o extrato foi responsavel pela morte celular de mais de 50% dos linfdcitos.
O pré-tratamento obteve um melhor resultado, uma vez que mesmo apos a adicdo de
cisplatina, que é altamente citotdxica, houve valores mais altos de viabilidade celular.

Tabela 3: Viabilidade celular de linfocitos humanos sob tratamento com o extrato de A. heterophyllus
em 48 horas de exposicdo e pré-tratamento por 24 horas.

Tratamentos Linfocitos
Citotoxico Anticitotoxico
A. heterophyllus 48h Pré-tratamento
5 pg/ml 44,61% + 0,73 90,08% =+ 3,79
25 pg/ml 35,69% + 1,21 88,49% =+ 2,10
50 pg/ml 37,37% =+ 0,29 93,25% =+ 3,91
100 pg/ml 41,43% =+ 0,76 109,35% =+ 6,19

A tabela 4 demonstra os resultados obtidos na linhagem de Sarcoma 180. E possivel
observar que as maiores concentragoes (100 pug/ml e 50 ug/ml) do extrato possuem uma
atividade antiproliferativa interessante, uma vez que matam mais de 70% das células
neoplasicas.
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Extratos obtidos a partir de sementes de A. heterophyllus ja foram testados em tipos
de linhagens celulares como A549 (cancer de pulmao) e MCF-7 (cancer de mama) em
extrato metandlico, apresentando resultados promissores (PATEL; PATEL, 2011), e extra-
tos obtidos a partir da madeira de arvores de A. heterophyllus apresentaram resultados
positivos quando testados em células de melanoma B16, o que corrobora com os resulta-
dos encontrados, sugerindo a presenga de um composto em comum entre esses extratos.
(ARUNG et al., 2010).

No trabalho de Gupta et al. (2014), o extrato de casca de A. heterophyllus diminuiu
a viabilidade das linhagens celulares Hela (células cervicais), MCF-7 (células de cancer
de mama), HepG-2 (células de carcinoma hepatocelular) e MG-63 (células de sarcoma
0sseo0).

Porém, essas altas concentragdes também possuem atividade citotoxica em linfoci-

tos, como discutido anteriormente.

Tabela 4: Percentual de células viaveis de sarcoma 180 sob 48 horas de exposicdo em diferentes concen-
tracoes de Artocarpus heterophyllus.

Tratamentos Sarcoma

Antiproliferativo

A. heterophyllus 48h
5 pg/ml 87,61 % + 5,24
25 pg/ml 55,51 % + 1,83
50 pg/ml 28,75 % +£ 0,81
100 pg/ml 20,45 % + 0,10

Dessa forma, foi necessario calcular o indice de Seletividade (IS), segundo Badisa
et al. (2016). O célculo foi realizado através do IC50 das células de linfécitos (0,00333)
e do IC50 das células de sarcoma 180 (26,84), ambos obtidos no GraphPad Prism 7. O
resultado do indice de seletividade foi baixissimo, significando que esse extrato ndo possui
seletividade quanto as células neopldsicas e nao neoplasicas.

A maioria dos estudos com A. heterophyllus envolve a semente ou o fruto da jaquei-
ra, portanto a maioria dos dados obtidos na literatura estdo relacionados a essas partes
da planta. Mesmo assim, nao foram encontrados dados relacionados aos linfécitos huma-
nos, sendo utilizados geralmente células da linhagem L929, do tipo fibroblastos.

De acordo com Burci (2018), os extratos das sementes da jaca possuem efeito anti-
proliferativo, porém ndo possuem citotoxicidade em L929, uma linha celular normal. Isso
pode ser devido as proteinas presentes na semente, como a jacalina e artocarpina.
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4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos na analise antioxidante através do método DPPH mostram que
essa espécie possui uma boa acao antioxidante. Provavelmente esta acdo esta relaciona-
da a grande quantidade de fendis totais do extrato. Entretanto, mais estudos devem ser
feitos em relacao as folhas da jaqueira, uma vez que apenas um tipo de extrato foi usado
neste trabalho e ao compara-lo com outros trabalhos realizados, foi possivel notar a in-
fluéncia do tipo de solvente no preparo do extrato, inclusive sendo um fator determinante
para a quantidade de compostos fendlicos, como fendis totais, flavonoides e taninos, e
também na atividade antioxidante. Devido a sua atividade antioxidante, A. heterophyllus
pode ser uma potencial fonte de produtos naturais de interesse farmacoldgico, principal-
mente os compostos fendlicos. Porém, é necessario estudos mais aprofundados sobre a
sua citotoxicidade, pois o presente trabalho demonstrou uma alta citotoxicidade em lin-
focitos humanos e um baixo indice de seletividade entre células neoplasicas e células nao
neoplasicas.
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Resumo

nhecimento adquirido durante os séculos deu origem a medicina moderna, tornan-

do- se precioso as geracdes e comunidades futuras. As plantas podem apresentar
diferentes niveis de metabdlitos de acordo com as condicdes de coleta, isso acontece como
resposta do vegetal a fatores bidticos e abidticos, sendo assim, as condigdes de cultivo e
coleta precisam ser estudadas e bem estabelecidas para garantir seu uso eficaz e segu-
ro. Gliricidia sepium (Jacq.) Kunth ex Walp é uma planta da familia Fabaceae. No Brasil é
empregada na agricultura e pecuaria, porém, em outros paises tem utilizacdo medicinal.
G. sepium possui quantidade significativa de compostos fendlicos e flavonoides (meta-
bolitos secundarios), substancias que possuem acao bioldgica antioxidante. Essa acao é
muito importante no combate aos danos que os radicais livres causam ao corpo. A fim de
investigar o potencial uso medicinal da planta, este trabalho teve como objetivo avaliar
e comparar os teores de metabdlitos e atividade antioxidante de G. sepium em estadio
vegetativo e de floracao. A quantificacao dos teores apresentou resultados significativos.
Os valores de flavondides, fenodis e taninos para os estadios vegetativo e floracdao, foram
de (93,66 ug.mL! e 328,48 ug.mL1?), (393,62 ug.mL?! e 418,84 ug.mL?) e (69,02 ug.mL?)
respectivamente. Os resultados obtidos demonstraram que houve diferenca entre os esta-
dios observados em referéncia aos valores obtidos, ja os testes de atividade antioxidante
nao demonstraram resultados relevantes nas vias antioxidantes dos testes empregados.

Q utilizacdo das plantas medicinais teve inicio nos primérdios da humanidade, o co-

Palavras-chave: Plantas medicinais, Analises quimicas, Estadios fenoldgicos

Abstract

over the centuries led to modern medicine, such knowledge is precious and passed

through generations in communities and tribes. Plants can present different levels
of metabolites according to the conditions of collection, this happens as a response of the
plant to biotic and abiotic factors, therefore, the conditions of cultivation and collection
need to be studied and well established to ensure their effective and safe use. Gliricidia
sepium (Jacq.) Kunth ex Walp is a plant that belongs to the Fabaceae family. In Brazil it
is used in agriculture and livestock, however, in other countries it has medicinal use. In
countries such as Panama and Costa Rica, its leaves and bark are prepared in different
ways and commonly used in skin treatments and bacterial infections. G. sepium has a
significant amount of phenolic compounds and flavonoids (secondary metabolites), subs-
tances that have biological antioxidant action. This action is very important in combating
the damage that free radicals cause to the body. In order to investigate the potential
medicinal use of the plant, this work aimed to evaluate and compare the levels of meta-
bolites and antioxidant activity of G. sepium in the vegetative and flowering stages. The
quantification of the contents showed significant results, except for tannins. The results
obtained showed that there was a difference between the stages observed in reference to
the values obtained, since the tests of antioxidant activity did not show relevant results in
the antioxidant pathways of the tests used.

The use of medicinal plants began in the dawn of humanity, the knowledge acquired

Keywords: Medicinal plants, Chemical analysis, Phenological stages
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1. INTRODUCAO

Plantas medicinais sao todo e qualquer vegetal que apresenta capacidade de causar
algum efeito bioldgico. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2020) ainda acrescenta
qgue plantas medicinais sao os vegetais utilizados na cura ou tratamento de doencas e que
possuem tradicao como medicamento em uma comunidade ou populagao.

As condicOes de coleta do vegetal podem modular sua capacidade bioldgica e os fa-
tores bidticos e abidticos podem influenciar na producao e na proporcao dos compostos
do metabolismo secundario das plantas. Um exemplo histérico dessa distincdo sao os
carrascos gregos que coletavam o veneno cicuta proveniente da planta Conium L. pela
manha, horario que a planta possui maiores niveis de coniina. Tal fendbmeno ocorre por
conta das mudancas do metabolismo das plantas em resposta a interferéncia do ambiente
(GOBBO-NETO et al., 2007)

A atividade antioxidante € uma acdao muito buscada nos dias atuais, inclusive em
plantas medicinais, fitoterapicos e na dieta cotidiana. Tal efeito é encontrado em compos-
tos do metabolismo secundario das plantas, em grande parte nos compostos fendlicos,
como os flavonoides e os taninos. Sua acao é responsavel por prevenir e combater os da-
nos causados por radicais livres (ADEBAYO et al., 2015; DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

Os radicais livres sdo provenientes de um mecanismo de transferéncia de elétrons
que ocorre naturalmente de seres aerdbicos, porém, essa transferéncia pode produzir
elétrons desacoplados, gerando assim os radicais livres. Existem alguns tipos de radicais
livres, como por exemplo as EROs, que sdao muito reativas e podem causar danos as cé-
lulas do corpo (PIETTA, 2000).

A Gliricidia sepium (Jacq.) Kunth ex Walp pertence a familia Fabaceae, popular-
mente conhecida em outros paises como mata raton, coiote, madre cacau, entre outros
(BAGGIO, 1982; OTAROLA, 1995). A espécie aqui estudada possui crescimento rapido e
sua utilizacdo é muito comum para o sombreamento de algumas culturas (DUNSDON et
al., 1991; DUQUE, 1998). Como possui grande quantidade de nitrogénio e proteinas em
suas folhas, também é empregada na alimentacao de ruminantes (CHADHOKAR, 1982;
DUNSDON et al., 1991; CARVALHO e FILHO et al., 1997; SHERMAN, 1977) . Seu poten-
cial medicinal no Brasil ainda ndo € explorado, porém, em outros paises a planta € muito
utilizada no tratamento de infeccOes de pele e outras enfermidades (RUIZ-TERAN; ME-
DRANO-MARTINEZ; NAVARRO-OCANA, 2008).

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi estabelecer os teores de metabdlitos secun-
darios e verificar sua correlacao com o desempenho das atividades antioxidantes de ex-
tratos de Gliricidia sepium (Jacq.) Kunth ex Walp a partir de plantas coletadas no estadios
vegetativo e de floragao.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencao dos Extratos

Os extratos vegetais utilizados fazem parte do banco de extratos do Laboratério de
Genética de Plantas e Toxicoldgica localizado na Universidade Federal do Espirito Santo
(UFES) e foram produzidos a partir de dois diferentes estadios de desenvolvimento da
planta: floracao e vegetativo. Para tanto, foram coletadas folhas frescas da planta na Fa-
zenda Experimental Reginaldo Conde (JUCURUABA) do INCAPER, localizada no municipio
de Viana/ES.

O material vegetal foi seco em temperatura ambiente ao abrigo de luz, logo apds as
folhas foram trituradas em triturador industrial e colocadas em béquer para o inicio da
maceracao (que consistiu em trés ciclos de 72hrs, com filtragem do material apds cada
um dos intervalos), a qual foi feita em temperatura ambiente até sua exaustdo, sendo
o solvente utilizado, o etanol absoluto 99%. Apds a maceracgao, todo extrato resultante
deste processo foi concentrado por rotaevaporacao a vacuo com pressao reduzida e a
temperatura média de 60°C. Em seguida, foi feita a secagem do concentrado em estufa,
por 24h a 50°C, sendo posteriormente estabelecida a massa seca dos extratos para uso
nos ensaios bioldgicos.

2.2 Teores Totais de Metabolitos

2.2.1 Teor Total de Flavonoides

De acordo com o método descrito por Zhishen et al. (1999) foram determinados os
teores totais de flavonoides dos extratos dos dois estagios fenoldgicos da planta. Os ex-
tratos foram diluidos em metanol na concentragcao de 500 ug.mL* e o padrao utilizado foi
a rutina. Para tal, foi adicionado 0,5 mL dos extratos diluidos um volume de 1,5 mL de
solugdo metandlica de cloreto de aluminio hexahidrato (AICI,06H,0) (2% p/v) e a solugdo
foi mantida ao abrigo da luz por 10 min. Para a construcao de uma curva padrao de teor
de flavonoides foram utilizadas diluicdes em série do padrao nas concentragoes de 1000;
500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62 e 7,81 ug.mL* com objetivo de tracar uma curva pa-
drao. Os resultados foram expressos em equivalente de rutina por grama de massa seca
do extrato. Os experimentos foram conduzidos em triplicata. A leitura das amostras foi
realizada em um espectrofotdmetro ELISA (Epoch - BioTech®) a 430nm.

2.2.2 Teor Total de Compostos Fenolicos

De acordo com o método espectrofotométrico Folin-Ciocalteu descrito por Zhang et
al. (2006), foram preparadas duas solugdes, uma de etanol e outra de G. sepium, cada
uma na concentracdao de 500 pg.mL*, o acido galico foi utilizado como padrao. Os ex-
tratos foram diluidos em etanol, para serem usados na concentracdo de 500 pg.mL*. O
padrdo foi dissolvido em agua destilada e diluido em série do padrdao nas concentragdes
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de 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62 e 7,81 ug.mL! para obtencao da curva de
calibracao onde os resultados foram expressos em miligramas de acido galico por grama
de peso seco do extrato. Os experimentos foram conduzidos em triplicata. A absorbancia
das amostras foi detectada a 750 nm.

2.2.3 Teor Total de Taninos

O estabelecimento dos teores totais de taninos foi realizado pelo método Folin-Denis
descrito por Pansera et al. (2003) com alteracgdes, o acido tanico foi utilizado como pa-
drao. Os extratos foram diluidos em etanol na concentracdo de 500 pg.mL?, o padrao foi
dissolvido em agua destilada e diluido em série nas concentracdes descritas anteriormen-
te, com objetivo de tracar uma curva de calibragdo. O teor total de taninos foi expresso
como equivalentes em miligramas de acido tanico por grama de peso seco dos extratos.
Os experimentos foram conduzidos em triplicata. A leitura das amostras foi realizada em
um comprimento de onda de 725 nm.

2.3 Atividade antioxidante

2.3.1 Sequestro de Radicais Livres pelo Método ABTS

O ensaio ABTS (2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)) foi realizado
conforme método descrito por Rufino et al. (2007) com adaptacdes. Teve como padrao
o trolox. Os extratos e o padrdo foram diluidos em etanol nas seguintes concentracdes
1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,63 e 7,81 ug.mL. A absorbancia das amostras foi
quantificada utilizando um espectrofotdmetro na faixa de 734 nm. Os resultados foram
expressos em IC50 (ug.mL*) sendo a concentracdo necessaria para a inibicao de 50% do
radical ABTS.

2.3.2 Avaliacao do Potencial Antioxidante Frente ao Radical DPPH.

O ensaio da atividade sequestrante do radical livre estavel 2,2-difenil-1-picril-hi-
drazila (DPPH) foi realizado, em microplaca, conforme método descrito por Rufino et al.
(2007). Para tanto, foi utilizado o acido ascérbico como padrdao, sendo o mesmo e o0s
extratos etandlicos da planta dissolvidos em metanol e diluidos em série para alcancar
concentragoes de 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,63 e 7,81 pug.mL*. A leitura foi
realizada em um espectrofotometro com comprimento de onda de 517 nm e os resultados
expressos com o valor de IC50 (pg.mL?), sendo essa a concentracao necessaria presente
nos extratos para inibicao de 50% do radical DPPH.
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2.4 Analise Estatistica

Os resultados do perfil fitoquimico e das atividades antioxidantes de G. sepium fo-
ram realizados em triplicatas e expressos em média + erro padrdo e com o IC50 e/ou
porcentagem de inibicdo, realizados utilizando-se o software Microsoft Excel. As analises
dos componentes principais (PCA) e da correlagao de Pearson foram obtidas utilizando o
software Paleontological Statistics (PAST 4.03).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Na tabela 1, pode-se observar os resultados dos testes realizados com os extratos de
folhas de G. sepium nos estadios vegetativo e de floragao.

Extrato de G. sepium

Estadio Vegetativo Estadio de Floragao
ABTS IC,, 270,753 258,99
DPPH IC,, 286,485 1203,327
Flavonoides
(equivaléncia de mg de 93,660 + 2,020 328,480 + 0,199
rutina em g de extrato)
Fenois
(equivaléncia de mg de 393,623 + 14,069 418,841 + 9,397
acido galico em g de extrato)
Taninos
(equivaléncia de mg de 69,026 + 9,573 ndo detectavel

acido tanico em g de extrato)

Tabela 1 - Resultados dos testes antioxidantes DPPH, ABTS e teste de teores totais de metabdlitos flavo-
noides, fenodis e taninos realizados neste trabalho. (Dados expressos em ug.mL?)
Fonte: Autoria propria

Sao perceptiveis resultados distintos tanto nos testes de teores, quanto nos de ati-
vidade antioxidante. Uma possivel explicacao para isso ocorre pela diferenca fisioldgica
que o vegetal apresenta em cada um dos estadios de desenvolvimento, mostrando assim,
a importancia de se observar diversos fatores bidticos e abidticos na coleta das plantas
para uso como medicamento e testar esse vegetal em diversas condigdes (GOBBO-NETO

Da Pesquisa ao Ensino: uma investigagdo a partir das plantas medicinais - 2 8
Vol. 01



Capitulo 2

et al., 2007). Como apresentado, espécies iguais podem apresentar diferencas em sua
composicao quimica variando com as condicdes de vida como sazonalidade, idade do ve-
getal, temperatura, disponibilidade de agua, estadios de desenvolvimento entre outros
(GOBBO-NETO et al., 2007).

No presente estudo, tal divergéncia pode ser explicada pela diferenca fisiolégica que
uma planta apresenta nos seus estadios de desenvolvimento. Em condicOes de floracdo, a
planta vai demandar sintese de compostos diferentes para produzir flores, atrair poliniza-
dores e garantir o sucesso de tal etapa. Ja em fase vegetativa, as necessidades mudam e
0s processos de metabolizagao também podem ser diferentes, uma vez que a planta tem
suas atividades mais voltadas ao crescimento e estruturacdao de seus 6rgaos.

Quanto aos resultados obtidos pela analise de teores de compostos da planta (com-
postos fendlicos, flavonoides e taninos), alguns pesquisadores relatam seus dados de
compostos fendlicos utilizando G. sepium. Akharaiyi et al. (2012) relatou valores de
5,81mg/ml e 3,92mg/ml de amostra seca, enquanto Sinha et al. (2013) encontraram va-
lores como 3,89 mg/ml para o mesmo composto, e para finalizar Ang et al. (2019) relata
valores como 15,20 e 14,43 mg/ml GAE/g de amostra seca, para os teores de compostos
fenodlicos. Abdulaziz et al. (2019) indicam uma presenca moderada de flavonoides e ex-
pressiva de taninos na mesma espécie. A presenca desses compostos sustenta os resul-
tados das atividades antioxidantes aqui apresentados.

Reynertson et al. (2005) estipulam que, para o teste DPPH, os valores de IC50 me-
nores que 50 indicam alta atividade antioxidante, ja os valores entre 50 e 100 indicam
capacidade média, enquanto valores entre 100 e 200 sao considerados como baixa ativi-
dade e valores acima de 200 inativos. Ja Kusmardiyani, et al. (2016) afirmam que valores
inferiores a 50 indicam o6tima atividade, valores entre 50 a 100 indicam atividade forte,
valores entre 101 e 150 atividade mediana e valores acima de 150 baixa atividade. Em
ambos os cenarios, pode-se considerar que G. sepium apresentou atividade antioxidante
baixa ou inativa nos testes realizados para este trabalho (tabela 1). O que pode indicar
que as condicdes ambientais do espécime coletado ndo eram as mais propicias para mo-
dular o melhor resultado, ou o solvente utilizado para extracao foi muito abrangente e
selecionou componentes que ndo foram testados, ou os testes realizados ndao abrangeram
a via antioxidante que o extrato apresenta melhores resultados.

A atividade antioxidante da planta pode estar associada a presenca de diversos com-
postos. Neste trabalho foram quantificados trés classes de compostos do metabolismo
secundario da planta.

O extrato das folhas de G. sepium, em estadio vegetativo, demonstrou uma quanti-
dade consideravel de fendis. Enquanto o extrato das folhas coletadas em estadio de flora-
cao demonstrou bons resultados em quantificacdo de fendis e flavondides, porém nao foi
detectada a presenca de outros compostos como os taninos.

Ang et al. (2019) indicaram que extrato etandlico de G. sepium apresenta bons re-
sultados em testes antioxidantes de acao ferro redutora e DPPH (apresentando resultados
como 200.2 + 4.37 mg AAE/g de amostra seca). A capacidade antioxidante de G. sepium
também é discutida por Abdulaziz et al. (2019), que realizaram ensaio DPPH e obtiveram
resultado de IC50 de 144 ppm, valor que os autores classificam como capacidade antio-
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xidante média e também obtiveram resultados que indicam a presenca de flavonoides e
taninos em extrato etandlico.

Os resultados antioxidantes em ABTS e DPPH dos ensaios deste trabalho apresenta-
ram baixo desempenho, porém, com diferencas, isso indica que possivelmente os com-
postos da classe de flavonoides e de fendis totais estejam ligados a um melhor desempe-
nho em ABTS e a falta de taninos pode ser um dos fatores do baixo desempenho em DPPH
para Gliricidia sepium folha floragao

3.1 Correlacao entre o Conteiildo Total de Compostos Fendlicos e Ati-
vidade Antioxidantes

A analise de componentes principais (PCA) e a matriz de correlacdo de Pearson fo-
ram aplicadas com o objetivo de avaliar a correlagao dos resultados obtidos com os testes
realizados neste trabalho, com a finalidade de limitar a dimensao do conjunto de dados
gerados com muitas variaveis e assimilar as relacdes entre as variantes. Foram retirados
os valores do teste de taninos totais, pois, por sua baixa incidéncia ou nula, ndo apresen-
tavam peso para a analise PCA.

Foi observada uma variancia total de PC1 e PC2 de 94,62%, sendo 79,16% em PC1
e 18,45% em PC2 (primeiro e segundo componentes, principais para analise). Em PC1 os
resultados dominantes foram a atividade antioxidante ABTS e o teor total de flavonoides,
em PC2 foram dominantes a atividade antioxidante DPPH e o teor total de fendis. A partir
da PCA foi demonstrada uma correlagao alta e inversa dos teores de flavonoides em teste
antioxidante ABTS, o que indica que os flavonoides sdo responsaveis por serem os maio-
res detentores de atividade do teste, em DPPH ndo existe correlagao inversa, o que indica
que os teores de flavonodide e fendis ndo contribuem para a atividade do teste. (Figura
1). E possivel visualizar que os extratos de estadios diferentes se localizam em sentidos
opostos e que a atividade do ABTS esta inversa, mas nao diretamente aos fendis totais.
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Figura 1 - Analise de Componentes Principais (PCA) dos teores (flavonoides e fendis) e testes antioxidan-
tes (ABTS e DPPH) dos extratos G.sFV e G.sFF.
Fonte: Autoria propria
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Na tabela 2 é possivel analisar as correlacdes das varidveis apresentadas pela analise
de Pearson realizada com os resultados dos testes com o extrato da planta em estadio
vegetativo e de floragao.

DPPH ABTS FENOIS FLAVONOIDES
DPPH 1
ABTS -0,67522 1
FENOIS 0,29302 -0,68026 1
FLAVONOIDES 0,86191 -0,90605 0,60159 1

Tabela 2 - Matriz de Correlacao de Pearson entre teores de compostos fenolicos e atividade antioxidante.
Fonte: Autoria propria

Foi utilizado o parametro de Mukaka (2012) para determinar a forca dos resultados
de correlacdo obtidos. E perceptivel a correlagdo muito forte e inversa dos teores de fla-
vonoides com a atividade antioxidante ABTS, o que indica que o composto pode ser res-
ponsavel pela atividade expressa. E detectavel também relacdo inversa e moderada entre
fendis e ABTS, indicando também a participacdo dos fenodis na atividade antioxidante me-
diada pelo mecanismo envolvido neste ensaio. E perceptivel a relagao positiva entre DPPH
e a presenca de flavonoides, isso indica que o composto nao possui atuagao na atividade
antioxidante nesse contexto.

A auséncia de expressao de taninos pode ser pela alteracao da concentracdo de al-
guns compostos por conta do estadio em que a planta se encontrava no momento da cole-
ta, onde se obteve uma menor relevancia da quantificacdo de taninos, e uma maior quan-
tidade de flavonoides, no caso do estadio de floracdo. A capacidade antioxidante ABTS foi
a que apresentou maior quantidade de relagdes que indicam participagao na atividade.

4. CONCLUSOES

Pode-se concluir que G. sepium detém quantidade significativa de teores de flavonoi-
des em estadio de floragao, quantidade alta também em teores de fendis totais nos dois
estadios de desenvolvimento pesquisados neste trabalho. Os resultados antioxidantes de
ABTS apresentaram atividade baixa, enquanto os resultados da atividade antioxidante
em DPPH nao apresentaram resultados significativos, o que leva a crer que a planta pode
possuir melhor desempenho antioxidante em outras vias.

A matriz de correlacao de Pearson apresenta uma correlacao alta e inversamen-
te proporcional aos teores totais de flavonoides, que apresentaram o valor (0,86191),
agora em relacao a atividade antioxidante do ABTS os valores agora inversos, foram de
(-0,67522), o que indica que sao os flavonoides os compostos majoritarios que atuantes
em maior quantidade frente a essa atividade.
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Apesar de ndo ser uma planta explorada como fitoterdpico no Brasil, estudos indicam
que G. sepium possui bom desenvolvimento em atividades bioldgicas diversas. Mesmo
assim, novos estudos sao necessarios para explorar a capacidade antioxidante em outras
vias, seu potencial anti citotdxica ou citotdxica, entre outros testes, para garantir o uso
da planta de forma segura em cenario nacional.
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Resumo

versifolia (Hemsl) A. Gray é uma dessas plantas, usada em varios paises na cura de

enfermidades como malaria, diabetes e inflamagoes. Apesar de inUmeras utilidades,
ainda se faz necessario estudos que visam elucidar os seus reais efeitos no organismo,
uma vez que os componentes desta planta podem apresentar niveis de toxicidade e ma-
nifestar danos genotdxicos e mutagénicos. Foi realizado o teste de Dose Letal Mediana
(DL50) para avaliar a toxicidade aguda em camundongos da linhagem Swiss. Nesse teste
a planta se apresentou pouco téxica ao se observar uma mortalidade de menos de 50%
dos animais em uma concentracdo de 1000 mg/kg. Apds analisado o nivel de toxicidade,
foi avaliada a atividade mutagénica, por meio do teste de micronucleo, em sangue peri-
férico de camundongos da mesma linhagem. Um total de 48 camundongos da linhagem
Swiss foram tratados com trés concentracdes (50,100,150 mg/kg) de extratos de plantas
oriundas de duas localidades diferentes do Espirito Santo, para observar se ha influéncia
de fatores abiodticos das localidades nas quais essas plantas ocorrem. Também foram tra-
tados animais com solugao salina 0,9%, para controle negativo, e com cisplatina 6 mg/
kg, para controle positivo. Os resultados indicaram que T. diversifolia (Hemsl) A. Gray nao
induz a mutagenicidade e possui baixa toxicidade aguda, contribuindo assim para o seu
uso seguro como planta medicinal. Contudo, sao necessarias analises mais aprofundadas
para certificar sua total seguranca na utilizagdao dessa planta como medicinal.

Ouso das plantas na cura de doencas acompanha a histéria do homem. Tithonia di-

Palavras-chave: Plantas medicinais, Toxicidade, Linhagem Swiss, DL50, Micronu-
cleo.

Abstract

lia (Hemsl) A. Gray is one of these plants, used in several countries to cure diseases

such as malaria, diabetes and inflammations. Despite numerous utilities, T. diversi-
folia (Hemsl) A. Gray still needs studies aimed at elucidating its real effects on the body,
since the components of this plant may present toxicity levels and manifest genotoxic and
mutagenic damage. The Median Lethal Dose (DL50) test was performed to evaluate acute
toxicity in Swiss mice. In this test, the plant presented low toxicity when a mortality of less
than 50% of the animals was observed at a concentration of 1000 mg/kg. After analyzing
the level of toxicity, the mutagenic activity was evaluated, through the micronucleus test,
in peripheral blood of mice of the same lineage. A total of 48 Swiss mice were treated with
three concentrations (50,100,150 mg/kg) of plant extracts from two different localities of
Espirito Santo, to observe whether there is an influence of abiotic factors of the localities
in which these plants occurred. Animals were also treated with 0.9% saline solution for
negative control and cisplatin 6 mg/kg for positive control. The results indicated that T.
diversifolia (Hemsl) A. Gray does not induce mutagenicity and has low acute toxicity, thus
contributing to its safe use as a medicinal plant. However, further analysis is needed to
certify the total safety in its use as a medicinal plant.

The use of plants in the cure of diseases follows the history of man. Tithonia diversifo-

Keywords: Medicinal plants, Toxicity, Swiss lineage, DL50, Micronucleus.
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1. INTRODUCAO

Os produtos naturais sao utilizados pela humanidade na cura de enfermidades, des-
de os tempos mais primitivos. O registro mais antigo do uso de plantas medicinais é do
periodo entre 2980-2900 a.C, no Egito, quando Imhotep aplicava o uso de ervas no com-
bate a doencas, sendo a ele concedido o crédito de primeiro médico egipcio de que se
tem conhecimento. O livro Pen Ts ao de 2700 a.C., escrito por Shen Numg um herborista
chinés descreveu inUmeras plantas medicinais e sua utilizacao especifica para cada tipo
de doenca e necessidade. Além disso, foi encontrado no Egito um papiro datado de apro-
ximadamente 1500 a.C, com titulo “Papiro de Ebers”, contendo receitas de producdo de
varios medicamentos naturais (FERRO, 2008).

Com o passar do tempo foram criados novos produtos a partir das substancias ex-
traidas das plantas, como alguns cosméticos, produtos de limpeza, corantes, alimentos e
uma infinidade de produtos fitoterapicos (VARANDA, 2006). Ao longo de toda a histdria ha
registros de estudiosos e produgdes em livros que abordam o uso das plantas com finali-
dade medicinal, até os dias atuais em que a tecnologia e pesquisa se inserem, dando mais
respaldo e segurancga para a utilizacao das plantas medicinais. Apesar de diversos estudos
nesta area, ainda ha necessidade de pesquisa com o intuito de conhecer o real potencial
de uma planta, pois segundo a Organizacao Mundial da Saude (OMS) 80% da populagao
em paises em desenvolvimento faz uso da medicina tradicional para tratamento de enfer-
midades (BRASIL, 2006).

Apesar das plantas oferecerem grandes beneficios a saude, algumas delas possuem
substancias que afetam varias funcdes organicas e celulares, dentre elas o correto funcio-
namento do material genético, como a duplicacdo do DNA e a transcricdo génica, o que
pode ocasionar danos que vao desde as mutacdes de ponto até as aberracdes cromos-
sOmicas. Essas substancias sdao chamadas de genotdxicas (COSTA; MENK, 2000), e nao
havendo reparo nos danos provenientes da acao dela, apds a divisdo mitética ou meiodtica,
essas serao elevadas a categoria de mutagénicas, levando um risco a saude do individuo,
e até mesmo determinando a sua morte (RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES, 2003).

A mutagenicidade é um indicador importante no surgimento de carcinomas, entdo
desde a década de 1980 varias agéncias ambientais e 6rgdaos de saude publica de muitos
paises passaram a considerar a relevancia da pesquisa e estudo de mutagenos de pro-
dutos voltados para o consumo, como medicamentos, conservantes e agentes quimicos,
antes do produto entrar no mercado, assim protegendo a populacao (RIBEIRO; SALVA-
DORI; MARQUES, 2003).

Faz-se necessaria, entdo, uma série de estudos até que algum produto de origem na-
tural seja liberado para produgao de um medicamento ou mesmo da adequada utilizacao
de uma planta como medicinal. Esses estudos sao divididos em fases, sendo a primeira
denominada de pré-clinica, onde a substancia em questdo € utilizada em organismos-tes-
te para ter os primeiros resultados. E nessa fase que sao retiradas informacdes sobre a
atividade farmacoldgica, além de conhecer a toxicidade aguda da substancia, e reconhe-
cimento de substancias que ndo tem nenhum efeito benéfico. Sé apds o fim dos estudos
pré-clinicos que a substancia é liberada para a fase seguinte, a clinica, a qual utiliza hu-
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manos para testar a substancia (GRAHAME-SMITH; ARONSON, 2004). Dentre os testes
utilizados na avaliagao pré-clinica, ha o teste de micronucleo in vivo.

O teste de micronucleo é um dos bioensaios mais utilizados para a avaliagao de efeitos
genotoéxicos. Este é capaz de detectar tanto clastogenicidade - quebra de cromossomos
- quanto aneugenicidade - aneuploidia ou segregacao cromossOmica anormal devido a
disfuncdes no aparato mitético (KRISHNA; HAYASHI, 2000), trata-se de um teste simples
onde a célula afetada pelo mutageno e da origem a um micronucleo derivado da quebra
ou perda de cromossomo do seu nucleo original (KLUMPP et al., 2004). Nos eritrdcitos, o
micronucleo se forma apds a expulsao do seu nucleo, na qual os vestigios de cromosso-
mos sao novamente englobados (MAIER; SCHMID, 1976) e facilmente vistos quando se
utiliza um corante celular e a analise é feita por meio de microscépio 6ptico.

Ha também o teste de dose letal mediana (DL50) que indica a dose necessaria da
substancia estudada para levar a morte da metade do grupo tratado, a concentracdo da
dose aplicada que mata a metade do grupo estudado indica a toxicidade aguda da subs-
tancia (FERREIRA et al., 2016). Esse teste é importante, pois apresenta o nivel toxico da
substancia testada e garante a seguranca do seu uso nas dosagens adequadas (ZACA-
RIAS, 2015).

Uma planta que necessita de ainda mais estudos, é a Tithonia diversifolia (Hemsl.) A.
Gray (Asteraceae), planta medicinal amplamente utilizada pela populagao (Figura 1). Esse
género € originario do México e América Central, mas com ampla distribuicdo geografi-
ca, sendo também encontrado na América do Sul, Africa do Sul e parte da Asia (NASH;
WILLIAMS, 1976; WANJAU; MUKALAMA; THIJSSEN, 1998). A espécie Tithonia diversifolia
(Hemsl) A. Gray é popularmente conhecida no Brasil como girassol mexicano, margari-
dao, mao de-deus, cinco pontas (FERRO, 2008), sendo uma planta herbacea, que pode
alcancar entre 1,5 e 4 metros de altura, com folhas alternadas, pecioladas de tamanho
variando entre 7 a 20 cm de comprimento e 4 a 20 cm de largura, com pedunculos fortes
e serrilhados; apresenta flores grandes e amarelas semelhantes a um girassol, que sao
formadas durante o outono e inverno (LUTOSA; CHO; 2004).

Figura 1 - A) detalhe das folhas de Tithonia diversifolia (Hemsl) A. Gray. B) detalhe da flor
Fonte: Arquivo pessoal

Uma grande variedade de insetos é atraida pelo néctar das flores de Tithonia di-
versifolia, (Hemsl) A. Gray o que facilita a polinizacao principalmente por Lepiddpteros,
e suas flores tém coloragao com forte tom de amarelo e aroma bastante acentuado (DA
SILVA; VEIGA; MACHADO, 1999). O uso medicinal da T. diversifolia (Hemsl) A. Gray tem
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se mostrado diversificado mundialmente, como na Guatemala ela é usada a partir do co-
nhecimento etnobotanico daquela populagcao, no combate a maldria e tratamento de feri-
mentos na pele de animais domésticos (NASH; WILLIAMS, 1976; CHAGAS-PAULA et al.,
2012). Estudos cientificos apontam que a planta possui propriedades anti-inflamatérias
(CHAGAS-PAULA et al., 2011; OWOYELE et al., 2004), e reforcam a presenca de proprie-
dade antimalarica (ELUFIOYE; AGBEDAHUNSIE, 2004), enquanto outros autores apontam
sua atuacao contra os efeitos do diabetes (OLUKUNLE et al., 2014), especialmente o tipo
2 (MIURA et al., 2005). Portanto, mesmo sendo uma espécie com indicacdo de uso medi-
cinal é importante verificar se a mesma apresenta metabdlitos que tenham acdo mutagé-
nica, e assim fazer o uso com seguranga, uma vez que diferentes compostos secundarios
podem exibir condicdes danosas ao DNA.

Apesar de existirem estudos comprovando beneficios terapéuticos de Tithonia diver-
sifolia (Hemsl) A. Gray, ainda sdao necessarias pesquisas acerca de seus efeitos no orga-
nismo, uma vez que os componentes desta planta podem apresentar niveis de toxicidade
e determinar danos genotéxicos e mutagénicos. Sendo assim, sao necessarios estudos
pré-clinicos e/ou clinicos para averiguar a existéncia de substancias nocivas a saude,
assegurando, desta forma, que a populacao nao faca uso dessa erva medicinal sem o co-
nhecimento prévio de seus reais efeitos.

Os efeitos decorrentes do uso da Tithonia diversifolia (Hemsl) A. Gray se dao pela
acao dos metabdlitos secundarios, que sao substancias originadas a partir de uma cadeia
de reagdes direcionadas por enzimas especificas, formando assim o que conhecemos
como rota metabdlica. Os metabdlitos primarios sao assim chamados por serem essen-
ciais a vida, e compartilhados pelos vegetais, ja os metabdlitos secundarios sao produzi-
dos com funcao de atracao de animais, herbicida natural, protecao contra raios UV, entre
outros (SANTOS, 2004). Os metabdlitos secundarios no género Tithonia sdo constituidos,
na maior parte, por terpendides, como sesquiterpenos e diterpenos, e também flavonoi-
des, alguns grupos menores de metabdlitos secundarios também sao encontrados como,
xantanes, cumarinas, ceramidas, cromonas, cromenos e fitoesterdis (CHAGAS-PAULA et
al., 2012).

Fatores internos e externos a planta podem afetar a producao de metabdlitos des-
ses organismos. Os fatores internos como crescimento da planta e produgao de novos
orgaos contribuem para a variacdao da concentracdao de alguns metabdlitos. Os fatores
externos como altitude, direcao do vento, temperatura, pluviosidade, qualidade do solo e
luz afetam a producao de metabdlitos secundarios das plantas, levando a uma menor ou
maior producao da substancia em questdo (AKULA; RAVISHANKAR, 2011; GOBBO-NETO;
LOPES, 2007), e consequentemente, determinam que a localidade na qual o material foi
coletado possa levar a diferengas na sua composigao.

Assim, duas plantas, de uma mesma espécie, encontradas em locais diferentes, po-
dem ter diferencas na concentracdo e na composicdo de seus metabdlitos. Desse modo,
se faz necessario estudar os metabdlitos de espécies de regides geograficas diferentes
para correlacionar com seus efeitos terapéuticos, suas atividades antioxidantes, mutagé-
nicas e citotoxicas, procurando garantir seu uso de forma segura.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade aguda e a mutagenici-
dade do extrato hidroalcodlico de folhas de Tithonia diversifolia (Hemsl) A. Gray coletadas
em duas localidades do Estado do Espirito Santo.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao das amostras vegetais

As amostras foram provenientes de duas localidades do estado do Espirito Santo pelo
fato de o estado apresentar discrepancia entre regidoes e sendo conhecida a influéncia dos
fatores externos na producao de metabdlitos secundarios. Portanto, as areas escolhidas
para o estudo foram os municipios de Colatina e Santa Teresa.

O Espirito Santo é conhecido por seu relevo e clima heterogéneos, tendo faixas de
planicie na costa capixaba que representa 40% do relevo capixaba, até altitudes de 1000
metros na regido serrana, no interior do estado, e com clima variando entre esses dois
pontos devido as diferencas geograficas (ESPIRITO SANTO, 2017). O municipio de Colati-
na € cortado pelo Rio Doce, tem temperatura predominantemente quente, relevo aciden-
tado e clima seco; a maior parte do solo € de caracteristica latossolo vermelho amarelo
distréfico, e média anual de pluviosidade de 1100 mm (ESPIRITO SANTO, 2011). Ja Santa
Teresa apresenta temperaturas predominantemente amenas, relevo acidentado e clima
chuvoso, a maior parte do seu solo também é de latossolo vermelho amarelo distrofico
e com precipitacdo média na regido alta de 1332 mm e de 1004 mm na regido baixa de
Santa Teresa (ESPIRITO SANTO, 2011).

No presente estudo, as amostras selecionadas foram aquelas que apresentaram o
maior e o menor nivel de atividade antioxidante, representadas por Santa Teresa (ST)
(199 95" 389" ; 400 55’ 783"W) e Colatina (COL) (19° 30’ 08.2" S; 40° 36" 40.7" W), res-
pectivamente.

2.2 Obtencao de extrato hidroalcodlico

As folhas de Tithonia diversifolia (Hemsl) A. Gray recolhidas foram secas a sombra,
para evitar a perda de caracteristicas fitoquimicas. Posteriormente a secagem, as folhas
foram trituradas e o pé oriundo da trituragao foi imerso em etanol 70% em proporgao 3:1,
em temperatura ambiente (25 a 30°C) e abrigada da luz, por 3 dias (72 horas), repetiu-se
o procedimento por duas vezes. Ao término da maceracao, foi realizada filtracdo a vacuo,
por rotaevaporagao com temperatura controlada de 60°C. O produto desta filtragao ficou
em descanso em estufa a 40°C, até aquisicdao do extrato hidroalcodlico de consisténcia
pastosa, o extrato foi armazenado em um frasco de vidro ambar, sob refrigeracao.

2.3 Animais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem Swiss, fornecidos pelo biotério
da Universidade Federal do Espirito Santo. Os animais foram mantidos em caixas de po-
lipropileno com grades de metal e maravilha, em ambiente climatizado em temperatura
aproximada de 22°C, por sete dias para aclimatacao, anteriormente aos experimentos.
A dieta foi a base de racao comercial e agua ad libitum. Toda conducao experimental foi
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realizada de acordo com os principios éticos e legais do Comité de Etica no Uso de Animais
da UFES (CEUA/UFES), sendo o projeto aprovado no CEUA/UFES sob o nimero 036/2015.

2.4 Avaliacao da Toxicidade Aguda por meio da dose letal mediana
(DL50)

Para estabelecimento da DL50, um grupo, composto por dez animais, recebeu uma
dose do extrato (1000 mg.kg™), por via intraperitoneal, uma vez que ja haviam informa-
coes de baixa toxicidade dessa planta, em experimentos com ratos (KAMATENESI-MU-
GISHA et al., 2013). O controle negativo (CN), consistindo também em mais um grupo
com 10 animais, foi realizado com injecao intraperitoneal de solugao salina 0,9%, com
volume inferior a 5ml. Os animais permaneceram nas gaiolas por um periodo de 24 horas,
apo6s o qual foi observado e contabilizado o nUmero de ébitos.

2.5 Avaliacao da Mutagenicidade

A avaliacao da potencial acao mutagénica foi feita por meio do teste do micronucleo
in vivo, em sangue periférico, como descrito por Krishina e Hayashi (2000).

Para cada uma das duas localidades, os animais foram tratados com extrato oriundo
das folhas de T. diversifolia, (Hemsl) A. Gray através de administracdo orogastrica (ga-
vagem), por cinco dias consecutivos, em trés diferentes concentracdoes determinadas de
acordo com o valor da DL50, sendo assim foram definidos cinco grupos experimentais
para cada uma das localidades, cada grupo constituido de seis camundongos; no caso
do controle negativo, os animais foram também tratados por gavagem (Figura 2), e no
grupo controle positivo, o mutageno (cisplatina) foi administrado por via intraperitoneal
em uma dose de 6 mg.kg*. Os tratamentos e suas respectivas doses estao identificados
na Tabela 1.

Figura 2 - Procedimento de gavagem em camundongos Swiss para administracao dos tratamentos
Fonte: Arquivo pessoal
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Grupos experimentais

Grupo 1 Controle Negativo Solugdo salina 0,9% (0,005mL.g* m.c.)
Grupo II Controle Positivo Cisplatina 6 mg.kg*

Grupo III Extrato 50 mg.kg™

Grupo 1V Extrato 100 mg.kg*

Grupo V Extrato 150 mg.kg™*

Tabela 1- Grupos experimentais e suas respectivas doses tratadas.
Fonte: Autoria prépria

2.6 Obtencao do sangue periférico

O sangue periférico foi extraido da artéria caudal do animal, por perfuracao e gote-
jamento direto na lamina (Figura 3). Esse procedimento foi realizado no quinto dia apds
o0 inicio do tratamento.

Figura 3 - Retirada de sangue periférico da artéria caudal
Fonte: Arquivo pessoal

2.7 Preparacao de Laminas

As laminas foram preparadas a partir do esfregaco do sangue periférico, sendo duas
laminas para cada animal, as quais foram, posteriormente, fixadas em metanol absoluto,
por 10 minutos. Apods a fixacao e secagem, as mesmas foram coradas com Leishman eo-
sina azul de metileno, para tanto, inicialmente, as laminas ficaram trés minutos imersas
no corante concentrado, e posteriormente mantidas por mais quinze minutos, em uma
mistura de proporcao 6:1 de agua destilada e corante. O material foi observado em mi-
croscoépio 6ptico, em aumento de 1000x, com uso de bleo de imersdo.
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2.8 Observacao de micronucleos

Foram contados 1000 eritrocitos normocromaticos por lamina, perfazendo um total
de 2.000 células por animal. As laminas de cada uma das concentracdes (por localidade)
e as dos controles negativo e positivo foram codificadas, para configurar analise em teste
cego. As células micronucleadas foram contabilizadas e registradas para a analise esta-
tistica.

2.9 Analise Estatistica

Todos os resultados foram tabulados e os valores expressos como média + erro pa-
drao. A normalidade dos dados dos tratamentos (extratos, controles positivo e negativo)
foi avaliada segundo o teste de Kolmogorov Smirnov. Os dados foram posteriormente
submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguido do Teste de Tukey. As médias de
cada dose, por populagao, foram comparadas usando o Teste Mann-Whitney. A signifi-
cancia estatistica comparando dados entre diferentes grupos de tratamento foi realizada
utilizando-se o software Assistat v. 7.0. Os Valores de P<0,05 foram considerados signi-
ficativos.

3. RESULTADOS

3.1 Toxicidade aguda

Os valores relativos a toxicidade aguda apontam que os animais resistem a uma alta
dose do extrato de Tithonia diversifolia (Hemsl) A. Gray, tendo em vista que ocorreram
apenas trés ébitos quando realizado o tratamento com 1.000 mg.kg?, representando ape-
nas 30% de toda a populagao.

3.2 Frequéncias de Eritrocitos Normocromaticos Micronucleados

Os valores relativos a frequéncia de eritrécitos normocromaticos micronucleados ob-
tidos a partir da anadlise dos diferentes tratamentos nao diferiram significativamente, entre
si ou mesmo em relagao ao controle negativo, o que indica que a T. diversifolia (Hemsl) A.
Gray nao apresentou acdo mutagénica. Observa-se, também, que todos os tratamentos
apresentaram diferenca significativa em relacao ao controle positivo, o que reforca ainda
mais a sua auséncia de mutagenicidade (Tabela 2). Esses valores, quando comparados
as mesmas concentracgoes, entre as diferentes localidades em estudo (Colatina e Santa
Teresa), também ndo revelaram diferencas estatisticas entre si, o que demonstra um
comportamento similar dos extratos independentemente de sua origem.
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(NCEMN¥*)
Localidade Tratamento
Média * Erro Padrdo
Controle negativo 0,273 £ 0,19b
Controle positivo 3,73£0,90 a
50 mg.kg™ 1,91+£0,80 b
Colatina 100 mg.kg™ 0,64+0,27 b
150 mg.kgt 0,73+£0,45 b
Controle negativo 0,273+0,19b
Controle positivo 3,73£0,90 a
50 mg.kg! 0,36+0,19 b
Santa Tereza 100 mg.kg™ 0,54+0,20 b
150 mg.kg™ 0,18+0,12 b

Tabela 2 - Frequéncia de eritrocitos normocromaticos micronucleados (NCEMN) em 1000 celulas em ca-
mundongos Swiss tratados com trés doses do extrato hidroalcodlico de T. diversifolia (Hemsl) A. Gray por
um periodo de cinco dias
*As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo Teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade

4. DISCUSSAO

Segundo Lorke (1983), quando o material testado em relacdo a toxicidade aguda
nao expde uma DL50 em concentracdes abaixo de 1000 mg.kg! é considerado pouco
toxico. Os dados do presente estudo apontam esta situacao, para os extratos de Titho-
nia diversifolia (Hemsl) A. Gray aqui testados, uma vez que, mesmo na concentragao de
1000 mg.kg?, os ébitos foram em numero abaixo dos 50% e nas concentragdes menores
nem houve oObito. Este dado é uma importante informacdo a populacdo que faz uso desta
planta, pois a baixa toxicidade aguda implica um ponto positivo quanto ao seu uso como
planta medicinal (TUROLLA, 2006).

No presente estudo, o teste do micronucleo foi realizado em células do sangue perifé-
rico, o qual é considerado como um teste com varias vantagens, por ser de facil prepara-
cao da amostra, usando-se pequena quantidade de sangue, além da rapidez na obtencao
dos resultados, tem também a possibilidade de se obter repetidas amostras de um mes-
mo animal e com isso possibilitar coleta de amostras para estudos crénicos (ABRAMSSON-
ZETTERBERG; GRAWE; ZETTERBERG et al., 1999; CAMMERER et al., 2007). Em relacao
a frequéncia de micronucleos, que é parametro indicativo de mutagenicidade, as doses
testadas nao diferiram entre si ou mesmo em relagao ao controle negativo, expondo dis-
crepancia significativa apenas com o controle positivo, que obteve uma maior taxa de
micronucleos, como ja era esperado, uma vez que a cisplatina aumenta a taxa de micro-
nucleos formados nas células (RODRIGUES, 2016). Tal situacao reflete o fato esperado de
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a planta ndo ter carater mutagénico, situacao favoravel ao seu uso pela populacdo.

O fato de o extrato de Tithonia diversifolia (Hemsl) A. Gray nao ter induzido muta-
genicidade pode contribuir para seu uso seguro como planta medicinal, porém faz-se ne-
cessaria uma analise mais aprofundada, com maior nimero de comparagdes envolvendo
extratos de outras regides geograficas, para confirmar a inexisténcia de agdo mutagénica
em quaisquer extratos avaliados e, também, se as diferencas de solo dessas outras locali-
dades influenciarao ou nao na composicao da planta. Mesmo havendo a sugestao de mais
estudos, o fato de os extratos testados nao exibirem atividade mutagénica em células de
sangue periférico € um ponto positivo, pois assim como a baixa toxicidade aguda, esta é
uma caracteristica que torna o uso desta planta como promissor para aspectos terapéuti-
cos. (OLUKUNLE et al., 2014; OWOYELE et al., 2004; ELUFIOYE; AGBEDAHUNSIE, 2004;
MIURA et al., 2005).

Os resultados aqui apresentados assemelham-se aqueles encontrados por Lourenco et
al. (2010), que comentam que o potencial genotdxico de um extrato ou droga testada tem
relacdao direta com varios aspectos endégenos, um deles a metabolizagdo das drogas, como
é o0 caso dos extratos administrados via oral, uma vez que serdao metabolizados no figado,
processo que envolve enzimas do citocromo P450, que com sua agao pode gerar compostos
potencialmente tdxicos ou carcinogénicos. Situacao nao percebida aqui, e que sugere que
mesmo aqueles metabdlitos produzidos por esses extratos nao foram mutagénicos.

Com relacao as localidades, nas condicoes testadas, os aspectos ambientais ndo de-
terminaram diferenca quanto ao efeito toxico/mutagénico, apesar de pesquisas indicarem
uma relagao direta entre os fatores ambientais como pluviosidade, vento, temperatura,
pressao atmosférica, qualidade do solo e a atividade mutagénica de plantas (DJERRAD;
KADIK; DJOUAHRI, 2015; GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Os fatores bidticos atribuidos a planta, como a idade, também devem ser levados em
consideracao. Plantas jovens podem ter acimulo e distribuicao de substancias de maneira
diferente das plantas mais velhas, uma vez que ao longo do crescimento da planta novos
orgaos vao surgindo, o que faz com que haja uma flutuagcao na concentracao de certos
metabdlitos secundarios na planta (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

5. CONCLUSAO

Os extratos de Tithonia diversifolia, (Hemsl) A. Gray independentemente da loca-
lidade de origem do material foliar, ndo apresentaram acdes mutagénicas e toxicidade
aguda alta, quando analisada em sangue periférico de camundongos. Esse comporta-
mento, mesmo dentro do esperado por se tratar de um vegetal amplamente usado na
medicina tradicional de outros paises, reflete uma condicao favoravel de sua indicagao de
seguranca. Além disso, a verificacdo de que as condicdes ambientais ndo trouxeram um
comportamento variavel indica uma condicdo favoravel ao seu cultivo, por facilitar a uni-
formizacao de modos de manejo dessa planta.

Assim, a luz de outros estudos, a Tithonia diversifolia (Hemsl) A. Gray mostra-se
como uma promissora espécie para introducdo em cultivo, o que podera favorecer maior
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aproveitamento da espécie e reduzir os riscos de sua diminuicdo nas populagdes naturais,
devido ao extrativismo, condicdes sempre danosas a preservacdo de espécies que tém
potencial medicinal.
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Resumo

e colaboram para a obtencao de farmacos, entretanto, é necessario de estudar sua

provavel mutagenicidade e genotoxicidade no organismo. Apesar da agao protetora
dos vegetais, muitos ainda nao foram investigados quanto a sua composicdo. Para o uso
adequado de plantas na terapia, testes podem ser utilizados, sendo a avaliacao pré-clinica
um passo importante na produgao de um medicamento ou utilizagao de uma planta como
medicinal. O cancer, bem como o diabetes, é considerado um problema de salde publica,
em vista de sua amplitude epidemioldgica, social e econdmica. O diabetes e o cancer sao
doencas associadas com a reducdo dos antioxidantes enddgenos e aumento do estresse
oxidativo. O presente estudo é relevante por apresentar dados de ensaios antioxidantes,
mutagénicos, citotdxicos, anticitotoxicos, além da acgao antiglicemica, a partir de extratos
obtidos da planta em diferentes épocas do ano (estacao seca e chuvosa). Os resultados
mostram que a disponibilidade hidrica interfere na produgdao de metabdlitos secundarios,
pois o déficit hidrico ocasionou no aumento da atividade antioxidante. Ndo foram obser-
vados resultados positivos para a diminuigao da glicemia, como descrito em algumas lite-
raturas. Foram observados efeitos citotdxicos para as duas linhagens celulares avaliadas
(linfécitos humanos e sarcoma 180). Para a anticitotoxicidade, nao houve prevencao sig-
nificativa dos danos causados pela cisplatina e no teste de micronucleo houve considera-
vel diminuicao de danos causados pela STZ na menor dose avaliada (50 mg.kg?).

Q s plantas de carater fitoterapico sdo utilizadas pela sociedade desde a antiguidade

Palavras-chave: Micronucleo, Jurubeba, Mutagenicidade, MTT, Sazonalidade.

Abstract

drugs, however, it is necessary to study their probable mutagenicity and genotoxici-

ty in the body. Despite the protective action of plants, many of them have not been
investigated yet for their composition. For the proper use of plants in therapy, tests can
be used, and pre-clinical evaluation is an important step in the production of a drug or use
of a plant as medicinal. Cancer, as well as diabetes, is considered a public health problem,
in view of its epidemiological, social and economic scope. Diabetes and cancer are disea-
ses associated with reduced endogenous antioxidants and increased oxidative stress. The
present study is relevant for presenting data from antioxidant, mutagenic, cytotoxic, an-
ticytotoxic assays, in addition to the antiglycemic action, from extracts obtained from the
plant at different times of the year (dry and rainy seasons). The results show that water
availability interferes in the production of secondary metabolites, because water deficit
causes an increase in antioxidant activity. No positive results were observed for the de-
creased blood glucose as described in some literature. Cytotoxic effects were observed for
the two cell lines evaluated (human lymphocytes and sarcoma 180). For anticytotoxicity,
there was no significant prevention of damage caused by cisplatin and in the micronu-
cleus test there was a considerable decrease in damage caused by STZ at the lowest dose
evaluated (50 mg.kg?).

I I erbal plants have been used by society since ancient times and collaborate to obtain

Keywords: : Micronucleus, Jurubeba, Mutagenicity, MTT, Seasonality.
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1. INTRODUCAO

A cultura do uso de medicamentos naturais € uma pratica muito antiga utilizada pela
sociedade e muito disseminada nos tempos atuais (VARANDA, 2006). As plantas de ca-
rater fitoterapico colaboram com um importante papel na obtencdo de farmacos (YUNES;
CALIXTO, 2001) e sua correta utilizacdo pode trazer vantagens a saude, entretanto, ha a
necessidade de estudar seus efeitos de mutagenicidade e genotoxicidade no organismo
(NUNES; ARAUJIO, 2003).

Muitas das plantas usadas para fins medicinais nao sao cultivadas sob condicdes con-
troladas e estdo sujeitas as variacdes ambientais, como variagdes sazonais, o que inclui
mudancas de temperatura e oscilagdes de precipitacao. Neste contexto, os estresses bio-
ticos e/ou abidticos podem interferir no metabolismo das plantas medicinais, modificando
vias biossintéticas e, consequentemente, o conteldo/disponibilidade destas substancias
(PACIFICO et al., 2015).

Para a avaliacdo do uso adequado de uma planta sob o ponto de vista terapéutico,
uma série de testes e ensaios podem ser utilizados, sendo a avaliacdo pré-clinica um dos
primeiros passos da producao de um medicamento ou mesmo da adequada utilizacao de
uma planta como medicinal. Dentre os testes avaliativos, ha o teste de micronucleo in
vivo que é utilizado para a analise de efeitos mutagénicos, sendo recomendado por agén-
cias reguladoras no mundo todo como parte da avaliagcao de seguranca de um produto
com finalidade terapéutica (KLUMPP et al., 2004).

O céncer é considerado um problema de saude publica, em vista de sua amplitude
epidemioldgica, social e econdmica. A incidéncia de casos de neoplasia tem sido crescen-
te, seja pelo aumento da exposicao aos fatores cancerigenos, pelo envelhecimento popu-
lacional ou pelo aprimoramento das tecnologias para o diagnostico (BATISTA; MATTOS;
SILVA, 2015).

A utilizacao das plantas no cuidado a saude esta se ampliando, principalmente entre
as pessoas que apresentam alguma doencga cronica, como o Diabetes mellitus (DM). Essa
é uma doencga que ocorre quando o pancreas nao produz insulina em quantidade suficien-
te ou quando o organismo ndo consegue utilizar com eficiéncia a insulina produzida (FEI-
JO et al., 2012). A hiperglicemia é um efeito comum da doenca quando ndo controlada e,
com o passar do tempo, causa lesdes graves ao organismo, principalmente aos sistemas
nervoso e sanguineo (WHO, 2022).

O diabetes e o cancer sao doencas também associadas com a reducao dos antioxi-
dantes enddgenos e aumento do estresse oxidativo, sendo que terapias com antioxidan-
tes tém sido praticadas para inibir o inicio destas doencgas, além de melhorar algumas
complicacdes a ela associadas (GOUVEIA; LIMA, 2017; MCCUNE; JOHNS, 2007).

Dentre as plantas utilizadas pela populagao para o controle do diabetes, Solanum sp.
(jurubeba) costuma ser citada em estudos de etnobotanica (FEIJO et al., 2012; BOLSON
et al., 2015). Pesquisas demonstraram potencial antimutagénico e auséncia de genotoxi-
cidade referentes a plantas do género Solanum (HERNANDES et al., 2014; MUNARI et al.,
2012), propriedades hipoglicemiantes (KAR et al., 2006; PEREZ et al., 2006) e antioxi-
dantes (HSU et al., 2011; WANG; HSU; YIN, 2012), além de possuir variedade de meta-
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bélitos secundarios como alcaldides esteroidais, saponinas, terpenos e etc. (WINK, 2003).

Tendo em vista estudos anteriores que indicam potencial uso medicinal para a espé-
cie Solanum sp., o presente estudo visa avaliar a atividade antioxidante, os efeitos mu-
tagénicos in vivo (roedores) e atividade antiproliferativa (MTT) de extratos brutos obtidos
de folhas de Solanum sp. coletadas em épocas de diferentes condigdes climaticas (estacdo
chuvosa e seca), no sentido de ampliar as informacdes sobre as atividade bioldgicas da
espécie e verificar a possivel interferéncia de condigdes ambientais nas acdes dessa plan-
ta, contribuindo assim para o uso seguro de plantas medicinais pela populagao.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta de informacgoes meteoroldgicas

As informacOes meteoroldgicas, necessarias para estabelecer as estacdes de obser-
vacao, foram provenientes do site do Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica
e Extensao Rural (INCAPER), no quesito de indice pluviométrico e umidade relativa do ar
nos anos de coleta do material vegetal.

2.2 Obtencao do extrato vegetal

O material avaliado é parte do banco de extratos do Laboratério de Genética de Plan-
tas e Toxicoldgica, localizado na Universidade Federal do Espirito Santo. As folhas de um
mesmo espécime de Solanum sp. foram coletadas em estagdes de seca (2015) e chuvosa
(2016) no Horto da Prefeitura Municipal de Vitéria-ES, Brasil e utilizadas para obtencao
do extrato. O extrato bruto foi obtido por maceracao exaustiva, em etanol absoluto P.A.
(99,3%) a temperatura ambiente (25-30 °C), protegido da luminosidade durante 7 dias,
sendo revolvido diariamente. Posteriormente, o material foi filtrado e concentrado em um
evaporador rotatério a vacuo.

2.3 Atividade Antioxidante

2.3.1 ABTS

O método descrito por Rufino et al. (2007), com modificagoes, foi utilizado para ve-
rificar a atividade antioxidante do extrato bruto de Solanum sp., estimando-se pelo mé-
todo colorimétrico a partir da captura do radical ABTS*, derivado do acido 2,2'-azinobis
(-3-etilbenzotiazolina)-6-sulfénico.

Em 25 mL agua destilada, dissolveu-se 96mg de ABTS, armazenando-se em frasco
ambar ao abrigo de luz. Posteriormente, 189,2 mg de persulfato de potassio foram dis-
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solvidos em 5mL de agua destilada mantido sob abrigo de luz.

O radical ABTS* é preparado a partir da reacdo de 5 mL da solugao estoque de ABTS
com 88 pL da solugao de persulfato de potassio em reacao de 16h ao abrigo de luz e tem-
peratura ambiente. Depois diluiu-se 1 mL da solugao em etanol, até obter uma absorban-
cia de 0,70 = 0,05 nm a 734 nm. Foram dissolvidos 25mg de Trolox em 50 mL de alcool
etilico mantidos sob abrigo de luz para utilizar-se como padrao.

A substancia teste (extrato vegetal diluido em etanol) e o padrao (Trolox) foram di-
luidos para a curva padrdo, sendo necessarias 7 concentracdes seriadas (1000, 500, 250,
125, 62,5 31,25 e 15,625 pg.mL1).

Em cada poco de microplacas de leitor ELISA, adicionou-se 40uL de amostra + 200
WL de solugao radical ABTS*, sendo executada a leitura em ELISA Epoch BioTek® apds 6
mim de incubacdo ao abrigo de luz, a 734 nm.

Todo o teste foi realizado em triplicata, em comparagao com o padrao Trolox e um
controle. A percentagem do potencial inibitorio do radical ABTS* foi calculado por meio da
equacao:

% Inibicdo = [(absorbancia controle - Abs. amostra / absorbancia controle)] x 100

2.3.2 DPPH

A atividade antioxidante do extrato bruto de Solanum sp. foi mensurada pelo método
colorimétrico de reducdo do radical DPPHe (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), descrito por Rufi-
no et al. (2007), com modificagoes.

Dissolveu-se 12 mg de DPPH em 100 mL de metanol, armazenado em frasco ambar,
para producao do DPPH como forma radicalar. Em seguida, dissolveu-se 20mg de acido
ascorbico em 20 mL de metanol, para utiliza-lo como padrao.

A substancia teste (extrato vegetal diluido em metanol) e o padrao (acido ascorbico)
foram diluidos para a curva padrdo, sendo necessarias 7 concentragoes seriadas deseja-
da (1000, 500, 250, 125, 62,5 31,25 e 15,625 pg.mL?). Apos 30 minutos de reacdo dos
compostos, a absorbancia da solugdo resultante foi mensurada em leitor ELISA Epoch
BioTek® a 517 nm. Todo o teste foi realizado em triplicata, em comparacdo com o padrao
acido ascérbico (Sigma-Aldrich) e um controle. A percentagem do potencial inibitério do
radical DPPHe foi calculado por meio da equacgao:

% Inibicdo = [(absorbancia controle - Abs. amostra / absorbancia controle)] x 100
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2.4 Teste do Micronucleo in vivo

Camundongos Swiss albinos machos (n=40) foram obtidos do Biotério Central da
UFES e, aleatoriamente, separados em 8 grupos (n=5), dos quais sete foram induzidos
a diabetes, por meio da aplicacdo intramuscular de estreptozotocina (STZ) 100 mg.kg?,
apos jejum de 6 a 8 horas e um foi usado como grupo controle negativo (CN). A glicemia
dos animais foi aferida com o auxilio de um glicosimetro, duas vezes ao dia, para observa-
cao do diabetes. Os protocolos citados foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal do Espirito Santo (Certificado - CEUA - 89/2015).

Os animais foram tratados com o extrato por gavagem por 30 dias consecutivos, com
excecao do grupo CN, e a glicemia foi aferida 2 vezes por semana. Ao final do tratamento,
foi realizada a eutanasia, sendo o sangue periférico extraido da artéria caudal do animal,
por perfuracao e gotejamento direto na lamina para analise.

2.5 Preparacao e analise de laminas

Duas laminas de cada animal passaram por esfregaco e foram fixadas em metanol,
sendo coradas com Leishman eosina-azul de metileno. Enumeraram-se 1.000 eritrocitos/
lamina, perfazendo um total de 2.000 células/animal, em teste cego e registrando-se o
numero de eritrécitos normocromaticos micronucleados (MNNCE).

A porcentagem de reducdo de danos (diminuicao da frequéncia média de células mi-
cronucleadas), nas diferentes concentracdes, foi calculada de acordo com Manoharan e
Banerjee (1985) e Waters et al. (1990), usando a férmula:

(%) Redugado = frequéncia de MNPCEs em A - frequéncia de MNPCEs em B x 100

frequéncia de MNPCEs em A - frequéncia de MNPCEs em C

onde “A” é o grupo de células tratadas com STZ (controle positivo); “B” é o grupo de
células tratadas com o extrato e "C” e o grupo controle negativo (NaCl 0,9%).

2.6 Citotoxicidade e atividade antiproliferativa in vitro - Ensaio MTT

O principio deste ensaio baseia-se na reducdo do MTT em um produto com a colo-
racao violeta (MTT-formazan) pela enzima mitocondrial tetrazolium-succinato-desidroge-
nase. Dessa forma o brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio (MTT)
foi usado para avaliar a viabilidade celular. A conversdo s6 ocorre em células vidveis.
Apds o tratamento, as microplacas foram centrifugadas a 860 rcf durante 10 minutos, o
sobrenadante foi descartado e 20 uL de MTT a 5 mg.mL! foram adicionados a cada pogo.
Trés horas depois, as placas foram centrifugadas a 860 rcf por 5 minutos, o sobrenadante
foi descartado e adicionou-se 100 pyL de DMSO. A absorbancia a 595 nm foi detectada no
leitor ELISA Epoch BioTek®. O experimento foi realizado em triplicata.
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2.6.1 Linfocitos humanos

As células de linfécitos humanos foram obtidas a partir de sangue periférico de do-
adores sadios, com idade média entre 20 e 30 anos, e isoladas pelo método do Ficoll®
Pague Plus, com pequenas modificagoes, e plaqueados em microplaca de 96 pogos com
2x105 células em cada poco. E para a avaliacdo da citotoxicidade, essas células foram
tratadas com os dois extratos de Solanum sp. diluidos em agua nas concentracdes 10,0;
50,0 e 100 pg.mL* por 24h e 48h. Para a avaliagao da anti-citotoxicidade, as células
receberam os extratos de Solanum sp. com adigcao de cisplatina (50,0 ug.mL*), agente
citotdxico, seguindo protocolos de pré-tratamento e tratamento simultaneo. No pré-tra-
tamento, as células recebem primeiro o extrato e 24h depois, o agente citotoxico (cis-
platina). No tratamento simultdneo, recebem o extrato e a cisplatina simultaneamente.
Ao final do tempo de exposicao ao extrato, os linfocitos humanos foram submetidas ao
teste de viabilidade celular pelo método do brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-di-
fenil-2H-tetrazolio (MTT). Os protocolos citados foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Espirito Santo (Certificado 2.333.879).

2.6.2 Sarcoma-180

Os protocolos citados foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
da UFES (Parecer: 89/2015). As células de sarcoma-180 foram adquiridas do Banco de
Células do Rio de Janeiro e mantidas sob as devidas condicdes de cultura e suplementa-
das com antibidticos. As células foram cultivadas em microplaca de 96 pocos, 100uL de
células (2x105 células/mL) em cada pogo e mantidas a 37 °C em atmosfera Umida, na
presenga de 5% de CO,. As células foram tratadas com os extratos de Solanum sp. nas
concentracdes de 10,0; 50,0 e 100,00 pg.mL* por 24h e 48h. As células do grupo con-
trole ndo foram tratadas e as células do grupo cisplatina foram tratadas com cisplatina a
50,0 pg.mLt.Apds o fim do tratamento, a viabilidade celular foi avaliada pelo método de
redugao do MTT.

2.7 Analise estatistica

Todos os resultados foram tabulados e os valores expressos como média + erro pa-
drao. Os dados de ensaios antioxidantes foram submetidos a analise de variancia (ANO-
VA), seguido do teste de comparacdao multipla de Tukey ao nivel de probabilidade de 5%.
Os dados de teste antimutagenicidade de micronucleos, atividade citotdxica e anticitoté-
xica foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguido do teste de post hoc Dun-
nett (p<0,0001), enquanto que a comparagao entre os tratamentos (linfécitos humanos
e sarcoma 180) foi realizada com teste t para multiplas comparagdes (p<0,05).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Dados meteoroldgicos - 2015/2016

Os dados obtidos no Sistema de Informacdes Meteoroldgicas do INCAPER indicaram
que o clima na regido do Espirito Santo, nos anos em que as amostras vegetais foram co-
letadas, apresentou variacdes consideraveis quanto aos indices pluviométrico e de umida-
de relativa do ar. A umidade relativa do ar variou de moderada seca, em 2015, a umidade
incipiente, em 2016. Segundo Gobbo-Neto e Lopes (2007), esse fator € importante na
producdao dos metabdlitos secundarios das plantas, e assim deve também ser considerado
para essas duas espécies avaliadas no presente estudo. Quanto ao indice de precipitacao
pluviométrico anual do Espirito Santo, em 2015, a margem da variagdo se mostrou abaixo
dos 800 mm?3, sendo um fator decisivo para a seca moderada apresentada na regiao. No
ano seguinte, os niveis de precipitacao se mostraram melhores, em torno de 1100 e 1200
mm?3, culminando o quadro de umidade incipiente apresentado (INCAPER, 2015; 2016).

3.2 Atividade antioxidante

Na Figura 1, observam-se os resultados da determinagao da atividade antioxidante
pelo método do ABTS. Tais resultados indicam que o extrato do material coletado em
2015 apresentou alta capacidade antioxidante em todas as concentragdes, sendo que nas
menores concentragdes, a partir de 62,50 pg.mL?, o extrato demonstrou atividade su-
perior aquela exibida pelo Trolox. O material coletado em 2016, originou um extrato que
nao exibiu a mesma condigao antioxidante, tendo uma reducgao acentuada desta atividade
desde a concentragao de 250,0 g.mL.

100 -
B Trolox
80 Ea 2015
2016
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% Inibicao ABTS
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500,00 250,00 125,00 62,50 31,25 15,63 bg.mL"

Figura 1 — Atividade antioxidante frente ao radical ABTS de Solanum sp. nos anos de 2015 e 2016
Fonte: Autoria propria (2022)

No ensaio DPPH, o extrato de Solanum sp. teve um comportamento similar aquele
exposto para o método do ABTS, ou seja, sua atividade antioxidante reduz a medida que
as doses diminuiram e, também, houve um comportamento distinto de acordo com o ano
de coleta, sendo os resultados de 2015 mais satisfatérios que os de 2016, demonstrando

a influéncia das condicdes ambientais, como por exemplo a seca, nesta atividade biolégica
(Figura 2).
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Figura 2 - Atividade antioxidante frente ao radical DPPH de Solanum sp. nos anos de 2015 e 2016
Fonte: Autoria propria (2022)

Abdulkadir, et al. (2016), em estudos com Solanum torvum Swartz. determinaram
que os extratos de folhas desta planta apresentam um alto conteldo de flavonoides e,
consequentemente, uma atividade antioxidante (DPPH) maior do que a expressa pelos
extratos de frutos e caules dessa espécie e, sugerem que esse conteudo tenha relacdo
direta com a atividade antioxidante mais acentuada exibida pelas preparacdes obtidas
desse 6rgdo vegetal.

Como 2015 foi um ano de seca moderada, tendo como base os dados fornecidos pelo
INCAPER, podemos sugerir que o estresse hidrico, ao qual as plantas foram submetidas,
culminou em um aumento na producdo de metabdlitos secundarios, assim como num
aumento da concentracdo fendlica (flavonoides e taninos) e, consequentemente, a me-
Ihores resultados na acao antioxidante que sao compostos que podem retardar ou inibir
a oxidacao de lipidios ou outras moléculas, evitando o inicio ou propagacao das reacoes
em cadeia de oxidacao (ANTUNES; CANHOS, 1984; BRENNA; PAGLIARINI, 2001; ZHENG;
WANG, 2001; FENNEMA, 1993; SIMAO, 1985).

Em 2016, o clima com umidade incipiente ocasionou um excesso de irrigacao levan-
do, possivelmente, a uma diminuicdo na concentracao dos metabdlitos secundarios nas
folhas das plantas e, por conseguinte, determinou resultados um pouco abaixo daqueles
exibidos na analise das amostras do ano anterior.

3.3 Teste de micronucleos

A partir da analise da frequéncia de eritrocitos normocromaticos micronucleados
(MNNCE), os resultados demonstraram que a concentracao de 50 mg.kg! do extrato de
Solanum sp. foi efetiva em reduzir os danos gendmicos promovidos pela STZ, sendo que
o indice relativo de reducao de danos desta concentracao foi de 79,81%, vide figura 3.
Entretanto, as concentracdoes de 100,0 e 200,0 mg.kg* nao apresentaram valores, sig-
nificativamente, diferentes daqueles observados no grupo que recebeu apenas a dose de
STZ (50 mg.kgt), demonstrando com isso que tais concentragdes nao foram efetivas em
reduzir os possiveis danos mutagénicos ocasionados pela droga.
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Figura 3 — Frequéncia de eritrécitos normocromaticos micronucleados (NCEMN) em camundongos apds
30 dias de tratamento com extrato etandlico de Solanum sp. (CN) - controle negativo; Extratos brutos de
Solanum sp.: (J50) - 50 mg.kg* (J100) - 100 mg.kg?, (J200) - 200 mo*e-1, Dados apresentados em média

+ erro padrdao. ANOVA (p<0,05) pds-teste Dunnett
Fonte: Autoria prépria (2022)

O fato de a frequéncia de NCEMN nao diferir do controle negativo (CN) na dose de
50 mg.kg!dos grupos tratados com Solanum sp. sugere uma atividade antimutagénica
desses extratos brutos, nesta concentracdo. Em contraposicao a acao exibida pela con-
centracao de 50 mg.kg™, as concentracoes de 100 e 200 mg.kg* apresentaram um com-
portamento indicativo de uma acgao nao corretiva.

Em seus estudos, Vieira (2013) utilizou diferentes concentragdes (25, 50 ou 100
mg.kg?) do extrato de Solanum paniculatum, em experimentos com camundongos e,
apesar das doses usadas serem similares as do nosso ensaio, o autor verificou auséncia
de genotoxicidade na dose de 100 mg.kg. Tal condicdo pode ser explicada por varios
fatores como, a espécie usada, o local e a condicdo da planta no momento da coleta e,
também, ao fato de usarmos as concentragcdes em um ensaio em que os animais ja ha-
viam sido expostos a um provavel agente causador de danos.

3.4 Glicemia

A literatura relata o uso de Solanum sp. no tratamento de diabetes (ALVES, 2016).
Contudo, apds 30 dias de tratamento os extratos de Solanum sp. nao foram capazes de
reduzir o indice glicémico. O controle negativo apresentou indice glicémico abaixo de 200
mg.dL?, o que é considerado o quadro normal no organismo. Entretanto, os animais que
receberam o tratamento com concentragdes de 50, 100 e 200 mg.kg™ de extrato nao
apresentaram redugao do indice glicémico, mantendo os niveis de glicose acima de 400
mg.dL1.

Apesar de a reducdo da glicemia ser uma caracteristica muito relacionada, pela po-
pulacao e por estudos cientificos a Solanum sp., tal comportamento ndo foi observado nos
experimentos aqui avaliados e, ha diferentes opinides e resultados na literatura quanto a
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esta capacidade expressa pelas espécies em foco.

Em relacdo a avaliacdao das plantas do género Solanum, os frutos de S. lycocarpum
St. Hil. sao utilizados, tradicionalmente, no tratamento do diabetes, obesidade, inflama-
coes, hipertensao e para diminuir as concentragdes de colesterol sanguineo (CRUZ, 1982;
VIEIRA et al., 2003). No entanto, em estudos realizados com o polvilho de lobeira (S.
lycocarpum St. Hil.) em ratos portadores de diabetes induzido por STZ nao foi possivel
evidenciar o efeito hipoglicemiante quando administradas doses entre 1 e 2 g.kg!, duran-
te 7 dias (OLIVEIRA et al., 2003).

Contudo em outro estudo, conduzido por Farina et al. (2010), foram observadas re-
ducdes na glicemia e alteracdes de parametros fisioldgicos (volume de urina e volemia)
em ratos diabéticos, sugerindo seu potencial uso como adjuvante no tratamento do Dia-
betes, reforcando a necessidade de ampliagao de estudos.

3.5 Atividade citotoxica e antiproliferativa in vitro

Os efeitos citotoxicos dos extratos brutos etandlicos de Solanum sp. em linfécitos
humanos e antiproliferativos em sarcoma-180 sdo apresentados na figura 4, apds 24h de
tratamento com a amostra. Observa-se que, apds as 24h de exposicao, ambos os extratos
(estacao seca e chuvosa) reduziram de forma significativa a viabilidade celular, tanto de
células sadias quanto as tumorais, nas doses testadas. A maior dose (100.0 pg.mL™) do
extrato produzido de 2016, (estacao chuvosa), apresenta nivel maior de citotoxicidade
para as células de sarcoma-180 (p=0.0124).
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Figura 4 — Percentual de viabilidade celular de linfocitos humanos e Sarcoma-180 24h apds tratamento com do-
ses dos extratos etandlicos das folhas de Solanum sp., coletada em estagdo seca e chuvosa, pelo método do MTT
Valores expressos em média = desvio padrdo (n=3). Controle - células ndo tratadas; doses de extrato
de Solanum sp. - células tratadas com 10,0, 50,0 e 100,0 pg.mL?; 2015 - estagdo seca; 2016 - estagao
chuvosa. A viabilidade celular foi comparada com seus respectivos controles pela ANOVA post hoc teste
de Dunnett - ****p<(0,0001 - células tratadas com doses de Solanum sp. vs. grupo controle de linfocitos
humanos ou sarcoma-180. A comparacdo entre linfocitos humanos e sarcoma-180 tratados foi realizado
pelo teste t para multiplas comparacgées (p < 0,05)

Fonte: Autoria propria (2022)
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Os efeitos citotoxicos dos extratos brutos etandlicos de Solanum sp. em linfécitos
humanos e os efeitos antiproliferativos em sarcoma-180 apds 48h, foram dispostos na
Figura 5, identificando os resultados observados para os dois extratos (estacao seca e
chuvosa).
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Figura 5 — Percentual de viabilidade celular de linfécitos humanos e Sarcoma-180 48h apds tratamento
com doses dos extratos etanodlicos das folhas de Solanum sp., coletada em estagdo seca e chuvosa, pelo
método do MTT
Valores expressos em média + desvio padrdo (n=3). Controle - células ndo tratadas; doses de extrato
de Solanum sp. - células tratadas com 10,0, 50,0 ou 100,0 pg.mL?; 2015 - estacdo seca; 2016 - estacao
chuvosa. A viabilidade celular foi comparada com seus respectivos controles pela ANOVA post hoc teste
de Dunnett - ****p<(0,0001 - células tratadas com doses de Solanum sp. vs. grupo controle de linfocitos
humanos ou sarcoma-180. A comparacdo entre linfocitos humanos e sarcoma-180 tratados foi realizado
pelo teste t para multiplas comparacgées (p < 0,05)

Fonte: Autoria propria (2022)

Apds 48h de exposicdo, as doses testadas foram citotdxicas tanto para os linfocitos
quanto para o sarcoma-180. As doses de 50.0 e 100.0 pg.mL* foram mais citotdxicas
para as células de sarcoma 180 do que para os linfécitos humanos em ambos os extratos
(p<0.0001). Com isso, o extrato produzido com o material vegetal coletado na estagao
chuvosa (2016) demonstrou ser o mais promissor para a atividade anticancer.

O trabalho de Thomas (2022), corrobora com o presente estudo, ao avaliar o efeito
citotdxico de nanoparticulas de ZnO produzidas a partir do extrato metandlico de folhas de
Solanum nigrum em linhagem de célula tumoral, proveniente do cancer de colo do uUtero,
onde foi observada uma relacao dose dependente de citotoxicidade. Gabrani (2012), tam-
bém relata a citotoxicidade dose-dependente em células de linhagem tumoral advindas de
células leucémicas humanas, com o uso do extrato aquoso de Solanum nigrum. Li (et al.,
2008), relatam acdo citotéxica para linhagens tumorais e saudaveis, de células de cancer
cervical e linfécitos humanos, respectivamente. O estudo menciona uma acgao citotoxica
maior para células tumorais e muito baixa para células saudaveis.

Os dados retomam para importancia da utilizacdo dos extratos de Solanum sp. na
interrupcao da proliferacao de células de linhagens tumorais, uma vez que diferentes for-
mas de producao dos extratos tém demonstrado acao citotoxica. Entretanto, é importante
determinar que compostos estao envolvidos em tal atividade e como diminuir ou anular
esta, nos mecanismos de proliferacao de células saudaveis.
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3.6 Atividade anticitotoxica in vitro

Os resultados obtidos nos ensaios de anti-citotoxicidade segundo os protocolos de
pré-tratamento sdao apresentados na Figura 6. Ambos extratos ndao foram capazes de
prevenir o dano citotdxico induzido pela cisplatina com as doses testadas nos protocolos
citados, com excegao da dose de 100 ug.mL* no ano de 2015.

Linfocitos humanos
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Figura 6 A — Percentual de viabilidade celular de linfocitos humanos segundo os protocolos de anti-ci-
totoxicidade em pré-tratamento. Resultados analisados 24h apds o tratamento com doses dos extratos
etanolicos de Solanum sp., pelo método do MTT visando prevenir as células de danos futuros advindos da
cisplatina. Valores expressos em média = DP (n=3).. Controle - células nao tratadas; Cisplatina - células
tratadas com cisplatina (50,0 ug.mL?!); doses de extrato de Solanum sp. - células tratadas com 10,0, 50,0
ou 100,0 pg.mL?; 2015 - estacao seca; 2016 - estacdo chuvosa.. A viabilidade celular nos protocolos de
anti-citotoxicidade foi comparada com o grupo de células tratadas com cisplatina pela ANOVA post hoc
teste de Dunnett - ****p<(0,0001 - grupo de células tratadas com cisplatina vs. grupo controle ou células
tratadas com doses de Solanum sp
Fonte: Autoria prépria (2022)

Apds 24h de tratamento, o extrato de Solanum sp. obtido com folhas de estagao seca
(2015), na concentracdo de 100 pg.mL* foi capaz de impedir o dano citotéxico gerado
pelo mutageno cisplatina, entretanto, nas menores concentracdes nao foi observada re-
ducao. O extrato de Solanum sp. produzido com folhas de estagao chuvosa (2016) nao
foi capaz de prevenir as células do dano causado pela cisplatina, mantendo valores de
percentagem de células viaveis similares ao controle positivo da cisplatina.
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Figura 7 — Percentual de viabilidade celular de linfocitos humanos segundo os protocolos de anti-citoto-
xicidade em tratamento simultdneo dos extratos juntamente com cisplatina. Resultados analisados 48h
apos o tratamento com doses dos extratos etandlicos de Solanum sp., coletada em estagdo seca e chuvo-
sa, pelo método do MTT. Valores expressos em média = DP (n=3).. Controle - células ndo tratadas; Cis-
platina - células tratadas com cisplatina (50,0 pug.mL1); doses de extrato de Solanum sp. - células trata-
das com 10,0, 50,0 ou 100,0 pg.mL*; 2015 - estacdo seca; 2016 - estacdo chuvosa.. A viabilidade celular
nos protocolos de anti-citotoxicidade foi comparada com o grupo de células tratadas com cisplatina pela

ANOVA post hoc teste de Dunnett - ****p<0,0001 - grupo de células tratadas com cisplatina vs. grupo

controle ou células tratadas com doses de Solanum sp.
Fonte: Autoria propria (2022)

No tratamento simultaneo, onde observa-se a capacidade de uma amostra de inibir a
acao de um agente citotdxico concomitantemente. Dessa forma, os extratos de Solanum
sp. de ambas as estagdes nao foram capazes de impedir o dano causado as células de
linfocito (Figura 7).

Apesar dos dados obtidos ndo apresentarem resultados significativos para atividades
anticitotoxicas, Wang (2021), observou, ao avaliar 16 substancias isoladas do extrato
etandlico de plantas inteiras de Solanum lyratum Thunb, que 2 componentes eram res-
ponsaveis por inibir de forma significativa a atividade de células de cancer de figado.

Os resultados do presente estudo, sugerem, que os extratos produzidos por Solanum
sp. ndao conseguem promover a atividade direta sobre a cisplatina, nao promovendo, as-
sim, a inativacao dos compostos citotéxicos em ambos os tratamentos (pré-tratamento e
simultaneo) (MARULLO, 2013; DAMIA et al., 1996).

A cisplatina ¢ uma molécula com altas capacidades reativas, utilizada largamente
no tratamento e combate ao cancer, devido a sua tendéncia a se ligar a moléculas como
RNA, DNA e proteinas, gerando diferentes efeitos (OLIVERO et al., 1997; YANG, 2006;
SANTOS, 2007; DEHNE, 2001; JIANG, 2008).
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4. CONCLUSAO

Nos anos em que as amostras vegetais foram coletadas foram observadas variagoes
consideraveis quanto aos indices pluviométrico e de umidade relativa do ar.

E notdvel a correlagdo existente entre o déficit hidrico e producdo de metabdlitos
secundarios, tendo em vista que os extratos de Solanum sp. apresentaram alta atividade
antioxidante, que pode ser relacionada com a acdao de metabdlitos presentes nos vegetais
capazes de inibir agdes oxidantes.

No ensaio de micronucleos, os resultados demonstraram que a concentracdo de 50
mg.kg! do extrato de Solanum sp. foi efetiva em reduzir os danos genémicos promovidos
pela STZ em até 79,81%.

Apesar de a literatura relatar o uso de Solanum sp. no tratamento de diabetes visan-
do reducdo da hiperglicemia, no presente estudo observou-se que apds 30 dias de trata-
mento, os extratos de Solanum sp. ndo foram capazes de reduzir o indice glicémico em
camundongos para niveis 0s niveis normais de glicose (200 mg.dL!), mantendo-se niveis
glicémicos acima de 400 mg.dL.

Em relacdo a acdo citotéxica e antiproliferativa, ambos os extratos (estacdao seca
e chuvosa) reduziram de forma significativa a viabilidade celular, das células sadias e
tumorais, nas doses testadas. A dose de 100.0 pg.mL* do extrato da estacao chuvosa,
apresenta nivel maior de citotoxicidade para as células de sarcoma 180. Apds as 48h de
exposicao, as doses testadas foram citotdxicas tanto para os linfocitos quanto para o sar-
coma 180. As doses de 50.0 e 100.0 ug.mL* foram mais citotdxicas para as células de
sarcoma 180 do que para os linfocitos humanos, usando os extratos oriundos tanto da
coleta na estacao seca (2015) quanto da estacao chuvosa (2016).
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Resumo

cao vegetal e, consequentemente, importante tema para a agricultura. Esta revisao

focou em artigos da plataforma SciELO sobre o tema alelopatia, com busca de pu-
blicacdes no Brasil, no periodo de 2011 a 2021, sendo analisados artigos que abrangeram
um total de 141 espécies. Observou-se um grande aumento de registros e numero de
espécies testadas, em comparacao a estudos anteriores sobre o mesmo tema. A revisao
apontou que, mais de 70% dos estudos nao classificaram os compostos quimicos das
plantas estudadas e foram laboratoriais, além de que a maioria dos estudos utilizaram as
folhas e a forma de preparo predominante foi a de extratos aquosos. A espécie utilizada
como organismo teste, em maior proporcao, foi Lactuca sativa. Nao houve uma espécie
doadora especifica se sobressaindo, apesar de a familia Poacea ser a mais presente nos
estudos (19,25%). A regiao do Brasil que produziu mais artigos indexados no SciELO foi
a Sudeste, com destaque para Sao Paulo, estado que também contou com a maior verba
de fomento a pesquisa, no periodo investigado.

Q lelopatia € um importante tema de Ecofisiologia com reflexos ecoldgicos de intera-

Palavras-chave: Ecofisiologia, Bioherbicidas, Plantas invasoras.

Abstract

interaction and, consequently, an important theme for agriculture. This review fo-

cused on articles from the SciELO platform on the theme allelopathy, searching for
publications in Brazil, from 2011 to 2021, and articles covering a total of 141 species
that were analyzed. There was a large increase in records and number of species tested,
compared to previous studies on the same theme. The review pointed out that more than
70% of the studies did not classify the chemical compounds of the studied plants and were
laboratory, in addition to the fact that most studies used the leaves and the predominant
form of preparation was that of aqueous extracts. The species used as the test organism,
in greater proportion, was Lactuca sativa. There was no specific donor species standing
out, despite the Poacea family being the most present in the studies (19.25%). The region
of Brazil that produced the most articles indexed to SciELO was the Southeast, especially
Sao Paulo, a state that also had the largest funding for research in the period investigated.

L\ llelopathy is an important theme of Ecophysiology with ecological reflexes of plant

Keywords: Ecophysiology, Bio-herbicides, Invasive plants.
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1. INTRODUCAO

1.1 Alelopatia

Segundo Reigosa et al. (2013) “o primeiro registro do uso da palavra “alelopatia” foi
por Theophrastus (ca. 300 a.C.), discipulo de Aristételes, que observou, além do efeito
no desenvolvimento de plantas invasoras, que plantas de grao-de-bico (Circer arietium
L.) ndo enriqueciam o solo como outras plantas”. Aristoteles descreveu em seus trabalhos
botanicos como C. arietium esgotava o solo (LI et al., 2010). Scavo et al. (2018) atribu-
iram o “cunho” do termo Alelopatia a Hans Molisch, em 1937, no seu livro “Allelopathie”
abrangendo tanto efeitos benéficos quanto efeitos prejudiciais entre todos os tipos de
plantas, incluindo também os microrganismos. A palavra alelopatia vem do grego que
tendo allelon significando “de um para outro” e phatos “sofrer” (CORSATO et al., 2016).

Atividades alelopéticas determinam impacto nos organismos vizinhos devido a pro-
ducao de aleloquimicos, uma vez que esses compostos podem interferir no crescimento e
desenvolvimento de outros, seja inibindo ou estimulando essas acoes fisioldgicas. Os es-
tudos sobre alelopatia se ampliaram e, atualmente, também objetivam verificar os meca-
nismos fisioldgicos (bioquimicos e genéticos) envolvidos nessas interagdes, além de abor-
darem os organismos impactados direta ou indiretamente por essas associagoes. Assim
sendo, o campo se ampliou ao longo dos anos e agora relaciona-se a estudos tanto sobre
ecossistemas terrestres (natural e agricola) quanto aquaticos (marinhos e ribeirinhos).

1.1.1 Liberacao do aleloquimico no ambiente

A liberacdo do aleloquimico tem dois principais envolvidos, os organismos “doado-
res”, que liberam o aleloquimico no meio, e os “receptores” ou “alvo”, que sao aqueles
afetados pelos aleloquimicos (SOLTYS et al., 2013). Para Pires e Oliveira (2011) ha qua-
tro formas de liberacao de aleloquimicos no ambiente: a) Volatilizacao, que é a liberacao
do aleloquimico por meio de sua dissolugao no ar. Os quimicos produzidos pelo doador
sao capazes de evaporar em condigdes normais de temperatura e pressao, sendo mistura-
dos e transportados até os alvos. Li et al. (2018), em um estudo com o éleo essencial de
Chenopodium ambrosioides L., revelaram que a exposicao tinha efeito tempo dependente
e causava o aumento de apoptose em células de raizes de milho. b) Lixiviacdo: quando
um aleloquimico liberado pelo doador, por alguma parte aérea da planta, seja, fruto, flor,
folhas, galhos ou tronco, é entdo transportados para o solo até o alvo pela agua de chuva
ou de vapor do ar e/ou transpiracao. Oliveira et al. (2014), em testes de irrigacao, reve-
laram que quando havia cobertura da palha de milheto pérola (Pennisetum glaucum (L.)
sobre solo, apenas a irrigacao que simulava chuva (precipitacao) tinha efeito alelopatico,
ou seja, quando irrigadas, subsuperficialmente, as sementes de Bidens pilosa e Euphorbia
heterophylla germinaram normalmente mesmo cobertas. c) Exsudacao radicular: quan-
do o doador libera o aleloquimico através de suas raizes (exsuda). Silva et al. (2017)
com estudo sobre o efeito de exsudatos da raiz de Brachiaria decumbens observaram a
inibicdo no crescimento de trés espécies nativas da Mata Atlantica; d) Decomposicdo: o
aleloquimico é resultado da decomposicao de parte da planta doadora e, posteriormente,
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lixiviada. Este processo pode ocorrer seja pelo rompimento de células ou tecidos e libera-
cao e lixiviacao direta do aleloguimico ou ainda a liberacao do aleloquimico ocorrera pela
producdo de substancias pelo microrganismo decompositor (PIRES; OLIVEIRA, 2011).
Mehmood et al. (2017) demonstraram que ha efeito tardio da decomposicdo de residuos
de Alternanthera sessilis e A. philoxeroides no crescimento de arroz, decorrente da de-
composicao. Para Soltys et al. (2013), ainda pode haver uma quinta forma de liberacao
de aleloquimicos, que é a interacao (Figura 1), a qual ocorre quando o exsudado liberado
pelo doador é ativado por um microrganismo ou por condicdes ambientais (pH, umidade,
luminosidade, temperatura, oxigénio, etc.) e, posteriormente, atinge a planta alvo. Neste
caso, o quimico liberado pela planta pode também pode estimular um microrganismo a
liberar o aleloquimico.
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Figura 1 = Formas de liberagao do aleloquimico no ambiente
Fonte: adaptado de SCOZERO L. (2018)

1.2 Importancia bioldgica e economica

As atividades agricolas em areas tropicais tém sido limitadas pelo aparecimento de
uma comunidade de plantas invasoras (BORGES et al., 2007). Silva e Durigan (2009)
relatam a reducdo de até 96,9% na produtividade de arroz quando em contato com plan-
tas daninhas durante todo ciclo. Teixeira et al. (2017) reportaram variacao na perda de
produtividade de até 95%, em estudo da interferéncia de plantas invasoras sob dois cul-
tivares de grao-de-bico.

No controle de plantas invasoras e de pragas é comum o uso de agrotdxicos, e sua
comercializagao tem aumentado no Brasil, atingindo 620.537,98 toneladas em 2019 (IBA-
MA, 2019). Uma alternativa para reducao do uso de herbicidas seria o uso de plantas ge-
neticamente modificadas (OGM) resistentes ou a selecao de culturas com gendtipos mais
resistentes as pragas, como realizado em trabalho com tomateiros (SILVA et al., 2013).
No entanto, Almeida et al. (2017) apontam que com o aumento da utilizacdo de culturas
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OGM no Brasil houve também um aumento da utilizacdo de herbicidas, ao contrario do
que se esperava.

Ainda neste contexto, Galon et al. (2016) consideraram que é necessaria a reducao
do uso de agrotdxicos, seja pela reducao de danos ambientais como pela preocupacdo
com o consumo de alimentos contaminados com possiveis residuos e, ainda sob a otica
desses autores, o uso de bioherbicidas pode favorecer nao somente o controle de plan-
tas invasoras, mas também reduzir prejuizos ambientais pelo uso continuo de herbicidas
sintéticos, sendo que o Brasil apresenta grande potencial para o desenvolvimento dos
bioherbicidas, tendo em vista a diversidade vegetal do pais, além da pratica diversa de
modos de produgdo agricola.

Bioherbicidas sdo produzidos por organismos vivos, incluindo assim os aleloquimicos
e, de acordo com o registro CAS (Chemical Abstracts Service), dentre os mais de 24 mi-
Ihdes de compostos organicos, um grande grupo de metabdlitos secundarios é represen-
tado e, alguns destes participam de relagdes alelopaticas (SOLTYS et al., 2013).

Os ultimos herbicidas com descricao de novo mecanismo de agao foi ha mais de 20
anos, o que motiva pesquisas neste sentido, pois ha evolugdo na resisténcia de plantas
invasoras e os compostos naturais eram, e ainda sdo, fontes de novos herbicidas de sitios
especificos (DUKE; DAYAN, 2013; SOLTYS et al., 2013). Em relacdo aos cultivos organi-
cos, a utilizacao de plantas que sao capazes de produzir e liberar compostos fitotoxicos é
uma ferramenta bastante efetiva (PUIG et al., 2018). Silva et al. (2015), em estudo com
U. decumbens, espécie invasora bem-sucedida e agressiva que ameaca areas protegidas,
demonstraram efeito alelopatico negativo de Microlobius foetidus, relacionado a proximi-
dade fisica das espécies.

1.2.1 Importancia ecoldgica

A matéria organica € um componente fundamental em substratos para a producao
de mudas, que tem como finalidade basica contribuir com nutrientes e a retencdo de
agua (CALDEIRA et al., 2008). Estudos buscam dar viabilidade para utilizacdo da matéria
organica proveniente de residuos da agroindustria, devido ao seu baixo custo e disponi-
bilidade, além de reduzir o acimulo dos mesmos no ambiente (KRATZ et al., 2013; LIMA
et al., 2007; CALDEIRA et al., 2008).

Lima et al. (2017) observaram inibicao total na germinacao de Myracodroun urun-
deuva Allemao, uma espécie ameacada de extincdo, quando residuos de café foram in-
corporados ao solo. Tais resultados sao similares aos encontrados por Lima et al. (2007),
com residuos da industria de cha preto, os quais inibiram a germinacao das sementes de
pepino, alface e tomate, mas se tornavam viavel para utilizacao para produgao de mudas,
quando esses residuos eram decompostos. J& Mehmood et al. (2017) em estudos sobre
o tempo de decomposicao de duas espécies Alternanthera sessilis e A. philoxeroides na
emergéncia de arroz (0, 15 e 30 dias de decomposicao), observaram que aos 30 dias
havia maior resposta inibitéria. Portanto, a matéria organica a ser utilizada no substrato
deve ser submetida ao devido estudo alelopatico antes de sua utilizagao.
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Considerando a relevancia dos estudos sobre alelopatia e seus reflexos agrondmicos
e ecofisioldgicos, o presente estudo objetivou, a partir de um levantamento bibliografico
sobre os estudos brasileiros acerca deste tema, no periodo de 2011 a 2021, para fomen-
tar a identificacao e discussao sobre os principais grupos de pesquisa voltados para essa
linha de pesquisa, além de referenciar os organismos testes e plantas doadoras mais fre-
guentemente envolvidos na pesquisa do Brasil, além da parte do vegetal, modo de expe-
rimentacao, substrato e solventes mais utilizados nesses estudos.

2. MATERIAL E METODOS

O trabalho de revisao foi feito no portal SicELO com a utilizagdo de operadores boo-
leanos onde a chave de pesquisa foi “alelopatia OR allelopathy OR aleloquimicos OR alle-
lochemicals”, cujo prefixo OR amplia o campo de busca para a proxima somando-as. Ou-
tros operadores utilizados foram o AND e o NOT, que sdo operadores de restricao. Sendo feitas
restricdes quanto aos anos (2011 a 2021), e o local, Brasil, por meio de marcadores de pesquisa
fornecidos pelo proprio site. Foi decisdo do autor ndo utilizar restricdo por operadores booleanos.

Todos os artigos verificados na plataforma SicELO foram armazenados no programa
Zootero, o qual foi escolhido devido a interface dedutiva e facil, além de o programa co-
laborar com a organizacao e possibilitar a escrita de notas, criagcdao de pastas, subpastas,
utilizacdo de gerenciador de referéncias, etc. Para melhor utilizar o programa foi realizado
um cadastro gratuito no site do Zootero e posterior login no computador que permitiu a
sincronia entre computadores dos artigos, anotacoes, pastas, subpastas, etc. Foi também
utilizado o plugin fornecido pelo proprio programa que permitia o download dos artigos
direto para o programa.

O presente trabalho apenas teve enfoque na alelopatia de plantas terrestres e aquaticas
testadas em plantas, portanto quaisquer artigos sem estas definicdes foram descartados.

Uma tabela foi elaborada segundo o modelo de Reigosa et al. (2013) (dados nao
mostrados). Todos os nomes de espécies testadas com potencial alelopatico contidos nos
artigos foram revisados e corrigidos utilizando os sites FLORA DO BRASIL (floradobrasil.
jbrj.gov.br), TROPICOS (tropicos.org) e THE PLANT LIST (theplantlist.org). Além disso, na
tabela foram adicionados dois campos: o da instituicao de onde provinham os artigos e o
da familia da planta doadora para posterior andlise e comparacao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O numero de trabalhos que versam sobre alelopatia vem crescendo muito nos ultimos
27 anos tanto no Brasil quanto no mundo. No Brasil, nos ultimos onze anos (2010-2021),
o numero de publicacdes foi superior ao do periodo de 1990 a 2010, demonstrando com
isso um impulso na area, o que pode estar relacionado com o interesse recente na busca
de novos aleloquimicos para uso como bioherbicidas, sob a premissa de serem menos im-
pactantes tanto para o ambiente (fauna e flora) e para saude humana (CERQUEIRA et al.,
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2018, DUTRA et al., 2017). Outro dado importante, € o maior impulso dos estudos sobre
alelopatia no periodo da presente pesquisa, no Brasil (140,9%), em relacdo ao aumento
mundial (43,98%), o que revela que a area tem se revelado como promissora no pais.

Reigosa et al. (2013) encontraram 92 espécies doadoras envolvendo pesquisa em
115 artigos. Assim, nos ultimos anos, houve um aumento no nimero de espécies estuda-
das por artigo, o que indica uma valorizagao do estudo da biodiversidade brasileira, que
no periodo de 2007 a 2015 teve a descricdao de 1900 novas espécies de angiospermas
[maioria das espécies observadas neste trabalho] além de conter 34,916 espécies no Bra-
sil, sendo 19,187(55%) endémicas (STEHMANN; SOBRAL, 2017).

No presente estudo, a maioria das espécies doadoras identificadas sdo nativas
(61,49%), sendo que poucos sao os trabalhos (Brasil) classificaram ou buscaram indicar
a classe ou substancia dos aleloguimicos. A maioria dos estudos focaram nos efeitos da
germinacgao (75,15%), do crescimento ou de ambos, com poucas descricdes quanto ao
efeito negativo ao estado morfofisioldgico (18,63%), o que demonstra que os estudos
brasileiros ainda sao preliminares. O que corrobora com o fato de 98,76% dos trabalhos
terem sido laboratoriais, ou seja, sob condigdes controladas, o que elimina variaveis que
poderiam influenciar no crescimento das espécies alvos, como a competicao, desidrata-
cao, condicdes do solo, microrganismos, etc.

Vale ressaltar ainda que, de 2017 a 2021 houve um aumento de estudos que visaram
a analise de residuos com relacao a sua possivel utilizacdo como bioherbicida ou a sua
interferéncia no ambiente agricola durante a rotagao de culturas como vistos nos estudos
de Fioreze et al. (2019) e de Vargas et al. (2018), fato que mostra a busca de usos alter-
nativos e a valorizacao desses materiais.

Para Reigosa et al. (2013), trabalhos sob condicao laboratorial sobre a producao ou
nao de substancia bioativa que afeta uma planta alvo [entende-se que é uma planta que
pode ocorrer ou ndao em condigdes naturais com a planta doadora] ndao podem ser consi-
derados como prova de interacao alelopatica e, “que [estudos laboratoriais] apenas suge-
rem, em condicdes naturais, que estes compostos podem talvez ter algum tipo de efeito
no crescimento planta vizinha”. Esses autores ainda consideram uma série de critérios
gue, na sua concepcao, deveriam ser seguidos em estudos preliminares laboratoriais: a)
extratos para testes apenas feitos com agua (solvente); b) estudar apenas com espécies
gue ocorrem naturalmente juntas(doadora e alvo); c) ndo se utilizar papel filtro, mas sim
um substrato representante da regidao onde as espécies ocorrem.

Sobre essas reflexdes, considera-se também que estudos de alelopatia e, principal-
mente, estudos preliminares laboratoriais, nao se definem apenas para com sua interagao
natural ou se ela de fato ocorre em condigcdes naturais, mas na busca por aleloquimicos
também é um campo da alelopatia, assim como é definido pela IAS (2018). E mesmo, por
exemplo, nao utilizando um solvente que ocorra naturalmente, caso seja encontrado um
efetio alelopatico nao descaracteriza o estudo.

Silva et al. (2013) citam que estudos prévios identificaram o género Derris (Loncho-
carpus/Deguelia) como produtor de quimicos utilizaveis na agricultura, e posteriormente
estudando a espécie Deguelia urucu foram capazes de isolar e verificar trés compostos
quanto as suas atividades alelopaticas. Portanto, estudos preliminares podem dar um
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foco a estudos posteriores, guiando onde (género, familia, espécie até classe dos alelo-
quimicos) podem ser encontrados mais comumente aleloquimicos, assim otimizando os
esforcos para estudos em areas especificas.

Estudos laboratoriais, e principalmente, estudos preliminares laboratoriais nao ne-
cessitam necessariamente de um embasamento natural, isto se o foco for a busca de
aleloguimicos. Por exemplo, plantas medicinais sao estudadas nao pelo fato de ocorrerem
proximas as plantas alvos, mas pelo conhecimento prévio de seus quimicos ativos (IS-
LAM; KATO-NOGUCHI, 2014).

Na revisao foi possivel também verificar que: as partes da planta mais estudadas,
solvente e substrato utilizados. Em geral, os estudos revelaram uma padronizagao: folhas
e parte aérea, agua e papel filtro. Percebe-se ainda que os extratos aquosos represen-
taram mais de 70% das formulagdes avaliadas, o que esta condizente com a literatura
na intencdo de priorizar este solvente (REIGOSA et al., 2013), além do fato de ser um
solvente altamente polar e se inferir que grande parte dos aleloquimicos sejam polares
(SOUZA FILHO et al., 2010). Entretanto, Souza Filho et al. (2010) consideram que priori-
zar a agua como solvente “limita o conhecimento mais amplo sobre as reais potencialida-
des alelopaticas da planta em estudo”.

As partes vegetais mais estudadas foram a folha e parte aérea, que somadas perfa-
zem 75,53% do total nesta revisao. A escolha pode ser embasada nos seguintes fatos: fa-
cil coleta; rendimento de elevada biomassa, o que é uma variavel importante na busca de
um aleloguimico, e; sua coleta ndo causa a morte da planta. Outro local de elevada biomassa
seria o caule para plantas superiores, mas foram observados poucos estudos com este material.

A escolha do papel filtro como substrato ocorreu em 73,17% dos estudos, pois em
teoria € um substrato inerte além de facilmente manipuldvel (REIGOSA et al., 2013) e
amplamente utilizado em estudos de germinacao e/ou alelopatia.

A planta alvo mais estudada foi a Lactuca sativa (alface), representando 30,15%
dos testes, sendo que mais da metade de estudos com L. sativa também utilizaram pelo
menos mais uma espécie. A L. sativa é tida como uma espécie sensivel e a expressao ale-
lopatica pode ser superestimada, recomenda-se que para evitar isto que sejam utilizadas
trés espécies: uma de baixa sensibilidade, uma de média e uma de alta (SOUZA FILHO et
al., 2010). Allium cepa foi a segunda espécie alvo utilizada, citada em 8% dos estudos.
Ambas sao espécies de rapida germinagdo, tendo A. cepa aproximadamente 4 dias de
germinagdo (MULLER et al., 2007), que apesar de ndo terem histérico de ocorréncia natu-
ral no Brasil, sdo amplamente utilizadas e de facil comparagao com a literatura, podendo
se caracterizar espécies modelos. Percebe-se também uma maior variedade de plantas
envolvidas como modelos, que vao desde plantas cultivadas em consodrcio (girassol, mi-
lho) assim como plantas invasoras, das quais sdo buscadas informacdes ecofisioldgicas
(GROSSI et al., 2021; ARAUJO et al., 2021).

A familia com maior nimero de espécies utilizadas, como planta doadora, nesta re-
visao, foi a Poaceae (Graminea) com citacdo em 19,25% dos estudos, seguida das Myrta-
ceae (12,42%), mas nao havendo uma restricdo a essas familias, pois ha ocorréncias em
pelo menos mais seis familias como a Fabaceae, Cyperaceae, Asteraceae, Erythroxylaceae
e Polygonaceae. Sanchez-Moreiras et al. (2003) ja citam a capacidade alelopatica dessa
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familia em um levantamento, onde o efeito de inibicao foi o prevalente, tanto das espécies
doadoras cultivadas como das selvagens. Favaretto et al. (2018) realizaram uma revisao
sobre alelopatia em Poaceae, também restrita aos estudos desenvolvidos no Brasil, na
qual foram encontrados 47 artigos e, destes apenas 2,56% versaram sobre espécies de
Poaceae nativas do Brasil. Esses autores criticam o0s estudos brasileiros sobre os aspectos
alelopaticos das podaceas, que na sua visao, sdo poucos e na maioria laboratoriais, sem a
identificacdo dos compostos quimicos, que envolveram simples avaliacdao de germinacao
ou crescimento inicial.

Favaretto et al. (2018) e Sanchez-Moreiras et al. (2003) consideram que o aprofun-
damento dos estudos sobre esta familia contribuird para o desenvolvimento da compreen-
sao das interacdes alelopaticas, uma vez que auxiliara no entendimento do comportamen-
to natural das espécies e no manejo de plantios além da bioprospeccdo de aleloquimicos
com potencial uso como bioherbicidas. Apesar de uma alta concentragao de estudos nas
poaceas, o presente estudo apontou uma grande variedade de espécies envolvidas na
busca de aleloquimicos e nas pesquisas sobre os efeitos alelopaticos, perfazendo um total
de 57 familias nos artigos analisados.

Para ver onde se foram feitos mais estudos foi feito uma relagao da instituicao com
a Unidade Federal (UF) proveniente do artigo. E esse dado foi plotado no mapa em con-
junto com dados da verba destinada para cada estado pela instituicao de fomento CAPES
(Figura 2).
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Foram reveladas varias incongruéncias como as regidoes de maior producgao de artigos
sao a sudeste e nordeste, assim como a maior verba destinada a estas regides. Mas exis-
tem destaques discrepantes como Rond6nia e Amapa com uma verba quase imperceptivel
comparados com os outros apresentando uma grande producgao de artigos, e o Rio Grande
do Sul com uma grande verba possuindo a quantidade nula na contribuicao de artigos,
Bahia, Amazonas, Para em situagoes similares. O que pode revelar a auséncia de grupos
de pesquisas fortes em alguns estados e a presenca em estados com menor destinacao
de verba. Também demonstra potenciais locais para desenvolver pesquisas. Amazonas e
Bahia que possuem uma grande biodiversidade.

4. CONCLUSAO

Os estudos de alelopatia vém seguindo uma metodologia muito similar, o que ndo é
um problema, mas pode restringi-la a estudos apenas naturais o que pode ser um proble-
ma ou limitacao para a area. A possibilidade de se encontrar uma “nova espécie” que vai
de forma natural ter efeito alelopatico talvez seja uma tarefa muito complexa, pois envol-
veria parametros muito restritivos (mesmo ambiente, espécies alvo e doadora e ambas
sendo nativas). As espécies podem, realmente, ser encontradas em uma busca assim,
mas a investigacdo de um aleloquimico, independentemente de ser de uma planta ou mi-
crorganismo, ndao é menos importante do que encontrar a espécie. Entao, se estudar uti-
lizando sollUveis ndo encontrados no ambiente, focar em estudos laboratoriais, testar em
espécies que nao ocorrem naturalmente, como Lactuca sativa, mas tem uma abrangéncia
de estudos e podem ser comparados, padronizar isto é também uma forma promissora
de estudo da alelopatia.

As interacOes sao tantas que este estudo natural, sem um estudo preliminar labora-
torial e esclarecedor, pode ser inviavel, e algo que dificulta os estudos naturais percebidos
nesta revisdo sao que o aleloquimico: a) pode ser ou nao produzido em quantidade sufi-
ciente pela planta a ponto de provocar o efeito alelopatico; b) pode ser liberado apenas na
decomposicao da raiz, ou seja, quando a planta morrer, e mais preocupante quando for
adulta e morrer, poucos foram estudos deste tipo; c) pode estar ligado a uma cadeia de
interagcdes que envolvem o solo e sua flora; d) pode ser produzido apenas em condicdes
de estresse, e nesta revisao apenas foi visto dois estudos que tentam estudar tal efeito na
planta; e) pode ser produzido em uma época especifica, em fase reprodutiva, frutificante,
da planta. E observar isso na natureza carece de métodos. Algo que foi muito observado
foi a prioridade dada ao crescimento inicial e a germinacdao, mas poucos estudos busca-
vam interacdes alelopaticas entre plantas adultas.

A alelopatia no Brasil € uma area que se tem muito a desenvolver, e a critica de que
se tem poucos estudos que buscam os compostos é de fato relevante e preocupante, pode
sugerir que se deve ter uma interacao entre laboratérios diferentes para que se tenha
uma abrangéncia maior. Estudos brasileiros ainda tém muito com o que contribuir para
essa area da ciéncia e essa area da ciéncia para o mundo.
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5. AGRADECIMENTOS

A FAPES, UFES, CNPq e Capes pelo apoio as pesquisas do LGVT.
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Resumo

vias biossintéticas e da defesa do vegetal contra agentes enddgenos. Os estudos

com metabdlitos secundarios visam a identificacdo e seu uso de forma sustentavel,
como um possivel substituto de pesticidas, ja que possuem alguns possuem funcgoes ale-
lopaticas e sdo de facil degradacao, ndo oferecendo riscos ao meio ambiente. Este tra-
balho teve como objetivo avaliar a atividade alelopatica da cumarina presente no extrato
de Guaco (Mikania glomerata) em dois organismos testes (Allium cepa e Lactuca sativa)
e avaliar sua atividade mutagénica, genotdxica e capacidade de modular o fluxo extrace-
lular de prétons em raizes primarias. Os resultados revelaram que a cumarina promoveu
uma inibicdo significativa no fluxo de H* quando comparado ao controle negativo. A maior
inibicdo foi observada na dose de 0,002 mg.mL*' de cumarina. Em relacao a atividade
alelopatica, foi encontrado que as raizes de Allium cepa foram mais resistentes ao tra-
tamento com a cumarina em comparagao as raizes de Lactuca sativa, as quais apresen-
taram maior sensibilidade na germinacgao, crescimento e desenvolvimento das raizes de
acordo com teste dose-resposta. Nas analises mutagénicas foi possivel verificar que os
tratamentos de 0,002 mg.mL* e 0,004 mg.mL!, apresentaram efeitos clastogénicos. Ine-
ditamente, mostramos que a atividade alelopatica e mutagénica da cumarina em raizes
esta diretamente associada ao fluxo de protons e consequentemente ao pH extracelular,
o qual emerge como um possivel indicador fisioldgico de fitotoxicidade de metabdlitos se-
cundarios de interesse agricola.

Aprodugéo de metabdlitos secundarios estd voltada ao mecanismo de adaptagao das

Palavras-chaves: Metabdlitos Secundarios, Alelopatia, Mutagenicidade, Prétons,
Guaco.

Abstract

biosynthetic pathways and the plant’s defense against endogenous agents. Studies

with secondary metabolites seek to identify and use them in a sustainable way, as
a possible substitute for pesticides, since some have allelopathic functions and are easily
degraded, offering no risks to the environment. This study aimed to evaluate the allelo-
pathic activity of coumarin present in Guaco extract (Mikania glomerata) in two test orga-
nisms (Allium cepa and Lactuca sativa) and to evaluate its mutagenic and genotoxic acti-
vity and ability to modulate the extracellular flux of protons in primary roots. The results
revealed that coumarin promoted a significant inhibition in the H* flux when compared to
the negative control. The greatest inhibition was observed at the dose of 0.002 mg.mL?! of
coumarin. Regarding allelopathic activity, it was found that Allium cepa roots were more
resistant to treatment with coumarin compared to Lactuca sativa roots, which showed
greater sensitivity in germination, growth and root development according to the dose-
-response test. In the mutagenic analysis, it was possible to verify that the treatments
of 0.002 mg.mL! and 0.004 mg.mL! presented clastogenic effects. For the first time, we
show that the allelopathic and mutagenic activity of coumarin in roots is directly associa-
ted with proton flux and consequently with extracellular pH, which emerges as a possible
physiological indicator of phytotoxicity of secondary metabolites of agricultural interest.

The production of secondary metabolites is aimed at the adaptation mechanism of

Keywords: Secondary Metabolites, Allelopathy, Mutagenicity, Protons, Guaco.
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1. INTRODUCAO

Durante a evolugao bioldgica, as plantas desenvolveram vias biossintéticas voltadas
a producao e acumulo de uma grande variedade de compostos secundarios que podem
ter a sua constituicao molecular modificada por fatores bidticos e abidticos. Deste modo,
0s metabdlitos secundarios passaram a ser utilizados como estratégias de sobrevivéncia
das plantas as adversidades do ambiente (KAUFMAN et al., 1998; SOUZA FILHO, 2002;
VIZZOTTO; KROLOW; WEBER, 2010). A funcdo alelopatica dos metabdlitos secundarios
das plantas altera a atividade e dindmica do meio externo e, dependendo da substancia
exudada, pode causar efeito tdéxico em espécies de plantas e micro-organismos (HOS-
SAIN: ANWAR; NANDI, 2016; MENSAH et al., 2015; SAHID; TAN; CHUAH, 2015).

Os aleloquimicos sao encontrados em todos os 6rgaos vegetais, podendo a sua quan-
tidade variam em diferentes partes do vegetal, como raizes, rizomas, folhas, cascas e se-
mentes; os autores Anese et al. (2015) realizaram experimentos com Mikania micrantha,
Aristolochia esperanzae e em trés espécies de Copaifera, e observam que os compostos
presentes em extratos vegetais foram considerados fitotdxicos dependendo da quantidade
liberada e da sua acdo no ambiente. Atualmente, os estudos com metabdlitos secundarios
visam a identificacdo, uso e aplicagao na agricultura como alternativa sustentavel toman-
do vantagem da sua fungao de pesticida, ja que oferecem pouco risco a salde publica e
ambiental, e a sua rapida degradacao no ambiente devido a sua estrutura quimica (ANESE
et al., 2015; DEBASTIANI, 2015; SAHID; TAN; CHUAH, 2015). Dentre estas estruturas,
destacam-se as cumarinas, que sao compostos fendlicos conhecidos como benzopirona,
constituidos de um anel de benzeno unido a uma pirona, encontrados livres ou como
heterosideos. Elas sao produzidas no metabolismo vegetal e participam da regulagao do
crescimento por meio da agao das furanocumarinas (CZELUSNIAK et al., 2012).

Apesar de serem sintetizadas nas folhas, as cumarinas podem estar presentes em
niveis mais elevados em frutas, caules e principalmente nas raizes (ASIF, 2015) atuando
como agentes alelopaticos contra microorganismos do solo (CZELUSNIAK et al., 2012) e
nos processos fisioldgicos associados a germinagao de sementes, crescimento e desenvol-
vimento das plantas. A interferéncia no crescimento do vegetal, pela acdo das cumarinas,
se da por meio da inibicdo do metabolismo de horménios e indugdo de alteragdes nas
biomembranas (ASIF, 2015; SALEH; MADANY; GONZALEZ, 2015).

A energizacao da membrana plasmatica, em plantas e fungos, é gerada por uma
forca proton- motriz de adenosina trifosfato (ATPases) especializadas em transporte de
protons (HARUTA; GRAY; SUSSMAN, 2015). Durante o crescimento celular, estas bombas
de H* funcionam no transporte ativo primario gerando um gradiente eletroquimico que
impulsiona a absorcdo de nutrientes em células vegetais. Este transporte esta envolvido
no processo de crescimento celular, proporcionando um ambiente acido na parede celular
favorecendo a sua expansao e o aumento na translocacao de auxinas (HARUTA; GRAY;
SUSSMAN, 2015).

Ainda nao existem estudos que relacionem a atividade de fluxo de protons e os
efeitos citogenéticos, referentes a possiveis alteracdes cromossomicas devido a presen-
ca de agentes mutagénicos. Testes com Allium cepa sao muito importantes para avaliar
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a capacidade citotdxico-mutagénica e monitoramento ambiental, de plantas medicinais,
além da avaliacao do potencial mutagénico de muitos compostos quimicos, por meio de
avaliacdo de células meristematicas de raizes (BAGATINI; SILVA; TEDESCO, 2007).

No Brasil, o género Mikania estad na lista de vegetais de grande interesse nacional
pela sua capacidade terapéutica, sendo estabelecidos padroes de cultivo e processamento
desta planta para producdo de medicamentos (RAPOSO et al., 2017). Estudos fitoquimi-
cos comprovam a presenca de metabdlitos secundarios, em especial a cumarina, que lhe
foi atribuida como um marcador quimico da qualidade do vegetal (DOS SANTOS et al.,
2017).

Apesar de existirem estudos isolados da acdo do extrato de guaco na interferéncia
alelopatica e mutagénica, estudos associando a acdo da cumarina sobre o fluxo de pro-
tons e pH extracelular em raizes primarias, sao inexistentes. Por isso, objetivamos avaliar
a atividade alelopatica da cumarina, presente no extrato de guaco, em dois organismos
testes Allium cepa e Lactuca sativa, além de avaliar se sua atividade mutagénica e geno-
toxica estd relacionada a modulagao do fluxo extracelular de prétons.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais vegetal

Todo o estudo foi feito com extrato hidroalcodlico (70%) de Mikania glomerata em
dois organismos testes: Allium cepa (cebola) e Lactuca sativa (alface). O Allium cepa é
um reconhecido bioindicador de genotoxicidade, podendo ser utilizado para monitora-
mento ambiental e avaliacdo da mutagenicidade de muitos compostos quimicos (BAGA-
TINI; SILVA; TEDESCO, 2007). E a Lactuca sativa é muito utilizada para monitoramento
de substancias potencialmente toxicas e em estudos de avaliacdo alelopatica (MACHADO
et al., 2005).

2.2 Fluxo de ions proétons

A medicao do fluxo de ions foi realizada com as raizes de Allium cepa, com 5mm
de comprimento, que foram germinadas em tratamento continuo nas concentragdes de
0,001; 0,002; 0,004; 0,008 e 0,016 mg.mL* de cumarina do extrato de guaco; controle
negativo (CN); cumarina pura 0,002 mg.mL? (CuP) e metil-metano-sulfonato (MMS),
como controle positivo (CP).

O fluxo de prétons no meio extracelular foi medido de acordo com Feijé e colabora-
dores (1999) e Ramos; Facanha; Feijé (2008). Os microeletrodos vibrateis ion-especifi-
cos serao produzidos como descrito por Feijo et al. (1999). Estes foram produzidos de
microcapilares de borosilicato com didmetro exterior de 1,5 mm e 1,12 mm de didmetro
interior (www.sutter.com), utilizando o aparelho Puller Flaming Brown, Sutter P-98 (Sut-
ter Instruments, Novato, CA). Posteriormente, os microeletrodos foram colocados sob um

Da Pesquisa ao Ensino: uma investigagdo a partir das plantas medicinais - 8 2
Vol. 01



Capitulo 6

suporte de vidro e coberto por um becker de vidro (1 L) e secos em estufa a 250 ° C por
3 horas. Apds este periodo, foi realizada a silanizagao dos microcapilares, por exposicao
a vapor de N, N-dimetiltrimetilsilamina (C5H15NSi, Fluka 41716), ainda na estufa por 20
minutos e deixados para secar por mais 3 horas, na mesma temperatura. Apds a vapori-
zacao com silano (C5H15NSi), os microeletrodos foram preenchidos com uma solugao de
eletrdlito (15 mM KCl e 40 mM KH,PO,, pH 6.0, para H*; 100 mM KClI para anions e potas-
sio; 100 mM CaCl, para Ca,*) correspondente a uma coluna de 1,5 mm do eletrodo. Apds
esta etapa, foram preenchidos na ponta, com uma coluna de 20 a 25 pm do respectivo co-
quetel seletivo, contendo os iondforos respectivos aos ions estudados (Fluka, Milwaukee,
WI). Para estabelecer o contato elétrico com o meio, foi inserido na extremidade basal
do microeletrodo, um suporte com um eletrodo de Ag/AgCl (World Precision Instruments,
Sarasota, FL, USA).

O eletrodo de referéncia foi uma referéncia seca (DRIREF-2, World Precision Instru-
ments), inserido no meio de banho da amostra. Sinais foram medidos pelo amplificador
(www.applicablelectronics.com), sendo a vibragao e o posicionamento do eletrodo obtidos
através de motores posicionais (stepper-motors), 0os quais permitem um movimento tri-
dimensional. O controle dos motores, a aquisicao de dados e o seu processamento pre-
liminar foram ajustados no software ASET (Science Wares [East Falmouth, MA] - www.
sciencewares.com). A calibragao dos eletrodos foi realizada por medicao do potencial
(mV) registrada em trés solugdes contendo o ion em estudo, com concentragao conheci-
da: 0,1mM, 1mM e 10mM, dado que as concentracdoes abrangem as condigdes dos meios
utilizados.

A coleta dos dados da microssonda vibratil seletiva foi realizada pelo software ASET,
que fornece a informacdo necessaria para calcular o fluxo idnico em um determinado pon-
to [x, y, z] do espaco, por meio da lei de Fick (J = D (dc/dx)). O coeficiente de difusao (D)
é um valor tabelado para cada ion (de acordo com Handbook of Chemistry and Physics,
Chemical Rubber Co.). A diferenca espacial (dx) resulta do calculo da distadncia entre os
dois pontos em que foram realizadas as medicdes das concentragdes para calculo do flu-
x0 (10 pm). A diferenca de concentracao (dc) é um vetor que varia ao longo do ensaio.
Em cada ponto, a concentragao pode ser calculada a partir do valor de mV registrado no
dado ponto e da equacdo previamente determinada para o iondéforo durante o processo
de calibragao.

2.3 Alelopatia

As sementes de Allium cepa e Lactuca sativa foram selecionadas de mesmo lote de
fabricacdo e submetidas a germinagao a fim de testar a alelopatia e os efeitos sobre o
desenvolvimento inicial das plantas determinados pela concentragdao de cumarina em ex-
trato hidroalcodlico 70% de Mikania glomerata. Para tanto foram realizados tratamentos
com diferentes concentragdes do extrato de acordo com seus teores de cumarina (0,001;
0,002; 0,004, 0,008 e 0,016 mg.mL! de cumarina de extrato).

Para o controle negativo (CN) foi utilizada agua destilada. No caso do controle posi-
tivo, foi utilizada cumarina pura na concentracao de 0,002 mg.mL* (CuP). As sementes
foram colocadas em placas de Petri forradas com papel filtro, nas quais foram adicionados
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5mL do extrato de M. glomerata de cada uma das concentragdes ou controles testados,
sendo distribuidas 30 sementes por placa e cada tratamento feito em triplicata. As se-
mentes ficaram em observacao durante quatro dias e, a cada 24 horas, foram mensura-
dos o niumero de sementes germinadas e o comprimento das radiculas com o auxilio do
Software gratuito, Image J.

Para mensurar efeito alelopatico foram considerados: porcentagem do indice de ger-
minacao (%IG), indice de alelopatia (%IA), indice de velocidade de germinacao (IVG),
crescimento radicular médio (CRM) e indice de velocidade do crescimento radicular (IVCR).

2.4 Atividade mutagénica

Para esta avaliacao foi utilizado o Allium cepa, e foram avaliadas as concentragoes
0,001; 0,002; 0,004 mg.mL* de cumarina de extrato de M. glomerata. Seguindo procedi-
mento descrito por FISKESJO (1985) as sementes de A. cepa foram colocadas para germi-
nacao em: agua destilada (CN), metilmetanosulfonato (MMS) 4x10-4 M - controle positivo
(CP) e nas concentragoes de tratamento (0,001; 0,002; 0,004 mg.mL* de cumarina de
extrato de M. glomerata). As sementes germinaram diretamente nos tratamentos, sendo,
portanto, caracterizadas como tratamento continuo.

Apds o periodo de germinacao, as raizes foram coletadas e fixadas em Carnoy 3:1,
submetidas a hidrélise em HCI 1N a 60°C, por 5 minutos e, posteriormente, foram confec-
cionadas as laminas, pelo método de esmagamento. Para coloragao, o material foi expos-
to ao Reativo de Schiff, por 48 minutos, em local protegido de luz, sendo o esmagamento
da ponta da raiz realizado em uma gota de orceina acética 1%. As laminulas foram fixadas
com Entellan.

Para contagem das células, foram utilizadas cinco laminas de cada tratamento, sen-
do contabilizadas 1000 células por lamina, em microscépio éptico, em aumento de 40X,
totalizando 5000 células analisadas por tratamento.

O efeito citotdxico foi calculado pelo indice mitético (IM), onde:

M = Numero de celulas em diviséo X 100
NUumero total de células observadas

Para o efeito genotdxico, foi calculado o indice de aberracao (IA), onde:

1A = Numero de celulas aberrantes X 100
Namero total de células observadas

2.5. Estatistica

Todos os dados foram avaliados usando ANOVA seguida do teste de Tukey (p<0,05),
utilizando o software GraphPadPrism (GraphPad Software, San Diego, CA). Para a analise
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mutagénica, os dados foram analisados por Kruskall Wallis com nivel de significancia de
p<0,05.

3. RESULTADOS

3.1 Fluxo de proétons

O teste dose-efeito realizado com o fluxo extracelular de H* (Figura 1) revelou a
concentracao ideal de estudo em condigdes in vivo. Foi possivel observar que todos os
tratamentos promoveram uma inibicdo do fluxo de H* (Figura 2) quando comparado ao
controle negativo e a maior inibicao do fluxo de H* foi provocada pelo extrato hidro-alco-
olico contendo cumarina (0,002 mg.mL'), sem qualquer efeito de ruido na analise.
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Figura 1 - Fluxos de H* (A) e médias dos valores de pH da superficie radicular (B) detectados na zona de

alongamento da raiz principal de Allium cepa com diferentes concentracdes (mg.mL*) de extrato hidroal-

codlico (70%) de Mikania glomerata (Guaco) adicionadas gradualmente no momento da medicao. Valores
em laranja representam a referéncia do meio de medicdo. CN (Controle Negativo = 0,0 mg.mL™)
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Figura 2 - Representacdo grafica das médias dos valores dos fluxos de H* (A), das médias dos valores do
pH da superficie radicular (B) e da diferenca de voltagem (C) detectados na zona de alongamento da raiz
principal de Allium cepa. O regime de medicdo adotado foi de modo descontinuo - 24h. As concentracdes
de cumarina e de extrato hidroalcodlico (70%) de Mikania glomerata (Guaco) utilizadas foram de 0,002
mg.mL*. CN = Controle Negativo (0,0 mg.mL?'), CP = Controle Positivo (cumarina pura em concentracao
de 0,02 mg.mL1). 3.2. alelopatia 3.2.1 Lactuca sativa

Analisando a atividade alelopatica, foi possivel verificar que o extrato de M. glomera-
ta, quando testado em Lactuca sativa apresentou um aumento significativo do indice de
alelopatia (%IA) a partir da concentracao de 0,004 mg.mL! de cumarina no extrato, uma
vez que esse indice é indicativo de alelopatia negativa quando os valores ultrapassam o
limite de 50%. O mesmo resultado foi evidenciado no tratamento com a concentracao de
0,002 mg.mL! de cumarina pura. Quanto ao indice de germinacao foi evidenciada uma
queda deste parametro mediante o aumento da concentracao de cumarina no extrato,
demonstrando um comportamento dose-dependente (Tabela 1).

Extratos Concentracdes N2 total de M2 se-mentes [I'Idi((?‘. dem indice de.!
sementes germinadas germinacdo (%)  Alelopatia (%)
CN - ao 65 72,22 -
CuP Cumarina 0,002 90 32 35,56 50,77
0,001 a0 46 51,11 29,23
0,002 a0 46 51,11 29,23
Extrato Guaco 0,004 a0 22 24,44 66,15
0,008 a0 4 4,44 93,85
0,016 a0 0] 0] 100

Tabela 1 - indice de Alelopatia para as sementes de Lactuca sativa submetidas ao tratamento continuo
com controle negativo (CN), cumarina pura em concentragdo de 0,002 mg.mL* (CuP) e com as concen-
tracoes decumarina 0,001; 0,002; 0,004;0,008;0,016 mg.mL! de extrato hidroalcodlico (70%) de Mikania
glomerata (Guaco)

Em relacdo ao indice de velocidade de germinacdo (IVG) foi possivel observar que to-
das as concentracdes de cumarina contidas no extrato ocasionaram um retardamento na
germinacao das sementes, todavia mais expressivo nas concentragdoes de 0,008 e 0,016
mg.mL' de cumarina contida no extrato (Figura 3). A porcentagem do indice de germi-
nacao (%IG) evidencia que as maiores concentragdoes de cumarina contidas no extrato
(0,008; 0,016 mg.mL™), e a cumarina pura proporcionaram um declinio na germinacao
mais expressiva quando comparadas ao controle negativo.
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Figura 3 - Indice de velocidade de germinacéo do cultivar Lactuca sativa, em resposta ao tratamento
continuo com o controle negativo (CN), cumarina pura na concentracao de 0,002 mg.mL* (CuP) e quatro
concentragdes de cumarina mg.mL*! contidas no extrato hidroalcodlico 70% de Mikania glomerata

Na avaliacdo do crescimento radicular médio (CRM) (Figura 4 A) e do indice de ve-
locidade de crescimento da raiz (IVCR) (Figura 4 B) foi possivel observar uma uniformi-
dade de comportamento entre as concentragoes estudadas, exceto nas concentragoes de
cumarina 0,008 e 0,016 mg.mL.
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Figura 4 - A) Crescimento radicular médio (CRM); B) indice da velocidade do crescimento radicular (IVCR)
do cultivar Lactuca sativa, em resposta ao tratamento continuo com o controle negativo (CN), cumarina
pura na concentracao de 0,002 mg.mL?! (CuP) e quatro concentragdes de cumarina mg.mL* contidas no

extrato hidroalcodlico 70% de Mikania glomerata

3.2.2 Allium cepa

Na avaliacao do efeito alelopatico do extrato de Mikania glomerata sobre o Allium
cepa foi possivel verificar que o indice de alelopatia (%IA) ultrapassou o indice significati-
vo de 50%, a partir da concentracao 0,004 mg.mL* de cumarina. Nao sendo evidenciado

efeito alelopatico na concentracao de cumarina pura a 0,002 mg.mL* (Tabela 2).
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Extratos Concentracdes N2 total de N@ 5elmente5 I'ncli-::? de indice dﬂ:‘j
sementes germinadas germinacao (%)  Alelopatia (%)
CN - a0 68 75,56 -
CuP Cumarina 0,002 90 58 64,44 14,71
0,001 a0 54 60 20,59
0,002 90 41 45,56 39,71
Extrato Guaco 0,004 90 18 20 73,53
0,008 90 11 12,22 82,82
0,016 90 2 2,22 97,06

Tabela 2 - Indice de Alelopatia para as sementes de Allium cepa submetidas ao tratamento continuo com
o controle negativo (CN), cumarina pura em concentragdao de 0,002 mg.mL* (CuP) e com as concentra-
¢oes de cumarina 0,001; 0,002; 0,004;0,008;0,016 mg.mL"' de extrato hidroalcodlico (70%) de Mikania
glomerata (Guaco)

No indice de velocidade de germinacao (Figura 5) é possivel verificar que as concen-
tracoes de 0,008 e 0,016 mg.mL* de cumarina de extrato de M. glomerata determinaram
uma queda da germinacgao, significativamente, mais expressiva que as demais, proporcio-
nando um retardo na germinacao (Figura 4). Ao observar o indice de germinacao (%IG)
(Figura 6) é possivel perceber que existe um declinio dose-dependente na quantidade
de sementes germinadas em relagcao ao aumento da concentracao de cumarina mg.mL™*
contidas no extrato. Nos parametros de crescimento radicular médio (CRM) e indice de
velocidade de crescimento de raiz (IVCR) (Figura 7), é possivel observar que nao houve
diferenca significativa entre os tratamentos.
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Figura 5 - Indice de velocidade de germinacdo (IVG) do cultivar Allium cepa, em resposta ao tratamento
continuo com o controle negativo (CN), cumarina pura na concentragdo de 0,002 mg.mL?* (CuP) e quatro
concentragGes de cumarina mg.mL* contidas no extrato hidroalcodlico 70% de Mikania glomerata
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Figura 6 - Porcentagem do indice de germinacdo (%IG) do cultivar Allium cepa, em resposta ao trata-
mento continuo com o controle negativo (CN), cumarina pura na concentragao de 0,002 mg.mL! (CuP) e
quatro concentragdes de cumarina mg.mL! contidas no extrato hidroalcodlico 70% de Mikania glomerata
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Figura 7 - Crescimento radicular médio (CRM) e indice de velocidade de crescimento radicular (IVCR) do
cultivar Allium cepa, em resposta ao tratamento continuo com o controle negativo (CN), cumarina pura na
concentragao de 0,002 mg.mL * (CuP) e quatro concentracdes de cumarina mg.mL* contidas no extrato
hidroalcodlico 70% de Mikania glomerata
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3.3 Atividade Mutagénica

Quanto aos dados relativos a analise mutagénica, foi possivel verificar que as con-
centragdes de 0,002 e 0,004 mg.mL! de extrato de guaco apresentaram efeitos clasto-
génicos significativos (Figura 8) quando comparados ao controle positivo e ao tratamen-
to CuP (Cumarina Pura a 0,002 mg.mL*), nao havendo diferenca significativa entre os
tratamentos para o indice mitotico e indice do efeito aneugénico.
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Figura 8 - A) Indice mitético B) Indice efeito aneugénico C) Indice efeito clastogénico. Em sementes de
Allium cepa em resposta ao tratamento continuo, com controle negativo (CN), controle positivo metilme-
tanosulfonato - mms (CP), cumarina pura 0,002 mg.mL! (CuP), e trés concentragdes de cumarina 0,001;

0,002 e 0,004 mg.mL* em extrato de hidroalcodlico 70% de Mikania glomerata
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4. DISCUSSAO

A inibicao do fluxo H* causado pelo CuP e, especialmente, o extrato hidro-alcodlico
contendo cumarina pode estar relacionada a inibicdo da germinacdo de sementes via blo-
queio do efluxo de H* relacionado a atividade das H*-ATPases de membrana plasmatica.

Por mais que o mecanismo bioquimico envolvido na acao da bomba seja conhecido
com detalhes, as evidéncias do seu papel no crescimento com envolvimento de metabé-
litos secundarios permanecem escassas. Estudo realizado por Lupini et al. (2010), em
raizes de milho, verificou que o efeito de curto prazo da cumarina na zona de alongamen-
to ocasionou hiperpolarizacao do potencial de membrana, sendo esta indugao similar ao
comportamento da auxina para este aleloquimico. Interagdo da cumarina com a membra-
na plasmatica causa uma despolarizacao imediata, de forma direta ou indireta, havendo
um estimulo da membrana e atividade da H*-ATPase.

O efeito de produtos aleloquimicos, em diferentes processos fisiolégicos da planta,
é dependente das concentragoes utilizadas. Diante dos dados obtidos, observa-se que a
Lactuca sativa teve comportamento semelhante aos relatados no estudo de Debastiani
(2015), em que concentragdes de extrato de Mikania glomerata inibiram em 10% e 15%
da germinacao das sementes. O mesmo ocorreu nos estudos de Baratto et al. (2008),
que evidenciaram maior capacidade alelopatica em extrato etandlico de guaco, quando
utilizadas concentragdes de 5, 10, 15 e 20 mg.mL.

Em situagoes, em que ndo ha germinacao da semente, como é o caso deste trabalho,
em concentracdes de 0,008 e 0,016 mg.mL!, pode-se aferir pela interferéncia dos alelo-
quimicos na cadeia de sintese de glicidios, suprindo a fonte de carbono durante o processo
fisioldgico e como consequéncia a ndo germinagao, ocorrendo por meio da redugao da
atividade enzimatica de enzimas ligadas a glicélise e a via oxidativa de pentoses fosfatos,
ndo atingindo niveis suficientes de ATP e esqueletos de carbono para germinacdo de se-
mentes (GNIAZDOWSKA; BOGATEK, 2005).

Assim, como os efeitos alelopaticos podem ser mediados por substancias que perten-
cem aos metabdlitos secundarios, ha uma dificuldade para a identificacao do principal res-
ponsavel pela atividade alelopatica e desta maneira a diferenca da capacidade alelopatica
dos extratos pode ser explicada pela influéncia ambiental, variando de acordo com o esta-
gio de desenvolvimento do o vegetal ou com o tipo de cultivo empregado. Efeitos destes
compostos em plantas préoximas pode reduzir o crescimento de plantas vizinhas; contudo
a alelopatia possui importancia no equilibrio do ecossistema (BARATTO et al., 2008)

Estudos citogenéticos evidenciam possiveis alteracdes cromossémicas nas plantas,
devido a presenca de agentes mutagénicos na sua composicao ou provenientes do seu
metabolismo, podendo ser detectados pela inibicao do ciclo celular, interrupcao de me-
tafases, inducdo e alteracdes cromossomicas (BAGATINI; SILVA; TEDESCO, 2007; VIEI-
RA; VICENTINI, 1997). Os dados da atividade mutagénica ndao corroboram os resultados
obtidos por Dias et al. (2014), que quando trabalhando com concentragdes elevadas de
Mikania, observaram uma atividade antiproliferativa, com consequente queda do indice
mitotico. As alteracoes clastogénicas podem ser comparadas com as encontradas por Dias
et al. (2014), que ao utilizarem extrato aquoso de Mikania glomerata, nas concentragoes
de 4 g.L' e 16 g.L*, perceberam uma capacidade genotéxica, apresentando irregulari-
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dades no cromossomo, como pontes anafasicas, quebras cromossdmicas, cromossomos
perdidos e células binucleadas. Muitos compostos podem ser responsaveis por este efeito
clastogénico, uma vez que a M. glomerata possui uma grande quantidade de cumarina
(1,2-benzopirona), triterpenos, heterosideos, flavonoides, alcaloides, saponinas, taninos
e polifendis em sua composicdo quimica conforme relatado por Bolina, Garcia e Duarte
(2009) e Oliveira et al. (1984).

As alteracdes aneugénicas e clastogénicas, como formagao de micronucleo, podem
ser explicadas por quebra do cromossomo ou nao segregagao dos cromossomos, lesdes
sem reparo ou reparadas incorretamente, ou ma fungao mitoética (LUCIO NETO, 2011).
Podendo também ser induzidas por estresse oxidativo, apresentando grande nimero de
alteragdoes cromossémicas (DA SILVA; MIRANDA; NETO, 2015). A ocorréncia de micro-
nucleos esta intimamente ligada a resposta da instabilidade do cromossomo, fenétipos e
alteracoes deletérias genéticas, refletindo em alteragdes cromossémicas para a carcino-
génese (STANGE et al., 2009).
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Resumo

objetivo relacionar o nivel de conhecimento de uma populacao amostral da Grande

Vitdria, e as variagO0es entre as faixas etdrias, quanto ao potencial alimenticio de
algumas plantas, a fim de identificar possiveis Plantas Alimenticias Nao Convencionais
(PANC). Para isso, foram entrevistadas 40 pessoas acerca do conhecimento a respeito
de 33 plantas pré-selecionadas pela autora. A populacdao amostral foi dividida em 4 ca-
tegorias (adolescentes, jovens, adultos com menos de 49 anos e adultos com 50 anos
ou mais). Com excecao do enquadramento de idades (maiores de 14 anos), nao houve
critérios de exclusao ou restricdo. Os dados foram dispostos em tabelas e graficos para
melhor analise. Ao final da pesquisa foi possivel identificar 12 possiveis PANC, 17 plantas
convencionais, sendo destas 13 possuindo Partes Alimenticias Nao Convencionais, e 4
plantas que apesar de serem bem conhecidas pelos adultos, eram pouco conhecidas por
adolescentes e jovens (menos de 40% da populacao amostral). Acredita-se que a dimi-
nuicdao do repasse dos conhecimentos tradicionais, a reducdo de areas agriculturaveis,
para a construcao de hortas e jardins, e pela falta de curiosidade das novas geracoes em
conhecer novas plantas, o conhecimento acerca das PANC esta diminuindo.

Este trabalho trata-se de uma pesquisa descritiva com abordagem mista, que tem por

Palavras-chave: Etnobotanica, Agrobiodiversidade, Seguranca alimentar.

Abstract

to relate the level of knowledge of a sample population in Greater Vitdria, and the va-

riations between age groups, regarding the food potential of some plants, in order to
identify possible Unconventional Food Plants (PANC). For this, 40 people were interviewed
about knowledge about 33 plants pre-selected by the author. The sample population was
divided into 4 categories (adolescents, young people, adults aged up to 49 years and
adults aged 50 years and over). Except for the age grouping (over 14 years old), there
were no exclusion or restriction criteria. The data were arranged in tables and graphs for
better analysis. At the end of the research, it was possible to identify 12 possible PANC,
17 conventional plants, of which 13 have Non-Conventional Food Parts, and 4 plants that,
despite being well known by adults, were little known by adolescents and young people
(less than 40% of the population sample). It is believed that the decrease in the transfer
of traditional knowledge, the reduction of agricultural areas, for the construction of vege-
table gardens and gardens, and the lack of curiosity of the new generations, in knowing
new plants, the knowledge about the PANC is decreasing.

This work is a descriptive research with a mixed approach, whose general objective is

Keywords: Ethnobotany, Agrobiodiversity, Food Security.
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1. INTRODUCAO

Durante conversas cotidianas, é observado que algumas pessoas ndo conhecem al-
guns vegetais, incluindo os que sao comercializados em supermercados, além de muitas
comunidades terem perdido os habitos alimentares ao longo do tempo. Com isso, surgiu
o interesse em saber se certos alimentos, ainda eram comercializados em supermercados
e se eram conhecidos.

A expressao “Plantas Alimenticias Ndo Convencionais” (PANC) surgiu com o bidlogo
Valdely Kinupp. No conceito amplo de Kinupp, plantas mesmo que convencionais, mas
gue possuam partes ndao convencionais, também sdo consideradas PANC. Ademais, pelo
conceito de PANC adotado por Kinupp e Lorenzi (2014) as plantas medicinais também sao
consideradas alimento. As PANC sao resistentes a mudancas climaticas, sao de facil cul-
tivo e muitas crescem de forma espontanea e, portanto, devido a falta de conhecimento
sobre o potencial alimenticio destas plantas, muitas sao consideradas “ervas daninhas”
(CHAVES, 2016). Kinupp e Lorenzi (2014) alegam que a maioria das pessoas “nao co-
nhecem nem mesmo as plantas [...] que compdem a maior parte da nossa alimentacao”.
Muitos quando vao aos supermercados ou feiras ndo sabem o nome de muitas das plan-
tas alimenticias, “nem sao curiosos para perguntar o que €” e, consequentemente, “nao
compram, nao experimentam, nao testam” (KINUPP; LORENZI, 2014, p. 13).

Ferrdo et al (2014), em sua pesquisa sobre a importancia do conhecimento tradi-
cional no uso de plantas medicinais, verificou “que dentre todos os entrevistados com
conhecimento acerca de plantas, apenas 4% eram jovens [...] 0 que em breve pode
ocasionar a extingdo de um saber Unico”. Esses conhecimentos tradicionais sao frutos da
luta pela sobrevivéncia e da experiéncia das comunidades, adquirida ao longo dos sécu-
los, adaptados as necessidades locais, culturais e ambientais e transmitidos por geracoes
(BRASIL, 2012). Nesse tema, Santilli (2004) menciona que muitos estudos demonstram
gque o conhecimento tradicional tem papel de fundamental importancia na conservagao
da diversidade bioldgica de nossos ecossistemas, principalmente das florestas tropicais.

Por conseguinte, tendo em vista a importancia do conhecimento tradicional e que
“o Brasil detém a maior biodiversidade do mundo, com aproximadamente 15 a 20% das
espécies do planeta” (KINUPP; LORENZI, 2014, p. 21), vé-se a necessidade de medidas,
tanto para a manutencao deste saber, quanto para a divulgacao de plantas, principal-
mente as PANC. Em vista dos assuntos apresentados, este trabalho tem como objetivo
relacionar o nivel de conhecimento de uma populacao amostral da Grande Vitéria, e as
variagdes entre as faixas etarias, quanto ao potencial alimenticio de algumas plantas, a
fim de identificar possiveis PANC.

2. METODOLOGIA

A pesquisa apresentada € de carater descritivo com abordagem mista. Os dados
foram traduzidos em porcentagens e convertidos em graficos. Procurou-se descrever as
relacdes das informacdes apresentadas para “descobrir a existéncia de associagdes entre
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variaveis” (GIL, 2008, p.28), além de considerar dados adquiridos ao longo das entrevis-
tas.

2.1 Caracterizacao da Amostra e Coleta de Dados.

Foram selecionadas de forma aleatdria quarenta pessoas residentes da Grande Vi-
toria, no Espirito Santo, sendo elas: Vila Velha, Vitéria, Cariacica e Serra, para compor
a populacdao amostral, que se trata de uma populacao urbana. Com excec¢ao do enqua-
dramento de idades, conforme abaixo, nao houve critério de exclusdo ou restricao para
a escolha dos entrevistados. A amostra foi separada de acordo com a faixa etaria como
indicado na tabela 1.

Quantidade de

Categoria Faixa etaria Moda ou Média

pessoas
Adolescentes 10 14 a 17 anos 15 anos (moda)
Jovens 10 18 a 29 anos 23 anos (moda)
Adultos menores de 49 anos (< 49) 10 30 a 49 anos 39 anos (média)

. A partir de 50 L,
Adultos maiores de 49 anos (> 49) 10 60 anos (media)
anos

Tabela 1 - Categorias escolhidas, quantidade de pessoas e moda e media das idades indicadas.

Para a coleta de dados foram utilizadas entrevistas sobre 33 plantas escolhidas pre-
viamente, além de uma pergunta final: “Vocé tem o costume de consumir alguma outra
planta que nao foi citada aqui e que nao se encontra facilmente em feiras?”. Houve o con-
sentimento dos entrevistados ou de seus responsaveis (no caso dos menores de idade)
para a realizagao das entrevistas. A escolha das plantas ocorreu a partir de um estudo
sobre PANC, em que foi observada a citacao de plantas que eram comuns na alimentacao
da autora e outras que estdo deixando de ser consumidas pela comunidade. No paragrafo
seguinte encontra-se a lista das plantas escolhidas na ordem em que foram selecionadas
conforme a seguinte hipdtese: em que as primeiras plantas citadas seriam as mais co-
nhecidas.

e Planta 1: Eugenia uniflora L. Nome popular: Pitanga.

e Planta 2: Plinia cauliflora (Mart.) Kausel. Nome popular: Jabuticaba.

e Planta 3: Morus nigra L. Nome popular: Amora.

e Planta 4: Psidium acutangulum DC. Nome popular: Araca amarelo.

e Planta 5: Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg. Nome popular: Fruta-pao.
e Planta 6: Musa x paradisiaca L. Nome popular: Banana-da-terra.

e Planta 7: Spondias purpurea L. Nome popular: Seriguela, ciriguela.
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Planta 8: Hylocereus lemairei e Hylocereus undatus (Haw.) Britton & Rose. Nome
popular: Pitaia-roxa e pitaia-branca.

Planta 9: Arracacia xanthorrhiza Bancr. Nome popular: Batata baroa.
Planta 10: Colocasia esculenta (L.) Schott. Nome popular: Inhame.
Planta 11: Cucumis anguria L. Nome popular: Maxixe.

Planta 12: Caryocar brasiliense Cambess. Nome popular: Pequi.
Planta 13: Carica papaya L. Nome popular: Mamoeiro.

Planta 14: Syzygium malaccense (L.) Merr. & L.M.Perry. Nome popular: Jambo-
-vermelho.

Planta 15: Averrhoa bilimbi L. Nome popular: Limao-caieno, biri-biri.
Planta 16: Luffa aegyptiaca Mill. Nome popular: Bucha.

Planta 17: Cajanus cajan (L.) Huth. Nome popular: Guandu.

Planta 18: Xanthosoma taioba E.G.Gong. Nome popular: Taioba.
Planta 19: Lactuca canadensis L. Nome popular: Almeirdao-roxo.
Planta 20: Stachys byzantina K.Koch. Nome popular: Peixinho da horta.
Planta 21: Brassica juncea (L.) Czern. Nome popular: Mostarda verde.
Planta 22: Ocimum campechianum Mill. Nome popular: Alfavaca.
Planta 23: Mentha piperita L. Nome popular: Hortela.

Planta 24: Plantago major L. Nome popular: Tansagem; tanchagem.
Planta 25: Oxalis latifolia Kunth. Nome popular: Azedinha; Trevo.
Planta 26: Portulaca oleracea L. Nome popular: Beldroega; onze horas.
Planta 27: Tropaeolum majus L. Nome popular: Capuchinha.

Planta 28: Cymbopogon citratus (DC.) Stapf. Nome popular: Capim cidreira; ca-
pim limao; capim santo; erva cidreira.

Planta 29: Schinus terebinthifolia Raddi. Nome popular: Aroeira; pimenta rosa.
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e Planta 30: Pereskia aculeata Mill. Nome popular: Ora-pro-ndbis; carne-de-pobre.

e Planta 31: Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) Mattos,; Tabebuia roseo-
alba (Ridl.) Sandwith; Tabebuia heptaphylla (Vell.) Toledo. Nomes populares: Ipé
amarelo; Ipé branco; Ipé roxo.

e Planta 32: Chenopodium ambrosioides L. Nome popular: Erva-de-santa-maria;
Mastruz; Mastruco.

e Planta 33: Coronopus didymus (L.) Sm. Nome popular: Mastruz; Menstruz

2.2 Tabulagao e Analise de Dados

Os dados das entrevistas foram tabulados pelo programa Excel e convertidos em
porcentagens. Na tabela 2 constam as informacdes acerca do conhecimento, ou nao, das
plantas investigadas, sendo classificadas em “Conhece” ou “Nao conhece”. Os graficos fo-
ram gerados a partir de dados dos entrevistados que alegaram conhecer as plantas. Para
fins de classificacao em PANC, adotou-se o seguinte critério: as plantas que eram conhe-
cidas por menos de 40% da populacdo amostral foram classificadas como possiveis PANC,
e as plantas com mais de 40% de conhecimento dos entrevistados foram categorizadas
como Plantas Convencionais. Em seguida, procurou-se identificar possiveis partes e/ou
uso Alimenticios Nao Convencionais das Plantas Convencionais. Além de listar as Plantas
citadas em resposta da pergunta final: “Vocé tem o costume de consumir alguma outra
planta que nao foi citada aqui, e que nao se encontra facilmente em feiras?”.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com as informacgodes descritas na tabela 2, todas as plantas apresentadas
sao mais conhecidas pelos adultos (< 49 ou > 49), em relagao aos jovens e adolescentes,
com excecao da Amora e dos Ipés. No caso da Amora, os adolescentes e jovens demons-
traram conhecer a planta mais do que os adultos com < 49 anos, o que foi um resultado
inesperado, pois essa € uma planta muito cultivada no Sudeste do Brasil (KINUPP; LO-
RENZI, 2014). Em relacdo aos Ipés, os jovens demonstraram conhecer mais que os adul-
tos com > 49, porém com margem pequena de diferenca. A quantidade de adolescentes,
jovens e adultos que ndao conhecem nenhum dos Ipés impressiona por ser uma arvore
amplamente utilizada na arborizacdo e paisagismo urbano na regidao Sudeste do pais, in-
cluindo a Grande Vitoria.
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Plantas Categorias Adolescentes Jovens Adultos < 49 | Adultos > 49
Conhece 80% 70% - -
1. Pitanga
Ndo Conhece 20% 30% 100% 100%
Conhece 90% - - -
2. Jabuticaba
Ndo Conhece 10% 100% 100% 100%
Conhece 80% - 70%
3. Amora 100%
Ndo Conhece 20% 100% 30%
Conhece - 20% 70% 60%
4. Araca
Ndo Conhece 100% 80% 30% 40%
Conhece 40% 30% 70% -
5. Fruta Pao
Ndo Conhece 60% 70% 30% 100%
Conhece - - - -
6. Bananeira
Ndo Conhece 100% 100% 100% 100%
Conhece 30% 60% 80% 70%
7. Seriguela
Ndo Conhece 70% 40% 20% 30%
Conhece 20% 50% 70% 70%
8. Pitaia
Ndo Conhece 80% 50% 30% 30%
Conhece 10% 50% 90% -
9. Batata Baroa
Ndo Conhece 90% 50% 10% 100%
Conhece 80% 90% - -
10. Inhame
Ndo Conhece 20% 10% 100% 100%
Conhece 30% 60% 90% -
11. Maxixe
Ndo Conhece 70% 40% 10% 100%
Conhece 10% - 40% 40%
12. Pequi
Ndo Conhece 90% 100% 60% 60%
Conhece - - - -
13. Mamoeiro
Nao Conhece 100% 100% 100% 100%
Conhece 90% 80% - -
14. Jambo
Ndo Conhece 10% 20% 100% 100%
Conhece 60% 30% 70% 70%
15. Biri-Biri
Nao Conhece 40% 70% 30% 30%
Conhece 80% - - -
16. Bucha
Ndo Conhece 20% 100% 100% 100%
Conhece 30% 40% 80% 90%
17. Guandu
Nao Conhece 70% 60% 20% 10%
Conhece 40% 50% 90% 90%
18. Taioba
Ndo Conhece 60% 50% 10% 10%
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Conhece 20% 30% 70% 90%
19. Almeirao
Ndo Conhece 80% 70% 30% 10%
Conhece - - 30% 30%
20. Peixinho
Ndo Conhece 100% 100% 70% 70%
Conhece 10% 20% 40% 40%
21. Mostarda
Ndo Conhece 90% 80% 60% 60%
Conhece - - 30% 30%
22. Alfavaca
N&o Conhece 100% 100% 70% 70%
Conhece 90% 80% - -
23. Hortela
Ndo Conhece 10% 20% 100% 100%
Conhece - - 50% 50%
24. Tansagem
Ndo Conhece 100% 100% 50% 50%
Conhece 40% 30% 70% 60%
25. Azedinha
Ndo Conhece 60% 70% 30% 40%
Conhece - 10% 60% 30%
26. Beldroega
Ndo Conhece 100% 90% 40% 70%
Conhece - 10% 10% 20%
27. Capucinha
Ndo Conhece 100% 90% 90% 80%
Conhece 20% 70% 90% -
28. Cidreira
Ndo Conhece 80% 30% 10% 100%
Conhece - 10% 60% 60%
29. Aroeira
Ndo Conhece 100% 90% 40% 40%
Conhece - - 20% 30%
30. Ora-pro-ndbis
Ndo Conhece 100% 100% 80% 70%
Conhece 20% 80% 80% 70%
31. Ipés
Ndo Conhece 80% 20% 20% 30%
32. Erva de Santa Maria/ Conhece 10% - 20% 10%
Mastrugo N&o Conhece 90% 100% 80% 90%
Conhece 10% - 10% 20%
33. Mastruz
Ndo Conhece 90% 100% 90% 80%
Tabela 2 - Relagao, em porcentagem, de pessoas que conhecem, ou nao, as plantas alimenticias pre-sele-
cionadas.

De acordo com os dados da tabela 2, as plantas mais conhecidas foram: bananeira,
mamoeiro, jabuticaba, jambo, inhame, hortela e bucha. A pitanga nao entrou nesta lista
pois 30% dos jovens responderam que nao a conhecem, mesmo sendo encontradas em
muitas praias da Grande Vitéria.

Analisando a figura 1 (A), podemos verificar que a pitanga é bastante conhecida de-
vido ao seu consumo alimentar, mas pouco conhecida quanto ao uso medicinal. A jabu-
ticabeira (figura 1, B) foi uma das plantas mais conhecidas, com 90% dos adolescentes
e 100% dos jovens e adultos. As folhas e cascas da jabuticaba “sao consideradas ads-
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tringentes e o seu decocto é empregado popularmente em diarréia e irritacdes de pele”
(MEIRA et al., 2016, p.52). Apesar das folhas possuirem um uso medicinal, apenas 20%
dos adultos e 11% dos adolescentes conhecem essa utilizacdo. Além dos frutos in natura
da amora (figura 1, C), as folhas sao popularmente usadas para fazer chas para reposicao
hormonal e evitar queda de cabelos, e as “folhas jovens e brotinhos tenros podem ser
branqueados e usados como verdura cozida” (KINUPP; LORENZI, 2014, p.532). Apesar
disso, o uso dos brotinhos nao foi citado, nem das folhas como saladas, mas o uso das
folhas para cha é conhecido por 50% dos adultos com mais de 49 anos, cerca de 43% dos
adultos com menos de 49 anos, 10% dos jovens e 14% dos adolescentes.

O araca (figura 1, D) é encontrado na regido Sudeste (KINUPP; LORENZI, 2014), mas
é pouco conhecido entre os adolescentes e os jovens entrevistados. Ja entre os adultos é
uma planta mais conhecida, apesar do numero consideravel de adultos com menos de 49
anos (30%) e os com mais de 49 anos (40%) nao a conhecerem. A fruta-pao (figura 2,
A) é uma arvore e seu fruto pode ser consumido cru ou cozido, “as inflorescéncias mas-
culinas jovens sao cozidas como verdura ou usadas para doces ou cristalizados” (KINUPP;
LORENZI, 2014, p. 520). E uma planta conhecida por todos os adultos com mais de 49
anos e pela maioria dos adultos com menos de 49 anos, mas é desconhecida para a maio-
ria dos adolescentes e jovens. Os usos citados para essa planta foram o do fruto cozido
ou frito, mas o seu consumo cru e da inflorescéncia nao foram citados. 1 adulto com mais
de 49 anos relatou o uso das folhas para cha com potencial diurético. A bananeira (figura
2, B) é conhecida por todas as pessoas, mas poucos adolescentes e jovens conhecem o
seu uso além da fruta. Como, por exemplo, o uso do umbigo/coracdo, com uso medicinal
para fazer xarope e uso alimenticio. Kinupp e Lorenzi (2014) citam o consumo também
das flores, no entanto, tal uso nao foi citado por nenhum entrevistado.

Planta 1: Eugenia uniflora (Pitanga) A Planta 2: Plinia cauliffora (labuticaha) B
100%
40%
NUNCA  JACONSUMI uso OUTROS NAD NUNCA  JACOMSUMI  USO Usd OUTROS NAD
CONSUM ALl *1=r TICIO MEDKINAL ~ USOS  CONHEGOO CONSUM ALMENTICI0 MEDICINAL  USO5  CONHEGOO
uso uso
W ADOLESCENTES (B) mJOVENS(7] wADULTOS< 40 (10) ADULTOS > 43 [10) WADOLESCENTES (9) wJOVENS(10) mADULTOS<49(10) ADULTOS > 43 (10)
Planta 3: Morus nigra (Amora) Planta 4: Psidium acutangulum (Aracd amarelo)
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Figura 1 - Percentuais de individuos em relacao ao conhecimento do uso e consumo das plantas 1, 2, 3 e
4. A: Eugenia uniflora (Pitanga); B: Plinia cauliflora (Mart.) Kausel (Jabuticaba); C: Morus nigra (Amora);
D: Psidium acutangulum DC. (Araca)
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A seriguela (figura 2, C) é bem conhecida pelos jovens e adultos, mas pouco conhecida
pelos adolescentes. 1 adolescente disse conhecer o uso medicinal da seriguela, mas nao
soube explicar para qué. O fruto, as flores e o caule (cladddios) de pitaia (figura 2, D)
podem ser consumidos (KINUPP; LORENZI, 2014), mas apesar de bem conhecidas pelos
jovens e adultos, a maioria sé reconhece o uso do fruto. Apenas 10% dos adultos de am-
bas as categorias e 1 adolescente relataram conhecer o seu uso também como medicinal.
De acordo com um adulto com mais de 49 anos, a raiz da pitaia tem potencial para “de-
sentupir veias”.

A batata baroa (figura 3, A) possui as raizes, folhas e peciolos comestiveis (KINUPP;
LORENZI, 2014), é bastante conhecida pelos entrevistados, com excecao dos adolescen-
tes (1%), os quais s6é conhecem o consumo da raiz. O inhame (figura 3, B) é conhecido
pela maioria dos entrevistados, o que era esperado, ja que, de acordo com Kinupp € Lo-
renzi (2014), o Espirito Santo € um dos principais produtores. O uso foi relatado como
alimenticio e medicinal. Apenas 1 adulto com mais de 49 anos relatou o uso da casca
para xarope. O maxixe (figura 3, C) foi bastante identificado pelos adultos, pouco mais da
metade dos jovens e a minoria dos adolescentes o conhecem. Destaca-se que nao houve
relatos de outras partes para consumo que nao o fruto. Ja o pequi (figura 3, D) é mais
comum em Goids e Minas Gerais (KINUPP; LORENZI, 2014), mas boa parte dos adultos,
de ambas as categorias, conhecem o fruto e destes, boa parte ja o consumiram. Porém,
essa planta pode ser classificada como PANC, pois é conhecida por menos de 40% dos
entrevistados.

Planta 5: Artocarpus altifis (Fruta-pdo) Planta 6: Musa x paradisiaca L. (Bananeira)
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Planta 8: Hylocereus lemairei e Hylocereus
undatus (Pitaia-roxa e pitaia-branca)
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Planta 7: Spondias purpurea (Seriguela)
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Figura 2 - Percentuais de individuos em relagdo ao conhecimento do uso e consumo de 5, 6, 7 e 8. A:
Artocapus altilis (Parkinson) Fosberg (Fruta-pao); B: Musa x paradisiaca L. (Bananeira); C: Spondias
purpurea (Seriguela); D: Hylocereus lemairei e Hylocereus undatus (Haw.) Britton & Rose (Pitaia-roxa e
Pitaia branca).
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O mamoeiro (figura 4, A) é conhecido por todos os entrevistados. Apesar de seus
frutos verdes serem considerados nao convencionais, aqui ele se apresenta como con-
vencional, ja que todos os adultos e 50% dos jovens ja consumiram mamado verde. O
uso relatado como medicinal seria do cha das flores, conhecido por 50% dos adultos com
menos de 49 anos e por 30% dos adultos com mais de 49 anos. O jambo (figura 4, B)
é uma das arvores mais conhecidas, Kinupp e Lorenzi (2014) trazem as flores também
como comestiveis, mas nao foram relatadas aqui como alimenticias e sim como medici-
nais, o uso so é relatado por apenas por 1 adolescente e 1 adulto com mais 49 anos. O
limdo-caieno ou biri-biri (figura 4, C) é conhecido pela maioria dos adolescentes e adul-
tos, mas pouco conhecido pelos jovens, principalmente pelo uso alimentar. Apenas 20%
dos jovens e 10% dos adultos (ambas as categorias) o conhecem para uso medicinal. O
fruto “é utilizado para tratamento de hiperlipidemia, hipertensao e diabete por diferentes
comunidades, além do uso no local das picadas de criaturas venenosas” (PASCHOALIN et
al., 2014, p. 545).

Planta 9: Arracacia xanthorrhizo (Batata baroa) Planta 10: Colocasia esculenta (Inhame)
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Planta 12: Caryocar brasiliense (Pequi)
Planta 11: Cucumis anguria (Maxixe) 100% - i
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Figura 3 - Percentuais de individuos em relacao ao conhecimento do uso e consumo das plantas 9, 10,
11 e 12. A: Arracacia xanthorrhiza Bancr. (Batata baroa); B: Colocasia esculenta (Inhame); C: Cucumis
anguria (Maxixe); D: Caryocar brasiliense Cambess (Pequi)

A bucha vegetal (figura 4, D) é conhecida por quase todos os entrevistados, com uso
mais voltado a higiene. Kinupp e Lorenzi (2014) relatam o uso do fruto verde, das folhas
e das flores como comestiveis. Todavia, flores ou folhas nao foram citadas. Cerca de 50%
dos adultos com mais de 49 anos conhecem como alimenticio. Apenas 10% dos adoles-
centes a conhecem e ja a consumiram como legume. Nessa planta “as folhas possuem
potencial antioxidante, antimicrobiano e anticancerigeno” (KINUPP; LORENZI, 2014, p.
352). Importante destacar que 1 adolescentes relatou conhecer o uso medicinal, mas nao
soube como nem para qué.
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Planta 13: Carica papaya (Mamoeiro) Planta 14: Syzygium malaccense {lambo-
o vermelho)
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o ) Planta 16: Luffa aegyptiaca (Bucha)
Planta 15: Averrhoa bilimbi (Limdo-caieno)
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Figura 4 - Percentuais de individuos em relagdo ao conhecimento do uso e consumo das plantas 13, 14,
15 e 16. A: Carica papaya (Mamoeiro); B: Syzygium malaccense (L.) Merr. & L.M.Perry (Jambo); C: Aver-
rhoa bilimbi (Limdo-caieno); D: Luffa aegyptiaca Mill. (Bucha).

O feijao guandu (figura 5, A) tem as sementes, “as folhas jovens e vagens imaturas
bem jovens” como comestiveis, mas essas duas Uultimas “sdo um pouco duras nas varie-
dades conhecidas no pais” (KINUPP; LORENZI, 2014, p. 402). Todos que conhecem esta
planta a conhecem como uso alimenticio das sementes. Cerca de 33% dos adolescentes
e dos adultos com mais de 49 anos, e pouco mais de 50% dos adultos com menos de 49
anos também a conhecem como medicinal.

A maioria dos adultos (90% de cada categoria) conhecem a taioba (figura 5, B), mas
boa parte dos adolescentes e jovens nao a conhecem. Os entrevistados disseram que a
parte comestivel desta planta sdo as folhas. Cabe salientar que Kinupp e Lorenzi (2014)
trazem o rizoma como possibilidade de consumo. Sé 1 adolescente relatou conhecer o
uso medicinal da taioba, talvez pelo conhecimento popular para bronquite e pneumonia
(BORGES; MOREIRA, 2016). O almeirdao-roxo (figura 5, C) € bem conhecido pelos adul-
tos, apesar do elevado numero de adultos com menos de 49 anos que ndo o conhecem.
E uma planta muito encontrada em supermercados e feiras. Ainda, apenas 1 adolescente
relatou conhecer o uso medicinal do almeirdo. A planta peixinho da horta (figura 5, D) “e
amplamente cultivada no Sul e Sudeste do Brasil”. E usada para fins ornamentais, como
verdura e na medicina popular (KINUPP; LORENZI, 2014, p. 454), porém, apenas 30%
dos adultos conhecem o uso alimentar.
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Planta 18: Xanthosoma taioba (Taioba)

Planta 17: Cajanus cajan (Guandu) A B
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Planta 19: Lactuco canadensis (Almeirdo-roxo)

Planta 20: Stachys byzantina (Peixinho da horta)
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Figura 5 - Percentuais de individuos em relagdo ao conhecimento do uso e consumo das plantas 17, 18,
19 e 20. A: Cajanus cajan (L.) Huth (Guandu); B: Xanthosoma taioba E.G.Gong. (Taioba); C: Lactuca ca-

nadenses (Almeirdao-roxo); D: Stachys byzantina K.Koch. (Peixinho da horta).

A mostarda (figura 6, A) é conhecida por 10% dos adolescentes, 20% dos jovens e
40% dos adultos (ambas as categorias), porcentagens baixas, visto que esta planta esta
presente nos supermercados. Cerca de 25% dos adultos com > 49 anos conhecem o uso
medicinal da planta e indicam o potencial anti-inflamatdério da semente. Cabe destacar
que as sementes e o 6leo da mostarda “tém sido tradicionalmente empregados para ali-
viar a dor muscular, a dor artritica e reumatismo. Possuem o potencial para reduzir o
progresso dos canceres no trato gastrointestinal” (MADALENA et al., 2017, p. 28).

A alfavaca (figura 6, B) “cresce espontaneamente em areas antrdpicas em muitas
regides do pais” (KINUPP; LORENZI, 2014, p. 442). A espécie nao é conhecida pelos ado-
lescentes e jovens, e é pouco conhecida pelos adultos. O uso mais conhecido desta planta
é a medicinal, para gripe. Ela € menos conhecida como alimenticia entre os adultos com
< 49 anos. A hortela (figura 6, C) é uma das plantas mais conhecidas da entrevista. Seu
uso mais conhecido é o cha. Cerca de 50% de todas as categorias também a conhece para
uso alimenticio. Apenas 50% dos adultos (ambas as categorias) conhecem a tansagem
(figura 6, D), que nao é conhecida por adolescentes e jovens. A tansagem possui Usos na
medicina popular contra doencgas de pele, depurativo, problemas menstruais e até cancer
(KINUPP; LORENZI, 2014; LORENZI; MATOS, 2002). Seu uso medicinal (anti-inflamato-
rio) € o mais conhecido pelos entrevistados e é pouco utilizado na alimentacgao.
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Planta 21: Brassica juncea (Mostarda verde) Planta 22: Ocimum campechianum (Alfavaca)
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Planta 23: Mentha piperita (Horteld) Planta 24: Plantago major (Tansagem)
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Figura 6 - Percentuais de individuos em relagdo ao conhecimento do uso e consumo das plantas 21, 22,
23 e 24. A: Brassica juncea (L.) Czern. (Mostarda verde); B: Ocimum campechianum Mill. (Alfavaca); C
Mentha piperita (Horteld); D: Plantago major (Tansagem).

Boa parte dos adultos e a maioria dos adolescentes e jovens nao conhecem a planta
como azedinha (figura 7, A). Todavia, todos os adolescentes e jovens conhecem o trevo,
além de 70% dos adultos com menos de 49 anos e 50% dos com mais de 49 anos. Dos
gue conhecem, apenas 30% dos adultos (ambas as categorias) sabem do uso alimenticio.
“Toda a parte aérea da planta pode ser consumida, tanto crua como apds cozimento” (KI-
NUPP; LORENZI, 2014, p. 574).

A beldroega (figura 7, B) nao é conhecida pelos adolescentes e apenas 1 jovem a co-
nhece por “onze horas”. Dos adultos, 1 com < 49 anos e 2 com > 49 anos ja consumiram
a beldroega. Esta planta cresce espontaneamente e suas folhas, ramos jovens e sementes
podem ser consumidos (KINUPP; LORENZI, 2014). De acordo com Lorenzi e Matos (2002)
€& muito usada na medicina tradicional para diversas indicagdes, como diurética, vermifu-
ga, anti-inflamatdrio, contra disenterias e hemorroidas. As flores, folhas, frutos, sementes
e ramos da capuchinha (figura 7, C) sdo comestiveis (KINUPP; LORENZI; 2014), além de
possuirem uso medicinal “com potencial antioxidante, anti-inflamatodrio e hipotensiva”
(KINUPP; LORENZI, 2014, p. 688), mas € uma planta pouco conhecida pelos entrevista-
dos.

O capim cidreira (figura 7, D) é conhecido pela maioria dos jovens e adultos, mas
por apenas 20% que ndao reconhecem a planta. As folhas do capim cidreira sao usadas
para o preparo de chas e as porcodes basais das folhas podem ser consumidas (KINUPP;
LORENZI, 2014). Todos que a conhecem indicam o uso medicinal. A aroeira (figura 8, A)
é conhecida pela maioria dos adultos, mas por apenas 10% dos jovens e nenhum adoles-
cente, apesar de ser uma arvore “amplamente cultivada na arborizacao de muitas cidades
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do sul e sudeste” (KINUPP; LORENZI, 2014, P. 74). O seu uso medicinal, como anti-infla-
matorio e para problemas de pele, é conhecido por quase todos os que a conhecem, e seu
uso alimentar é conhecido por 100% da populacao amostral de jovens e adultos com <
49 anos e 50% dos adultos com > 49 anos que relataram conhecé-la. “Seus frutos secos
podem ser utilizados como condimento”, conhecido como pimenta-rosa (KINUPP; LOREN-
ZI, 2014, p. 74).

A ora-pro-nébis (figura 8, B) ndo é conhecida pelos adolescentes e jovens. E conhe-
cida pela minoria dos adultos, em que todos estes ja a consumiram. Suas folhas, flores e
frutos sdo comestiveis e foi citado o uso como suplemento alimentar por ser rica em pro-
teina vegetal, além de possuir varios aminoacidos essenciais (KINUPP; LORENZI, 2014).
Os ipés (figura 8, C) sao muito usados na arborizagao urbana e suas flores podem ser
comestiveis (KINUPP; LORENZI, 2014). No entanto, nenhum dos entrevistados relatou
conhecer o seu potencial alimenticio, e 60% dos adultos com > 49 anos conhecem o uso
medicinal da casca do ipé roxo. Tanto a erva de Santa Maria (figura 8, D) ou mastrucgo, e
o mastruz (figura 8, E), tiveram baixa porcentagem de pessoas que a conhecem, sendo
relatado entre este grupo o uso medicinal, ambos como cha para verminoses. Cerca de
50% dos adultos com > 49 anos conhecem o mastruz como planta alimenticia.

Ao serem questionados se consumiam alguma outra planta que nao foi citada e que
nao se encontra facilmente em feiras, apenas 1 jovem, 3 adultos com menos de 49 anos
e 4 adultos com mais de 49 anos relataram possuir esse habito.

Baseando-se nos critérios pré-estabelecidos, as plantas que podem ser classificadas
como PANC sdo: pequi, peixinho da horta, mostarda, alfavaca, beldroega, capuchinha,
ora-pro-nobis, erva de santa maria e mastruz. A beldroega é conhecida por 60% dos
adultos com menos de 49 anos, mas destes, menos de 20% conhecem seu potencial ali-
menticio. Nas outras categorias menos de 30% conhecem esta planta, o que justifica a
sua classificagao como possivel PANC.

Algumas plantas seriam classificadas como convencionais por serem bastante co-
nhecidas, mas verificou-se que o seu uso como alimento quase nao é de conhecimento
desta populacao amostral. A bucha vegetal, por exemplo, € mais conhecida para higiene
corporal, todavia 50% dos adultos com mais de 49 anos conhecem seu uso alimenticio,
menos de 40% ja consumiram e aproximadamente 30% das outras categorias a conhe-
cem com este uso. A azedinha apesar de ser conhecida por adolescentes e adultos, é pou-
co conhecida como alimento. Os ipés sdo conhecidos pela maioria dos jovens e adultos,
mas nenhum os conhecem como alimenticio e apenas os adultos com mais de 49 anos a
conhecem como medicinal (60%). Podendo também serem classificadas como PANC.
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Planta 25: Oxalis fatifolia (Azedinha) A Planta 26: Portuloca oleracea (Beldroega)
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Figura 8 - Percentuais de |nd|V|duos em relagao ao conhecimento do uso e consumo das plantas 29, 30,
31, 32 e 33. A: Schinus terebinthifolia Raddi.(Aroeira); B: Pereskia aculeata Mill.(Ora-pro-ndbis); C: Han-
droanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) Mattos, Tabebuia rosealba (Ridl.) Sandwith, Tabebuia heptaphylla
(Vell.) Toledo (Ipés amarelo, branco e roxo); D: Chenopodium ambrosioides (Erva-de-santa-maria; mas-

tugo); E: Coronopus didymus Sm. (Mastuz).
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4. CONSIDERAGOES FINAIS

As plantas: pitanga, jabuticaba, amora, fruta-pao, banana, seriguela, batata baroa,
inhame, maxixe, mamao, jambo, biri-biri, guandu, taioba, almeirdao roxo, hortela e capim
cidreira, foram aqui consideradas como convencionais, por serem conhecida por mais de
40% de pelo menos 3 das categorias de entrevistados, sempre incluindo as categorias de
adultos. Ja as plantas: araca, pitaia, tansagem e aroeira, apresentaram baixo conheci-
mento pelos adolescentes e jovens. O que pode representar uma diminuicao do consumo
desses alimentos e/ou a falta de ensinarem aos mais jovens o conhecimento sobre a uti-
lidade dessas plantas, levando-as a se tornarem PANC.

Adolescente e jovens podem ter apresentado porcentagem menor que os adultos,
pois na maioria das vezes, sdo os adultos os principais responsaveis pela compra e prepa-
ro dos alimentos. Como relata Machado e Boscolo (2018, p. 29), esta ocorrendo a dimi-
nuicao de quintais com o tempo. “"O uso destes espacos sofre com ameacgas nas cidades,
como a disputa do solo urbano”, o que pode fazer com que esses grupos tenham menos
contato com plantas. O fato de algumas plantas serem usadas como ornamentais nao fa-
cilita o seu conhecimento por alguns individuos ou mesmo o seu uso alimenticio. Para me-
Ihor caracterizar as plantas aqui citadas como possiveis PANC, é necessario, em trabalhos
futuros, incluir outras variaveis, como a frequéncia que estas plantas sdo consumidas, e
aumentar o numero de pessoas entrevistadas.
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Resumo

atividades envolvendo alunos do ensino médio de uma escola estadual, localizada no

municipio de Vitéria, no Espirito Santo. O objetivo desse projeto foi, valorizar a cultu-
ra existente na familia de cada um desses alunos a partir de seus conhecimentos prévios
sobre plantas medicinais, e introduzir o conhecimento cientifico para integrar o conheci-
mento tradicional. Além disso, propomos uma intervencdo na escola, trazendo atividades
lidicas para que cada aluno pudesse participar de forma ativa, como por exemplo, na
implantacdo da propria horta de plantas medicinais dentro do espago educacional. O pro-
jeto foi realizado a partir de alguns encontros, que consistiram em: dois questionarios,
uma palestra, jogos interativos, e por fim, a implantacao de uma horta de plantas medi-
cinais utilizando materiais reciclaveis. Através dessas atividades, foi possivel observar o
quanto esse tipo de estudo contribuiu para praticas interdisciplinares e para o processo de
aprendizagem sobre plantas medicinais no ensino de Biologia, uma vez que foi possivel
estabelecer uma conexdo entre as informacgdes adquiridas no ambito familiar e escolar,
promovendo uma visao sinérgica do conhecimento popular e cientifico.

Este trabalho foi iniciado com a justificativa de realizar uma pesquisa-intervencao com

Palavras-chave:Conhecimento cientifico, Conhecimento tradicional, Jogos didati-
cos, Horta vertical, Sustentabilidade.

Abstract

Research with activities involving high school students from a state school, located

in the municipality of Vitéria, in Espirito Santo. The objective of this project was to
value the culture existing in the family of each of these students based on their previous
knowledge about the subject, also introducing the scientific knowledge to integrate it with
traditional knowledge. In addition, we propose an intervention in the school, bringing
playful activities so that each student could actively participate, such as in the implemen-
tation of their own medicinal plant garden within the educational space. The project was
carried out from a few meetings that consisted of: two questionnaires, a lecture, interac-
tive games and putting an end to the implementation of a medicinal plant garden using
recyclable materials. Through these activities, it was possible to observe how much this
type of study contributed to interdisciplinary practices and to the process of learning about
medicinal plants in the teaching of Biology, since it was possible to establish a connection
between the information acquired in the family and school environment and to promoting
a synergistic view of popular and scientific knowledge.

The present project was initiated with the justification of carrying out an Intervention

Keywords:Scientific Knowledge, Traditional Knowledge, Interactive Games, Vertical
Garden, Sustainability
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1. INTRODUCAO

Desde a antiguidade, a utilizagao de recursos naturais por seres humanos tem sido
uma alternativa viavel na busca por sua sobrevivéncia e uma melhor qualidade de vida. A
interagcdo homem-planta é fortemente evidenciada, uma vez que a utilizacdo de recursos
de origem vegetal se da das mais diversas e importantes maneiras, como € o caso da
alimentacdo e uso medicinal, assim como na construgao civil e na industria téxtil, acoes
que envolvem os saberes populares que foram difundidos e perpetuados culturalmente
(BALICK; COX, 2020).

Diante deste cenario, é possivel afirmar que a utilizacdo dos recursos naturais € uma
forma de conhecimento tradicional, adquirido por meio da transmissao de informagoes
entre geracoes e baseado em dados empiricos, nos quais normalmente ndao ha confirma-
cOes cientificas. (MOREIRA et al., 2002).

Neste contexto se inserem as plantas medicinais, que sao definidas segundo a Orga-
nizacdo Mundial da Saude (2003) como, “todo e qualquer vegetal que possui, em um ou
mais 0rgaos, substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam
precursores de farmacos semissintéticos”. Estas plantas sdo amplamente utilizadas em
comunidades tradicionais para fins terapéuticos, na produgdo de remédios caseiros e ou-
tros produtos (LEAO; FERREIRA; JARDIM, 2007).

1.1 Plantas Medicinais como tema transversal

De acordo com os Parametros Nacionais Curriculares, os temas transversais em pro-
jetos de ensino sao voltados para a compreensao da realidade social e dos direitos e res-
ponsabilidades em relacdo a vida pessoal, coletiva e a afirmacdo do principio da partici-
pacao politica (BRASIL, 1998). Dessa forma, percebe-se que a orientacdao dos Parametros
Curriculares Nacionais (PCN) quanto a transversalidade, é de superar o aprendizado ape-
nas pela necessidade informativa. Portanto, os temas transversais sao importantes para
a abordagem de tematicas em que o aluno possa absorver o conhecimento e expressa-lo,
deixando de ser um sujeito passivo para se tornar um sujeito ativo, colaborando com a
sua propria educacao e a dos educadores. Assim, o ensino de Biologia deve fornecer ao
aluno as competéncias para que ele ndo somente obtenha as informacdes trazidas em
sala de aula, mas também possa compreendé-las ou contesta-las.

Face ao exposto, podemos incluir as plantas medicinais como um tema transversal,
justamente por perpassar areas como Meio Ambiente e a Educacao Ambiental. De acordo
com os PCN, as seguintes praticas podem incentivar a responsabilidade e solidariedade,
que sdo caracteristicas fundamentais para atingir os temas transversais:

“[...] formas de manutencao da limpeza do ambiente escolar (jogar lixo nos
cestos, cuidar das plantas da escola, manter o banheiro limpo) ou formas
de evitar o desperdicio, até como elaborar e participar de uma campanha ou
saber dispor dos servigos existentes relacionados com as questdes ambien-
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tais (por exemplo, os d6rgdos ligados a prefeitura ou as organizacdes nao-
-governamentais que desenvolvem trabalhos, exposicoes, oferecem servicos
a populacdo, possuem material e informagdes de interesse da escola e dos
alunos, etc.)” (BRASIL, 1997, p. 50).

Além disso, por ser um tema em que o aluno possa assimilar as informacdes abor-
dadas, compreendé-las ou refuta-las devido ao conhecimento prévio sobre o assunto, é
possivel inferir que a tematica possa fazer parte do cotidiano do individuo e contribuir com
varias disciplinas, como no ensino de Educacao Ambiental e Botéanica.

1.2 Educacao Ambiental e Sustentabilidade

De acordo com o Ministério do Meio Ambiente, a Educagao Ambiental é composta
por varios processos por meio dos quais o individuo e a coletividade constroem valores
sociais, conhecimentos, habilidades, atitudes e competéncias voltadas para a conservagao
do meio ambiente, bem de uso comum do povo, essencial a sadia qualidade de vida e sua
sustentabilidade (BRASIL, 1999).

Segundo a Politica Nacional de Educacdo Ambiental e a Lei N© 9.795/1999, a Educa-
cao Ambiental € um componente essencial e permanente da educagao nacional, devendo
estar presente de forma articulada, em todos os niveis e modalidades do processo edu-
cativo, em carater formal e ndao formal (BRASIL, 1999). Para Trazzi e Fassarella (2006),
deve-se também incluir a diversidade dentro das concepcgdes de Educagao Ambiental, com
o objetivo de explicitar as relacdes entre os seres humanos, respeitando os limites e as
particularidades existentes entre os seres vivos. Portanto, todos esses conceitos afirmam
que o termo Educacao Ambiental pode ter varios significados, justamente por ser uma
area ampla e complexa.

Compreendendo a importancia da Educacdo Ambiental com énfase na sustentabilida-
de, é necessario inserir essa problematica nas salas de aula, permitindo a criagdo de um
vinculo com o meio ambiente, e o surgimento/amadurecimento de agdes que foquem na
preservacao ambiental. Desta forma, para ser efetiva, a Educacao Ambiental necessita de
uma abordagem interdisciplinar, uma vez que lida com a realidade, visando estabelecer
um didlogo entre aspectos ambientais, sociais e culturais. Deve-se valorizar os habitos e
costumes desses alunos, colaborando para que eles enxerguem suas agoes de outras ma-
neiras, e assimilem a importancia da mudanca de suas posturas diante das suas praticas
rotineiras (TAGLIAPIETRA; CARNIATTO, 2019).

Considerando a importancia da abordagem destas perspectivas, procuramos realizar
este projeto através da metodologia de pesquisa-intervencao, na qual os estudantes do
ensino médio de uma escola estadual, tiveram a oportunidade de participar ativamente
da pesquisa, sendo possivel promover o aprendizado através da construcao do conheci-
mento observado nas atividades, além do incentivo a preservacao da cultura tradicional.
De acordo com os Parametros Curriculares Nacionais, o ensino de Biologia nao é baseado
apenas em fornecer informacgdes, mas também no desenvolvimento de competéncias que
permitam ao aluno decodificar tais informacdes, compreendé-las, elabora-las e refuta-
-las, quando for o caso (BRASIL, 1999b). Portanto, é necessario selecionar metodologias
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coerentes com intengdes educativas. Assim, neste trabalho buscamos contribuir com o
desenvolvimento intelectual desses alunos, através de intervencdes pedagdgicas, como a
utilizacdo de atividades didaticas.

2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

A pesquisa foi realizada com alunos do ensino médio em uma escola estadual de tem-
po integral, localizada no municipio de Vitoria - Espirito Santo (ES). Dividimos a pesquisa
em trés etapas: diagndstico, palestra e atividades didaticas. Cada uma com publico alvo
e numero de alunos distintos. A primeira etapa foi baseada no diagndstico por meio de
qguestionarios, sendo realizada com 86 alunos. O primeiro questionario foi direcionado aos
alunos do 1° ao 3° ano do ensino médio, composto por 11 questdes (discursivas/objeti-
vas) com um adicional de 06 questdes (objetivas) envolvendo curiosidades sobre plantas
medicinais (Anexo 1). O segundo questionario foi aplicado com o objetivo de abordar os
aspectos da sustentabilidade e verificar o que os alunos sabiam sobre os assuntos rela-
cionados ao tema em questdo (Anexo 2). A segunda etapa foi uma palestra direcionada
para todas as turmas da escola, intitulada: “Utilizacao de plantas medicinais como ferra-
menta para a Educacdo Ambiental: Conhecimento tradicional X Conhecimento cientifico”.
A palestra foi realizada com intuito de integralizar o assunto, e para isso, utilizamos as
guestoes respondidas no questiondario como uma espécie de roteiro a ser seqguido. Tam-
bém realizamos a exposicao do cenario global das respostas obtidas através de graficos.
Quanto a terceira etapa, esta foi baseada em dois jogos direcionados para um grupo focal
de 10 alunos, um jogo de trilha, elaborada por nds, e um “quiz” - jogo de perguntas e
respostas, valendo uma caixa de bis para o0 primeiro grupo que conseguisse acertar um
total de 15 questodes.

2.1 Pesquisa-intervencao

A pesquisa-intervencao € uma metodologia baseada nas pesquisas participativas,
consistindo na investigacao de coletividades (ROCHA; AGUIAR, 2003). Essa ferramenta
se distingue dos demais quando se trata de pesquisa e investigacao, pois amplia as bases
tedricas e metodoldgicas das pesquisas participativas, propondo uma intervencao no meio
em que se aplica. A metodologia em questdo, é baseada em uma relagao dindmica entre
o pesquisador e o objeto pesquisado. Com isso, a intervencao tem como objetivo relacio-
nar a instituicdo de formacdo e aplicacdo de conhecimentos, tal como a teoria e a pratica
aplicadas para o ensino- aprendizagem.

2.1.1 Proposta de intervencao: Horta Escolar

A motivacao para a proposta de construir uma horta vertical foi a necessidade de
incentivar a preservacao ambiental, ideia que ja vinha sendo discutida pela professora de
biologia da escola, anteriormente ao projeto. A proposta incluiu atividades interdiscipli-
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nares, e a possibilidade da reutilizacao de objetos que seriam descartados, sendo um dos
caminhos para o que chamamos de sustentabilidade.

Desta forma, foi possivel visualizar uma oportunidade de usar o tema das plantas
medicinais para a construgao de uma horta vertical, utilizando essa atividade para pros-
seguir com o projeto na escola. Assim, esse tema podera se perpetuar nos diversos niveis
de ensino, mesmo apds a nossa intervencgao.

A importancia e a necessidade dessa proposta, foi a oportunidade de sensibilizar os
alunos acerca da preservacao do ambiente escolar. Além disso, ha inUmeras possibilida-
des de atividades a serem trabalhadas no processo de desenvolvimento e implementacao
de uma horta escolar, dentre as quais, o histoérico, os conceitos, e a utilizacdo de plantas
medicinais, assim como sua importancia cultural e cientifica.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Primeiro questionario

Para o inicio da pesquisa, foi realizado um primeiro diagndstico com 86 alunos de tur-
mas distintas do ensino médio, dos quais aproximadamente 54% eram do sexo feminino,
e com idades que variaram entre 15 e 19 anos, caracterizando um grupo homogéneo.

Primeiramente, foi necessario investigar o conhecimento prévio dos alunos sobre o
tema a ser abordado, e para isso, questionamos se eles conheciam o termo Planta Me-
dicinal. Aproximadamente 97% dos alunos disseram ja ter ouvido falar desse termo, e
apenas 3% disseram nao conhecer. Contudo, quando analisamos outras perguntas do
questionario, observamos que apesar da maioria dos alunos afirmarem ja ter ouvido falar
sobre plantas medicinais, poucos realmente sabiam o conceito e a importancia desses
vegetais.

Ao serem perguntados em que local ouviram falar sobre essas plantas, a maioria dos
alunos (39%) citaram a familia como fonte de informagao, seguida da escola (35%) e
amigos (19%). Esses dados refletem a importéncia dos familiares na transferéncia de sa-
beres sobre diversas areas, incluindo o tema “Plantas Medicinais”. Além disso, esses resul-
tados evidenciaram a importancia do ambiente escolar na construcdo do conhecimento.

Oliveira et al (2016) discutiram resultados similares em seus estudos com alunos do
Ceara, encontrando na familia, o ponto focal da difusao de informacgdes sobre as plantas
medicinais. Tal condicdo é acentuada por Messias et al. (2015), ao afirmar que pessoas
instruidas quanto a diversidade de espécies vegetais, sdao aquelas que receberam as in-
formacdes no seio familiar, reforcando o aspecto cultural deste conhecimento. No entanto,
Cruz et al. (2011) em um estudo envolvendo professores de Sdo José dos Campos - SP,
obtiveram resultados divergentes, onde relatam que a origem da informacgao esta alicer-
cada nos cursos de graduacgao e nos livros. Todavia, os autores citados anteriormente
concordam que tais conhecimentos botanicos sdo oriundos de familias que fazem uso das
plantas como recurso medicinal.
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Cerca de 78% dos alunos assinalaram a alternativa “sim” na questao sobre o uso de
plantas medicinais, condicdo muito préxima da encontrada por Souza et al. (2015) em
seus estudos com uma populacdo de Goias (77%), e mais uma vez, os autores apontam a
familia como protagonista na transmissao de informacgoes. Dentre os alunos que disseram
nao fazer uso de plantas medicinais, 37% argumentaram que o motivo esta relacionado a
poucos estudos cientificos sobre esses organismos (Tabela 1). Entretanto, embora os alu-
nos nao tenham o habito de utilizar plantas medicinais, esses ndo acreditam na auséncia
dos seus efeitos. Com isso, a relagao entre o conhecimento popular e o cientifico pode
ser uma medida importante para a adequacao desta cultura envolvendo a fitoterapia, haja
vista que muitas espécies de plantas com potencial farmacoldgico sdo amplamente estu-
dadas, dando origem a novos medicamentos de relevancia para o préprio Sistema Unico
de Saude (SUS).

. N° de Alunos
Motivos

(%)
Auséncia de efeito; 0%
Receio de efeitos colaterais desconhecidos; 19%
Falta de oportunidade; 19%
Falta de confianca nas plantas medicinais; 25%
Poucos estudos cientificos sobre plantas medicinais. 37%

Tabela 1- Motivos pelos quais os alunos dizem nao realizar o uso de plantas medicinais.

Dentre os alunos que afirmaram utilizar as plantas medicinais, foi perguntado a fre-
quéncia desta utilizagdo. Embora a maior parte deles afirmam conhecer e utilizar as plan-
tas medicinais, a frequéncia de utilizacdo foi baixa, visto que 56% dos alunos disseram
usar raramente, 35% casualmente e 9% com frequéncia. Esta situacao pode ser explici-
tada devido ao fato da maioria dos alunos entrevistados serem adolescentes, reforcando
a situacdo ja comentada por Souza et al. onde dizem que:

As pessoas mais jovens se interessam muito pouco pelo tratamento com
as plantas medicinais, e, por isso, as desconhecem. A utilizacdo fica a car-
go principalmente das pessoas mais velhas, pois 0s jovens possuem pouco
conhecimento das plantas e preferem os medicamentos convencionais por
oferecer um alivio mais rapido (SOUZA et al., 2015, p. 23).

Conforme os resultados apresentados na figura 1, nota-se que 37% dos alunos pos-
suem acesso as plantas medicinais através da comercializagdo, provavelmente, devido
ao baixo custo e facilidade na compra desses vegetais em mercados e feiras. Quanto ao
cultivo proprio, 34% dos alunos responderam utilizar desse meio como forma de acesso,
validando o interesse das familias em cultivar determinadas espécies que podem ser usa-
das para tratar ou prevenir enfermidades.
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Figura 1 - Formas de acesso as plantas medicinais.
Fonte: Os autores

Posteriormente, foi perguntado aos alunos sobre a eficacia das plantas medicinais,
e se sua utilizacdo poderia substituir o uso de medicamentos convencionais. Apesar de
82% terem afirmado confiar na eficacia dessas plantas, o alto percentual nao foi mantido
quando perguntamos se elas poderiam substituir os medicamentos convencionais.

Nesse caso, 57% dos alunos mostraram-se favoraveis a esta substituicdo, pois, se-
gundo as justificativas, as plantas sao organismos naturais, e por esse motivo possuem
poucos efeitos colaterais. Com isso, apesar da maior parcela dos alunos acreditarem na
eficacia das plantas medicinais, poucos responderam com seguranca se tal substituicao
seria uma alternativa viavel. Dentre os que marcaram “nao”, justificaram-se pautados na
seguinte sentencga: “os medicamentos passam por anos de estudos antes de serem lan-
cados no mercado”. Estas informagdes reforcam aquilo que nos e diversos autores consi-
deramos como essencial para uma relacao harmoniosa, entre o uso tradicional e o saber
cientifico, propiciando um uso assertivo por parte da populagao, e elucidando os beneficios
e seus efeitos adversos, como é evidenciado por Vale (2002) em sua pesquisa: “Estudos
sobre a medicina popular vém merecendo atencao cada vez maior devido ao contingente
de informacdes e esclarecimentos que vem sendo oferecido a Ciéncia.” Quanto a autome-
dicacao, autores como Capasso et al., (2000) e Veiga-Junior (2008) alertam sobre seus
riscos a salde, pois na maioria das vezes tem origem na auséncia de informagdes sobre
a toxicidade dos 6rgdos e dos extratos vegetais utilizados.

3.2 Palestra

Apds a verificagdo das respostas dadas no primeiro questionario, o préximo passo foi
dar um retorno aos alunos sobre o tema abordado. Apesar dos resultados provenientes
dos questionarios, no momento da palestra, os alunos ficaram motivados a perguntar so-
bre diversas situacdes envolvendo o uso de plantas medicinais. Inferimos que tal motiva-
cao pode ter sido um reflexo da rapidez do feedback, e pelo formato dinamico da palestra,
enquanto os questionadrios ndao tinham essa caracteristica, ja que eles nao podiam fazer
perguntas sobre as questdes abordadas, apenas respondé-las.
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O uso da palestra como um dos instrumentos na pesquisa-intervencdo, foi também
feito por Souza et al. (2015), que consideraram ter havido um ganho com a utilizacao
deste recurso, tanto para o aprendizado dos alunos, quanto para a transferéncia do co-
nhecimento junto a familia e comunidade em geral. Por conseguinte, acreditamos que os
esclarecimentos feitos durante a exposicao dos assuntos tratados serao transmitidos, pois
os alunos atuarao como multiplicadores dessas informacoes, favorecendo ao esclareci-
mento de duvidas de outros individuos com os quais convivem.

3.3 Segundo questionario

Buscando realizar um diagndstico acerca do conhecimento prévio dos alunos em rela-
cao as praticas sustentaveis, e propor a implantacdo de uma horta vertical na escola com
materiais reciclaveis, foi realizado um segundo questionario, no qual foram feitas pergun-
tas que abordavam praticas relacionadas a reciclagem, e a separacao do lixo organico e
inorganico, conforme a tabela abaixo.

Questodes Sim Nao S/R.
1) Vocé tem pratica de reaproveitar ou reciclar materiais em sua casa? 37% 62% 1%
2) Vocé sabe o que é lixo orgéanico? 90% 9% 1%
3) Vocé sabe o que é lixo inorganico? 88% 11% 1%
4) Vocé separa o lixo organico do inorgéanico? 23% 73% 4%

* S/R: Sem resposta
Tabela 2 - Relagdo dos alunos com praticas sustentaveis e conceitos referentes aos tipos de lixo

Conforme os dados apresentados, é possivel observar que embora os alunos sou-
bessem o que é lixo organico e inorganico, 73% nao possui a pratica de separa-los. Tal
resultado foi reforcado quando questionados sobre a pratica de reaproveitamento ou reci-
clagem, o qual 62% responderam ndo ter essa pratica. Para os alunos que responderam
positivamente a mesma pergunta, foi perguntado como era feito o reaproveitamento/
reciclagem desses materiais ou produtos. Como respostas, foram citadas algumas pra-
ticas, tais como: reutilizacdo de garrafas pet, caixas de papelao, embalagens plasticas/
vidro como utensilios de cozinha e artesanato, éleo de cozinha na fabricacdo de sabdo,
entre outros exemplos. Com a experiéncia adquirida, notamos que os alunos conhecem a
necessidade de reciclar/reaproveitar os materiais e sabem distingui-los, além de reforcar
a ideia de que a Educacdo Ambiental é uma ferramenta poderosa para mitigar problemas
ambientais e que deve ser usada sempre que possivel, principalmente quando ha uma
proposta concreta de continuidade do trabalho, como é o caso desta escola e da horta
vertical.

Quando indagados se sabiam ou nao o que era uma horta vertical, o resultado ficou
praticamente empatado, no entanto, 52% dos alunos responderam que sim. Em seguida,
guestionamos se eles saberiam os beneficios de se cultivar uma horta vertical, e como ja
era esperado, foi citado que este tipo de horta € uma alternativa pratica, por ocupar pou-
co espaco. Alguns deles ainda ressaltaram que por este fato ela poderia ser implantada
em qualquer local, sem depender de um quintal. Também foi mencionado a producao de
alimentos organicos, a utilizagdo como item decorativo, e ainda, como uma maneira de
reduzir a poluicao, utilizando materiais que normalmente seriam jogados no lixo.
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Para selecionar as plantas presentes na horta, foram listadas 10 espécies, e os alunos
deveriam enumera-las de 1 a 10, de acordo com seu grau de prioridade. Nesta selecao,
dentre as 10 plantas disponiveis, algumas tiveram mais destaque que outras, ocupando
duas colocacdes na classificacao final, como foi o caso do boldo que dividiu a primeira co-
locacdo com a hortela, além de também ocupar a quarta colocacdo. A camomila ocupou
simultaneamente a segunda e a quinta colocacdo, o alecrim ocupou a sexta e a sétima po-
sicdo, e por fim, a carqueja ocupou a nona e a décima colocagdao. Como algumas espécies
ocuparam mais de uma posicao na lista de prioridade dos alunos, plantas como a babosa,
capim-cidreira e o gengibre, apesar de serem popularmente conhecidas, nao conseguiram
ficar entre as mais indicadas.

3.4 Atividades didaticas

Através dos jogos propostos, percebemos que os alunos se interessaram ainda mais
pela tematica das plantas medicinais, discutindo e pensando com cautela antes de res-
ponder as questdes abordadas no “quiz”. Além disso, em diversos momentos os alunos
conseguiram resgatar conceitos discutidos anteriormente, salientando a importancia da
palestra e das atividades didaticas para sedimentar o conteudo.

O jogo da trilha das plantas medicinais também foi de grande interesse pelos alunos,
uma vez que eles nao ficaram apenas jogando os dados, e sim lendo o glossario e se en-
volvendo no processo, como observado na figura 2. Dessa forma, o glossario serviu como
suporte para a compreensao de alguns termos e seus significados, assim como abordados
no “quiz”.

Figura 2 - Alunos revisando o conteldo abordado através do jogo Trilha de Plantas Medicinais, criado para
o presente projeto. A: Aluno utilizando o glossario que contém o contelddo acerca de plantas medicinais;
B: Alunos concentrados percorrendo a trilha do jogo
Fonte: Os autores

3.5 Implementacao da Horta Escolar

Segundo Capra (2003), o espaco da horta pode ser caracterizado como um local
capaz de conectar os alunos aos fundamentos relacionados a alimentacdo e também in-
tegrando as diversas atividades escolares. Com base nesse pensamento, colocamos em
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pratica a proposta inicial desse projeto com algumas modificacdes na estrutura da horta
de Plantas Medicinais. Levando em consideragao a viabilidade de execugao do projeto, op-
tamos pela montagem do canteiro em um terreno nao utilizado pela escola, revitalizando
o local e contribuindo com a melhoria do ambiente escolar, trazendo uma condicao mais
agradavel e também refletindo no microclima local. Para Paulo e Neto (2021) os espacos
pedagdgicos atravessam os docentes e discentes por possuirem multiplos significados,
estimulando e trabalhando valores, que embora estejam ocultos, afetam a vida das pes-
soas. Sobre este curriculo oculto, Libaneo (2015) salienta sua importancia ao mencionar
que este,

[...] representa tudo o que os alunos aprendem pela convivéncia espontanea,
em meio as varias praticas, atitudes, comportamentos, gestos, percepcoes
gue vigoram no meio social e escolar. [...] ele segue uma sequéncia que
comecga quase sempre na esfera politica e administrativa do sistema esco-
lar, passa pelas crencas, significados, valores, comportamentos existentes na
cultura, é retrabalhado pelos professores, até chegar aos alunos (LIBANEO,
2015, p. 143).

Apds a selecao das plantas de interesse dos alunos, introduzimos espécies de Plantas
Medicinais devidamente identificadas no ambiente da horta da escola. Durante a execugao
desta atividade, os alunos do Programa de Iniciagao Cientifica Jr. (PICJr) tiveram a opor-
tunidade de colocar em pratica seus conhecimentos sobre o tema. A montagem e manu-
tencao da horta envolveu os alunos do PICIr., alunos da escola, professores e monitores
(Figura 3), com duracao de quatro horas semanais, durante dezoito meses.

Durante a implementacao da horta, percebemos a importancia de uma estrutura
fisica escolar de qualidade, sendo muito mais que apenas estruturas de alvenaria. Dito
isso, vimos que a escola € um ambiente vivo, necessitando de adaptacdes as propostas
pedagdgicas.

Figura 3 - Alunos do Programa de Iniciagao Cientifica Jr. envolvidos no desenvolvimento da horta de plan-
tas medicinais.
Fonte: Os autores
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4. CONCLUSAO

Apesar do assunto abordado neste trabalho ser conhecido pela maioria dos alunos,
nota-se que ainda € necessario destrinchar essa tematica, valorizando a cultura popular
e integrando-a com o conhecimento cientifico. Diante do diagndstico, percebemos que
muitos alunos ja ouviram falar sobre plantas medicinais, contudo, nem sempre sabiam o
seu conceito e importancia. A maioria dos entrevistados destacaram a familia como prin-
cipal meio de acesso a informacao, fomentando a importancia do conhecimento popular.
Porém, mesmo conhecendo os nomes populares e algumas caracteristicas dessas plantas,
fez-se necessario abranger o conhecimento cientifico. Foi notavel o quanto esse projeto
interessou os alunos, com énfase nas etapas envolvendo a palestra, atividades didaticas e
execucao da horta de plantas medicinais. Ao refletir sobre nossas praticas, nos deparamos
com a importancia de abordar tematicas a partir de metodologias ativas que envolvam os
alunos, despertando um interesse sobre o0 assunto e propiciando um pensamento reflexi-
VO.

Ademais, concluimos que esse tipo de estudo contribuiu para o processo de ensino-
-aprendizagem relacionado a plantas medicinais no ensino de Biologia, além de ser uma
ferramenta para praticas interdisciplinares, devido a possibilidade de trabalhar temas
transversais, despertando o interesse dos alunos e contribuindo para uma visao sinérgica
do conhecimento cientifico.
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ANEXO 01

Questionario 1 - Utilizacao de Plantas Medicinais como ferramenta para a educacao am-
biental

Idade: Sexo: [1 F; [0 M.

1) Vocé ja ouviu falar no termo Planta Medicinal? [ Sim; [0 Nao.

2) Caso sim, em qual local vocé ouviu falar desse termo? [1 Familia; O Escola;
] Amigos; [1 Outros:

3) Para vocé, qual é a faixa etaria mais comum das pessoas que utilizam as Plantas
Medicinais com maior frequéncia? [J Criancas; [ Jovens; [J Adultos; I Idosos.

4) Vocé ja utilizou ou utiliza Plantas Medicinais? [ Sim; [0 Nao.

Se vocé marcou NAO, na questao 4:

5) Qual é o motivo para nao fazer uso das plantas medicinais?

[0 Auséncia de efeito; [J Receio de efeitos colaterais desconhecidos; [J Falta de oportunidade; [J

Falta de confianca nas plantas medicinais; [0 Poucos estudos cientificos sobre plantas medicinais;
[J Outro motivo (especifique):

Se vocé marcou SIM, na questao 4:

5) Com que frequéncia vocé costuma utilizar plantas medicinais:
0 Frequentemente; [0 Casualmente; [0 Raramente.

5.1) Como vocé tem acesso a essas plantas medicinais?

[0 Cultivo proéprio; O Cultivo de vizinhos; [J Na beira da estrada; [0 Compra; [J Outros:

5.2) Para qual finalidade vocé utiliza as Plantas Medicinais:

(] Para a prevencgao de alguma enfermidade; [J Para tratamento de alguma enfermidade; [J Por
ser um habito adquirido; [0 Outros:
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6) Quantas plantas medicinais vocé conhece ou costuma utilizar no seu dia-a-dia?

[(H1a5;06a10; 11 ou mais.

7) Das plantas que vocé conhece ou costuma utilizar, vocé saberia citar algum nome
vulgar? Se sim, cite os nomes. [1 Sim; [ Nao.

8) Voceé utilizou ou utiliza medicinalmente estas plantas de qual forma:

[0 Chas; [ Xarope; [J Garrafadas; [0 Compressas; [] Cataplasmas; [0 Pomadas; [0 Outros:

9) Qual a parte da planta mais utilizada?

[J Raiz; OO Caule; O Folha; O Fruto; [ Flores; [J Sementes; [ Casca.

10) Vocé confia na eficacia das plantas medicinais? [J Sim; [J Nao.

11) Voceé acredita que o uso de plantas medicinais poderia substituir o uso de medica-
mentos convencionais? [J Sim; [J Nao. Justifique sua resposta:

Assinale verdadeiro ou falso nas afirmativas a seguir, relacionadas as plantas medici-
nais, suas formas de utilizacao e preparo:

Antes de utilizar uma planta medicinal é importante conversar com profissionais da salude para se
informar sobre os efeitos das mesmas. [ Verdadeiro; [ Falso.

Antes de utilizar uma planta medicinal é preciso certificar-se do modo adequado de seu
preparo. [1 Verdadeiro; [ Falso.

Toda planta medicinal é isenta de efeitos colaterais ou toxicidade. [J Verdadeiro; [J Falso.

Varias espécies de plantas medicinais podem ser conhecidas pelo mesmo nome vulgar de acordo
com a regidao em que se encontram. [J Verdadeiro; [J Falso.

Os termos infusdo e decocto indicam formas de preparo distintas. [0 Verdadeiro; [J Falso.

Compressa e cataplasma sao sinonimos de uma das formas de preparo/utilizacao de
plantas medicinais. [] Verdadeiro; [J Falso.
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ANEXO 02
Questionario 2 - Plantas medicinais e praticas sustentaveis
Idade: Sexo: [1 F; [0 M.

1- Vocé tem pratica de reaproveitar ou reciclar materiais em sua casa? [J Sim; [J Nao.

1.1- Caso tenha respondido SIM para a questdao anterior: Como vocé faz essa recicla-
gem/ reaproveitamento e quais os materiais ou produtos vocé utiliza para isso?

2- Vocé sabe o que é lixo organico? [J Sim; [J Nao.

3- Vocé sabe o que é lixo inorganico? [J Sim; [0 Nao.

4- Vocé separa o lixo do organico do inorganico? [J Sim; [J Nao.

5- Vocé costuma reutilizar algum tipo de material que vai para o lixo?

[0 Nao, porgue nao sei fazer reaproveitamento de materiais;

[0 Nao, porque lixo é para ser jogado no lixo;

[0 Sim, utilizo caixas de papelao e outras embalagens para guardar outros objetos;

[J Sim, uso as sacolas que antes iam para o lixo para fazer compras;

] Sim. Outros:

6- Vocé sabe o que é uma horta vertical? [J Sim; [J Ndo.

7- Quais sao os beneficios de uma horta vertical?

8- Das plantas listadas abaixo, enumere de 1 a 10, por ordem de prioridade (sendo 1 a
mais prioritaria) quais vocé considera importantes para serem cultivadas numa horta
vertical de plantas medicinais a ser implantada na sua escola?

I Alecrim; [0 Arruda; [ Babosa; [1 Boldo; [1 Camomila; [ Capim-cidreira; [] Erva doce; [ Gen-
gibre; [0 Horteld; O Carqueja.
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9- Vocé saberia dizer a indicacao para a utilizacao de alguma das plantas citadas acima?
[0 Sim; 0 Nao. Caso saiba cite:
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Resumo

mento na histéria da humanidade. A descoberta dos pigmentos sintéticos substituiu

em grande parte o tingimento natural tornando-os hegemonicos no mercado. En-
tretanto, com a atual demanda de consumo, discute-se muito sobre os potenciais e o0s
riscos de sua aplicacdo, principalmente na indUstria téxtil, o que abre discussfes sobre
suas influéncias no meio ambiente e na sociedade. Apesar disso, pouco é abordado sobre
0s pigmentos nos curriculos de biologia e nos seus temas transversais. Nos processos de
ensino e aprendizagem ¢é inegavel o carater interdisciplinar do tema e sua multitude de
relagdes no cotidiano do aluno. Por isso, o objetivo deste trabalho foi a realizacao de uma
oficina para extracao de pigmentos vegetais para producao de tintas. A metodologia de
ensino utilizada foi uma sequéncia didatica com dois diferentes momentos: (i) aula expo-
sitiva dialogada, seguida de (ii) realizacao de uma oficina. A partir das observacodes feitas
pelos educadores durante a execucgao da atividade e das intervencoes realizadas pelos
alunos, discutiu-se sobre a dualidade entre pigmentos naturais e sintéticos e seus im-
pactos socioambientais, problematizou-se a serventia dos sintéticos para indUustria téxtil
e suas influéncias nos curriculos escolares, e por fim, analisou-se a relagao do aluno com
a cultura e a biodiversidade. A oficina contribuiu para momentos de interagdes e trocas
de saberes, sendo importante como alternativa nos processos de ensino e aprendizagem,
além de contribuir para a interdisciplinaridade sobre o tema.

Os pigmentos naturais protagonizaram durante muito tempo os processos de tingi-

Palavras-chave: Ensino de Biologia, Ensino de Ciéncias, Extracdo de Pigmentos,
Temas Transversais.

Abstract

tory for a long time. The discovery of synthetic pigments largely replaced natural

dyeing, making them hegemonic in the market. However, with the current consumer
demand, there is a lot of discussion about the potentials and risks of its application, espe-
cially in the textile industry, which opens discussions about its influences on the environ-
ment and society. Despite this, little is addressed about pigments in biology curricula and
in its cross-cutting themes. In the teaching and learning processes, the interdisciplinary
character of the topic and its multitude of relationships in the student’s daily life are unde-
niable. Therefore, the objective of this work was to carry out a workshop for the extraction
of vegetable pigments for the production of paints. The teaching methodology used was
a didactic sequence with two different moments: (i) a dialogued lecture, followed by (ii)
a workshop. From the observations made by the educators during the execution of the
activity and the interventions carried out by the students, the duality between natural and
synthetic pigments and their socio-environmental impacts was discussed, the usefulness
of synthetics for the textile industry and their influences on curricula were discussed.
school students, and finally, the student’s relationship with culture and biodiversity was
analyzed. The workshop contributed to moments of interactions and exchange of knowle-
dge, being important as an alternative in the teaching and learning processes, in addition
to contributing to interdisciplinarity on the subject.

N atural pigments have played a leading role in the dyeing processes in human his-

Keywords: Biology Teaching, Science Teaching, Pigment Extraction, Transversal
Themes.
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1. INTRODUCAO

O uso de pigmentos naturais € uma pratica humana milenar, sendo a pintura rupes-
tre uma de suas formas primevas. Acredita-se que 0s nossos antepassados usavam como
pigmentos particulas inorganicas minerais, como a hematita para a coloracdao vermelha,
e pigmentos organicos, como o carvao vegetal (MELLO; SUAREZ, 2012). Pigmento é de-
finido como uma particula sélida, organico ou inorganico, branco, preto, colorido ou fluo-
rescente, que seja insoluvel no substrato no qual venha a ser incorporado e que ndo reaja
quimicamente ou fisicamente com este (BONDIOLI; MANFREDINI; OLIVEIRA, 1998). Di-
ferente dos corantes ou tintas, os quais sdo moléculas sollveis no substrato, causando a
perda de suas caracteristicas estruturais e cristalinas, o pigmento fornece a cor por meio
da dispersao no meio a ser colorido. Tanto um como o outro sao colorantes, aditivos usa-
dos para conferir cor aos materiais (SARON; FELISBERTI, 2006).

Nos processos de ensino e aprendizagem, o tema cor evoca uma necessidade de ex-
plicacdes que envolvem o campo da Biologia, Fisica, Histéria, Geografia e Quimica, sendo
inegavel seu carater interdisciplinar. Os pigmentos responsaveis pela cor podem ser abor-
dados sob a dtica de temas transversais, como a Educacao Ambiental (EA). A EA é um
processo de educagao que segue uma nova cultura comportamental e filosofia de vida,
comprometida com os humanos e o meio ambiente, que percorre o presente e o futuro
das geracgoes. Esse processo é continuo, permanente e sua pratica torna o processo edu-
cativo mais organizado para a formacao da cidadania, pois deve se desenvolver num en-
sino interdisciplinar (KONDRAT; MACIEL, 2013). Ela se constitui como uma etapa primaria
na sensibilizacdo em longo prazo, a fim de que os sujeitos possam intervir na realidade
proporcionando melhorias para o meio ambiente.

Nesse contexto, & possivel trabalhar o assunto ‘pigmentos’ para além das suas ca-
racteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas, como também para discutir suas influéncias no
meio ambiente e na sociedade. Assim, no presente trabalho, discute-se sobre a dualidade
entre pigmentos naturais e sintéticos e seus impactos socioambientais. Problematiza-se a
serventia dos sintéticos para industria téxtil, seus impactos nos curriculos escolares e por
fim, propde-se, por meio de uma proposta de ensino integrada e de investigacao, apon-
tar a possibilidade de uso dos pigmentos naturais para um processo de tingimento mais
consciente e sustentavel.

Programas de ensino que integrem os saberes na busca de agdes interdisciplinares
em suas varias nuances sao essenciais. Para isso, é preciso realizar um ensino de ciéncias
contextualizado e interdisciplinar a partir de metodologias diferenciadas, como as propos-
tas pelo documento dos Parametros Curriculares Nacionais (PCN e PCN+) (BRASIL, 2001,
2002). Um possivel caminho a ser seguido € a adocao de oficinas e de experimentos, que
sao formas de metodologia que aproximam aluno, professor e conteldo da realidade.

Para tanto, o objetivo do trabalho foi propor uma sequéncia didatica que contribua
para o entendimento por parte dos alunos sobre a ocorréncia de diferentes pigmentos em
cada matéria-prima utilizada e seus possiveis usos como producdo de tintas. Dessa forma,
a sequéncia foi elaborada como metodologia de ensino no ensino médio. Para esta ela-
boracdo foi feito um levantamento de dados bibliograficos acerca dos pigmentos naturais
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e sintéticos e anadlise de textos que tratam a questdao da interdisciplinaridade, além dos
documentos oficiais do Ministério da Educacdo (Base Nacional Comum Curricular, Orien-
tacOes Curriculares para o Ensino Médio, PCN e PCN+), contribuindo para as reflexdes e
discussdes propostas neste trabalho (MEC/BRASIL, 2015). A validacao se deu por meio
de uma investigacdo acerca do conhecimento prévio dos alunos sobre o tema, seguida de
aula expositiva dialogada e, por fim, realizagao de uma Oficina.

1.1 Pigmentos: do natural ao sintético

A presenca de pigmentos, que podem ser encontrados em todos os érgaos da planta,
confere a gama de cores observadas nas espécies vegetais. Nas moléculas dos pigmentos
vegetais encontram-se diferentes grupos funcionais, estando esses agrupados pelo tipo
de estrutura basica em: betalainas, carotenoides, clorofilas, flavonoides, entre outros
(SEQUIN, 2012). As clorofilas sdao pigmentos tipicos de organismos fotossintetizantes lo-
calizados nos cloroplastos. As clorofilas @ e b sao abundantes nas plantas verdes. Os caro-
tenoides sao pigmentos também encontrados em todos os organismos fotossintetizantes
naturais. Constituintes integrais dos cloroplastos e as bandas de absorcao na regiao dos
400 a 500 nanOmetros ddo aos carotenoides sua coloracdo alaranjada caracteristica. Os
flavonoides sdo um grupo de compostos fendlicos que incluem, por exemplo, as antocia-
ninas, as quais sdo responsaveis pelas cores vermelha, azul e violeta; enquanto as anto-
xantinas apresentam cores claras, do branco-amarelado ao amarelo (TAIZ et al., 2017).

A sociedade utilizou e ainda utiliza os pigmentos naturais de origem vegetal, ani-
mal e mineral, principalmente, para o tingimento de tecidos e para colorir obras de arte.
Como exemplo, cita-se a utilizacdo da casca do pau-brasil durante o periodo Brasil-colonia
para colorir de vermelho; a purpura tiria, considerado um dos colorantes mais caros da
historia, extraido do molusco Hexaplex trunculus e usado para tingir as vestimentas de
imperadores romanos; o carmim cochonilha, para tingir as vestimentas de exércitos, que
é inclusive, usada até hoje na coloracdao de bebidas lacteas, e o amarelo indiano, obtido
a partir de urina concentrada de vacas e vendido na forma de pedras conhecidas como
puree, visto em quadros do pintor Van Gogh. Porém dentre todas as cores, o azul merece
destaque, pois permaneceu como uma cor rara durante muito tempo. Era possivel obter o
azul somente a partir da pedra de lapis-lazuli e, por esse motivo, a cor era utilizada para
colorir objetos relacionados ao divino (CABRAL, 2006).

Apesar de seu protagonismo por um longo periodo na histoéria, os pigmentos naturais
sao bem limitados em diversos aspectos, além das fontes escassas de cores como o azul,
tém uma abrangéncia de cores limitada. Somente cores entre a paleta do verde, amarelo,
laranja, marrom e vermelho sao facilmente encontrados na natureza, sua producao ne-
cessita de tempo e espaco e possuem um processo de extragao laborioso. Em tecidos, os
pigmentos naturais tém um baixo poder de fixacdo, sendo necessarios agentes fixadores
(principalmente metais), mas que mesmo assim desbotam facilmente ao longo do tempo
(SANTOS-SILVA, 2007). Todas essas caracteristicas colocam em duvida a respeito das
potencialidades e riscos dos corantes naturais.

Uma procura crescente por mais nuances de cores e maior quantidade de colorantes
tornou a utilizacdo de pigmentos naturais incapaz de atender o mercado téxtil, alimenticio
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e artistico. O incentivo a industrializacdo promoveu uma valorizacao de modelos mecani-
cistas em detrimento do artesanato, o qual ndo correspondia as exigéncias mercadoldgi-
cas impostas pelo ritmo de produgao. Nesse sentido, a descoberta dos pigmentos sintéti-
cos permitiu solucionar essas demandas.

Em 1856, o primeiro corante organico foi produzido pelo inglés William Perkin. Foi
uma descoberta acidental: Perkin, aluno do curso de quimica, no Royal College, de Lon-
dres, tentava sintetizar o quinino para tratamento da malaria, quando obteve uma solucdo
de cor purpura forte, na qual era absorvida pelo tecido e provou ser resistente a luz e a
lavagem. Ele descobriu que era possivel produzir corantes a partir do alcatrdao de hulha,
um residuo da coqueificacdo do carvao. Perkin chamou seu corante de Purpura de Tiro
(MENDA, 2012). Em seguida, o interesse das industrias no desenvolvimento juntamente
com a popularizacao permitiu que novos corantes sintéticos de diversas caracteristicas
comecassem a ser produzidos e utilizados na fabricacao de tecidos e na producao de ali-
mentos.

Com o crescente emprego, aumentaram os estudos relacionados aos efeitos nocivos
ao organismo pela ingestao de corantes artificiais. Eles sao sintetizados, principalmente,
por meio dos hidrocarbonetos aromaticos (benzeno, xileno, tolueno) e dos HAPs (hidro-
carbonetos aromaticos policiclicos), como o naftaleno. Esses compostos sao obtidos do
alcatrao de carvao e também do petréleo. Produtos como maquiagem, batom e sombras
para pele apresentam esses aditivos. Os maleficios dos corantes sintéticos na saude hu-
mana vao desde uma alergia ao aditivo, hiperatividade em criancas, até possivel cancer
no organismo (PRADO; GODOQY, 2009).

Além das consequéncias diretas para a saude humana, podem causar efeitos ao
meio ambiente. Um exemplo disso pode ser observado por algumas praticas da industria
téxtil. De acordo com um relatorio da Ellen MacArthur Foundation, essa industria utiliza
muitos recursos nao-renovaveis, incluindo petrdleo bruto para produzir fibras sintéticas,
fertilizantes e agua no plantio do algodao, subprodutos dos corantes sintéticos e de aca-
bamentos para fios e tecidos. Além disso, grande parte dos efluentes téxteis sao lanca-
dos nos corpos d’agua sem o tratamento adequado. Esses efluentes contém colorantes
sintéticos com alta toxicidade e resisténcia a degradacdo. Quando lancados no ambiente
aquatico, e ndo tratados, podem ocasionar o esgotamento do oxigénio dissolvido, tendo
como consequéncia o desequilibrio desse ecossistema, pois a presenca de corantes nes-
sas aguas impede a penetracao da luz solar no ambiente lacustre, alterando a atividade
fotossintética do meio, diminuindo a solubilidade de oxigénio e resultando em efeitos to-
xicos sobre a fauna e flora aquatica (LALNUNHLIMI; KRISHNASWAMY, 2016).

Calcula-se que quase toda a carga organica de corantes no qual entra no meio am-
biente é por meio dos efluentes industriais téxteis (REVANKAR; LELE, 2007). Apesar do
alto desenvolvimento desse setor, é escasso o investimento feito para tratar esses resi-
duos. Com o objetivo de evitar multas, as empresas investem - ainda que pouco - no
tratamento de seus residuos. Outra problematica consiste na falta de fiscalizagdao e mo-
nitoramento dos residuos descartados por essas industrias, podendo ocorrer farsas ou
alteracdes nos supostos tratamentos dos efluentes (ABREU et al., 2008).

Nesse contexto, o uso entre colorantes naturais e artificiais € influenciada principal-
mente pelos padrdoes de consumo atuais que tém crescido dramaticamente. Nas ultimas
décadas, tém-se visto uma extraordinaria expansdo da economia global e uma correspon-

Da Pesquisa ao Ensino: uma investigagdo a partir das plantas medicinais - 1 3 4
Vol. 01



Capitulo 9

dente explosdao de consumo. No mundo da moda, novas tendéncias sdo lancadas a todo
0 momento e, o que antes era destaque, ja ndo o é dado a velocidade de novos produtos
surgidos no mercado. Esse padrao torna inviavel a utilizagdo de corantes sintéticos devido
a sua capacidade poluente e coloca em xeque o uso de corantes naturais, pois necessitam
de mais terras para o plantio/extracdo e de uma quantidade maior de matérias-primas
para atender a demanda de consumo.

1.2 Biologia e Ensino Médio: uma reflexao sobre os processos de en-
sino e aprendizagem

A Educacao Basica brasileira, ao longo de seu processo de constituicao, depara-se
com distintos desafios. Seja pelas questdes surgidas e inerentes ao proprio trajeto de
constituicao de um sistema educacional, seja pelas particularidades que envolvem a his-
toria de formacao nacional: o quadro socioecondmico, a variedade cultural e a diversidade
populacional do Brasil. Tal cenario corrobora ao fortalecimento de demandas educacionais
em que a escola ndo se resume a um espaco de ensino formal, balizado pelas regras insti-
tucionais, e sim como um meio em que parte da populagao consiga por meio dela alcancar
uma educacdo de libertacao, de exercicio critico e de fortalecimento das potencialidades
dos sujeitos, dos grupos sociais.

Neste sentido, é possivel identificar a necessidade de promover uma atuacao peda-
gdgica atualizada academicamente, contextualizada com as demandas sociais, calcada no
exercicio ético da profissao e objetivando o fortalecimento do pensamento critico. Nao nos
parece, portanto, adequado a insisténcia em antigos padrdes de ensino e aprendizagem,
em gue, na maioria dos casos, observa-se uma pratica docente centrada no conteudismo,
na quase que inexistente compreensao da importancia do estudo da Biologia para além
das necessidades impostas pelos vestibulares e/ou curriculos escolares.

Sobre isso, os documentos oficiais do Ministério da Educagao, especialmente as Orien-
tacOes Curriculares para o Ensino Médio (2006), area de Ciéncias Naturais, destacam:

[...] nas Uultimas décadas, o ensino de Biologia vem sendo marcado por uma
dicotomia que constitui um desafio para os educadores. Seu contelido e sua
metodologia no ensino médio voltados, quase que exclusivamente, para a
preparagao do aluno para os exames vestibulares (BRASIL, 2006, p. 15).

O que revelaria, nessa 6tica, “[...] um ensino pautado pela memorizacao de deno-
minagoes e pela reproducao de regras e processos” (BRASIL, 2006, p. 15), contribuindo
para a descaracterizacao dessa disciplina enquanto uma ciéncia preocupada com diversos
aspectos da vida no planeta. Tal quadro também pode ser fortalecido pela falta de orien-
tacOes sobre os principios norteadores da pratica docente no campo da Biologia, o que,
nos Parametros Curriculares Nacionais para o Ensino Médio (PCNEM), é refletido de forma
pouco efetiva, posto que faltam sugestdes e propostas ao professor de como atuar de
modo a contemplar aquele que deveria ser o eixo norteador da pratica docente no campo
da Biologia: a preocupacao com aspectos relativos a vida no planeta e com a “formacao de
uma visao do homem sobre si proprio e de seu papel no mundo” (BRASIL, 2006, p. 15).
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Posto que “concebida como forma de socializar as pessoas de acordo com valores
e padroes culturais e ético-morais da sociedade e como meio de difundir de forma sis-
tematica os conhecimentos cientificos construidos pela humanidade” (BRASIL, 2010, p.
150), a educacao escolar deveria refletir um direito, representando, assim, um compo-
nente necessario para o exercicio da cidadania e para as praticas sociais “associada as
mobilizacdes pelo direito a educagao, a exigéncia de participacao e de democratizacao e
comprometida com a superacao das desigualdades e injusticas” (BRASIL, 2010, p. 151).

Superar a dicotomia existente em torno das expectativas e métodos relacionados
ao ensino de Biologia significa “[...] possibilitar ao aluno a participacao nos debates con-
temporaneos que exigem conhecimento biolégico” (BRASIL, 2006, p. 17), reconhecendo,
inclusive, como o fato de o Brasil ser, por exemplo, considerado um pais rico em biodiver-
sidade, representa uma possibilidade de atuacdo escolar em que estudar Biologia também
seria a compreensao da influéncia de tal biodiversidade na qualidade de vida humana, na
necessidade de fazer melhor uso dos produtos naturais. Logo, “o grande desafio do pro-
fessor é possibilitar ao aluno desenvolver as habilidades necessarias para a compreensao
do papel do ser humano na natureza” (p. 18).

Partindo dessa reflexao, acredita-se que o conhecimento escolar deveria ser estrutu-
rado de maneira “a viabilizar o dominio do conhecimento cientifico sistematizado na edu-
cacao formal, reconhecendo sua relagcao com o cotidiano e as possibilidades do uso dos
conhecimentos apreendidos em situacdes diferenciadas da vida” (BRASIL, 2006, p. 18).
Tal processo resvalaria em alguns cuidados éticos inerentes a atuagao docente, como, por
exemplo: a capacitacdo tedrica (formacgdo continuada, grupos de pesquisa, didlogo entre
escola basica e academia etc.), busca por novas alternativas educativas que estejam em
sintonia com os desafios emergentes de novas demandas sociais, conhecimentos cientifi-
cos, padroes comportamentais e contexto economico, politico e cultural de cada comuni-
dade escolar.

Centrado no entendimento de que o espaco escolar deve, sobretudo, representar um
fomento as potencialidades humanas de atuacao no mundo, acredita-se na importancia
do aluno ser capaz de reconhecer “[...] a vida como manifestacao de sistemas organiza-
dos e integrados” (BRASIL, 2006, p. 20), sendo ele capaz, inclusive, de atuar no processo
evolutivo. A escola, assim, deve propiciar:

[...] condicOes para que o educando possa conhecer os fundamentos basicos
da investigacdo cientifica; reconhecer a ciéncia como uma atividade humana
em constante transformacao, fruto da conjuncdo de fatores histéricos, so-
ciais, politicos, econémicos, culturais, religiosos e tecnoldgicos, e, portanto,
nao neutra; compreendemendar e interpretar os impactos do desenvolvi-
mento cientifico e tecnoldgico na sociedade e no ambiente.

Trata-se, portanto, de capacitar o educando para interpretar fatos e fenéme-
nos — naturais ou ndo - sob a Optica da ciéncia, mais especificamente da Bio-
logia, para que, simultaneamente, adquira uma visao critica que |he permita
tomar decisdes usando sua instrucao nessa area do conhecimento (BRASIL,
2006, p. 20).

Caberia, deste modo, buscar por estratégias para abordagem dos temas curricula-
res de Biologia que promovam a parceria entre professor e alunos, sendo o primeiro um
mediador responsavel por apresentar problemas ao segundo que os desafiem a buscar
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solugdes e, assim, sistematizar novos conhecimentos. Em concordancia com a proposta
de Experimentacdo, optou-se por realizar, na Escola Viva de Sao Pedro, uma oficina de
extracao de pigmentos naturais.

Esperava-se, com isso, apresentar ao educando uma estratégia alternativa aos mo-
delos didaticos tradicionais, almejando contribuir no desenvolvimento de parte das com-
peténcias esperadas para aquele grupo: uma educacdo formal instigadora da atuacgao re-
flexiva, baseada na sedimentacdo de conhecimentos prévios, formagao de novos, atuagao
efetiva dos discentes nos processos de ensino e aprendizagem e o cuidado com a analise
dos impactos dos conhecimentos cientificos na sociedade.

1.3 Notas de uma atividade de ensino: a oficina de producao de tintas
sustentaveis

Por demandas educacionais como um meio de se alcancar uma educacao de liberta-
cao, de exercicio critico e de fortalecimento das potencialidades, prop6s-se uma atividade
que contou com uma sequéncia didatica com dois diferentes momentos: (i) uma aula
expositiva dialogada de 50 minutos, com questionamentos sendo levantados para insti-
gar os alunos a pensar, utilizando textos e multimidia como ferramenta auxiliar, seguida
de (ii) realizacao de uma Oficina, que teve a participacdao de 10 estudantes integrantes
do Projeto de Iniciacdo Cientifica Junior (PICJr) do Centro Estadual do Ensino Médio em
Tempo Integral Sao Pedro, Escola Viva Sao Pedro, localizada no municipio de Vitoria/ES.
As atividades foram desenvolvidas no laboratério de ciéncias da escola no contraturno dos
alunos.

Na primeira parte da aula (i), os organizadores trouxeram questdes para indagar os
alunos, como “Por que as roupas que vocés utilizam tem cor?” “*Como essas roupas foram
tingidas?” “"Como eram feitos os tingimentos antes do desenvolvimento dos pigmentos
sintéticos?” “Quais os prds e os contras dos tingimentos naturais e dos sintéticos?”.

Apds esta conversa, um quadro foi aplicado para que os alunos pudessem completar
argumentando quais as consequéncias para o meio ambiente e para a saude quando com-
parados os tingimentos natural e sintético (tabela 1).

Meio ambiente Saude

Tingimento Natural
Tingimento Sintético

Alternativas para propor solucdes
Tabela 1 - Completar a tabela argumentando as consequéncias para 0 meio ambiente e propor solucdes
para os possiveis problemas.

Apds o preenchimento da tabela, foram apresentadas aos alunos as consequéncias
conhecidas de ambos o0s processos de tingimento e logo depois, foi pedido para que eles
propusessem alternativas para solucionar os problemas desses processos. Por fim, foram
discutidas algumas alternativas recentes e propostas pela ciéncia para resolver essas
guestoes.
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Em seguida, deu-se inicio a oficina a fim de produzir tinta a partir dos pigmentos
vegetais. Para a realizacao da oficina foram compradas e coletadas algumas espécies ve-
getais, incluindo: folhas, sementes, casca de troncos e raizes (tabela 2). Essas espécies
utilizadas para o processo de extracao de pigmentos foram escolhidas pelo fato de serem
plantas de facil acesso, uma vez que existe a necessidade de serem encontradas facilmen-
te pelos alunos e estarem presentes na realidade destes.

Cor Nome popular da planta
Amarelo Cdrcuma
Azul Jenipapo
Laranja Urucum
Rosa Cedro rosa
Verde Espinafre
Vermelho terra Barbatimdo

Tabela 2 - Relagao das cores e especies para o desenvolvimento da oficina.

Foram explicados alguns termos e processos praticos relacionados ao tingimento,
como: cocgao, infusao, mordente/fixador, interacao do pigmento com a fibra, entre ou-
tros. Em seguida, partes de trés plantas diferentes foram apresentadas e solicitou-se o
preenchimento de uma tabela (tabela 3).

Planta Cor esperada Cor resultante
Cedrela fissilis

Stryphnodendron (Barbatimao)

Genipa americana (Jenipapo)
Tabela 3 - Cor esperada e cor resultante de trés plantas.

Enquanto os alunos preenchiam, os professores foram colocando os vegetais em re-
cipientes com agua fervendo para a extragao dos pigmentos. Passados alguns minutos, ja
se podia ver as cores resultantes.

Retalhos de tecidos (100% algodao) foram mergulhados nos recipientes previamente
preparados pelos organizadores, junto com um mordente/fixador. Os tecidos foram tingi-
dos e expostos em um varal para a secagem (figura 1).
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Figura 1: Atividades com o tema pigmentos naturais. (A) Primeiro momento: aula expositiva dialogada
com auxilio de multimidia. (B) Segundo momento: oficina de pigmentos naturais. (C) Alguns dos mate-
riais utilizados na realizacao da oficina. (D) Varal com os tecidos tingidos na oficina expostos para secagem
Fonte: Os autores.

2. RESULTADOS E DISCUSSAO

As cores e 0s pigmentos nao sdo temas protagonistas no curriculo de biologia nem
tampouco abordados nos temas transversais. Entretanto, existe uma multitude de rela-
coes no cotidiano do aluno com as cores, por exemplo, quando os alunos sdao questio-
nados sobre sua cor preferida, na escolha do vestuario, nos alimentos, na percepcao de
cores da natureza, na utilizacao de materiais para colorir, entre outros. Sua utilizacao tem
consequéncias nao so diretas (alergia a determinados corantes, utilizacdo de uma cor de
roupa para se inserir em um grupo ou tribo, efeito de algumas cores sobre o comporta-
mento, etc.) como também indiretas (o descarte de pigmentos e produtos téxteis no meio
ambiente, o efeito dos subprodutos da producao quimica de corantes, etc.).

Por isso 0 ensino de cores e pigmentos pode ser uma excelente ferramenta para
introduzir conceitos importantes inseridos nos Parametros Curriculares Nacionais para o
Ensino Médio (PCNEM e PCN+). Reconhecendo que os principais temas bioldgicos refe-
rem-se a compreensdo da vida na Terra, das consequéncias dos avancos tecnoldgicos e da
intervencao humana, os PCN+ estabelecem alguns temas estruturadores. Esses, devem
ser utilizados para criar situacdes de aprendizagem que permitam o desenvolvimento de
competéncias tais como saber comunicar-se, saber trabalhar em grupo, buscar e orga-
nizar informacgdes, propor solugdes, relacionar os fendbmenos biolégicos com fendmenos
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de outras ciéncias, construindo, assim, um pensamento organico e interdisciplinar. Nos
processos de ensino e aprendizagem, o tema cor evoca uma necessidade de explicacoes
que articulam-se por meio das trés areas do conhecimentos propostas pela PCN+, sendo
evidente seu carater interdisciplinar (BRASIL, 2001, 2002).

PropOe-se que o Ensino de Biologia seja capaz de superar o senso comum pedagdgi-
co; de desenvolver um saber cientifico ao alcance de um publico; de democratizar o co-
nhecimento cientifico e que se constitua como cultura (LAPA; BEJARANO; PENIDO, 2011).
Entretanto, no que tange a realidade brasileira, encontramos uma educacao marcada
por curriculos fragilizados e desarticulados em que as diversas disciplinas sdo estudadas
isoladamente. E motivada por essa falta de conexao que a educacao vem apresentando
consequéncias civilizatdrias graves.

O conteldo e metodologia no ensino de Biologia do ensino médio tem sido voltado,
majoritariamente, para a preparacao do aluno para os processos seletivos em faculdades
e universidades, o que contradiz as determinagdes propostas pela Lei de Diretrizes e Ba-
ses da Educacao Nacional (Lei N© 9394/96) e reforca o processo da educagao bancaria,
proposta por Paulo Freire, pelos educadores.

Nesse tipo de educacao, o professor realiza uma série de acdes descontextualizadas,
nas quais os conteldos curriculares sdo apartados do mundo concreto dos alunos, o que
gera um ensino vazio de significado. Outra caracteristica da educacao bancaria é a énfa-
se na memorizagao, pois, nessa visao, o educador sera melhor se encher os recipientes,
vazios, com seus depdsitos. Nas palavras de Freire: “quanto mais se deixem docilmente
“encher”, tanto melhores educandos serao”. Aliada a essas caracteristicas, Freire (2005)
denuncia que a postura opressiva, que domina a educacgao bancaria, para com os alunos
gera a amputacao traumatica de sua curiosidade inerente. Nessa visdo, os educandos
“[...] ao receberem o mundo que neles entra, ja sdo seres passivos, cabe a educacao
apassiva-los mais ainda e adapta-los ao mundo” (FREIRE, 2005).

Nesse sentido, educacdao sem o devido exercicio critico pode corroborar a manuten-
cao do status quo, em que estar em sociedade seria adequar-se aos padroes pré-estabe-
lecidos de dominéancia cultural, econdmica, social e politica. Ndo seria, portanto, a falta de
problematizacao sobre o protagonismo do uso dos corantes sintéticos na industria téxtil e
suas consequéncias para o homem e o meio ambiente, um reforgo de uma condigao civili-
zatodria calcada na educacdo bancaria? E possivel que interesses ideoldgicos que servem a
indUstria téxtil e aos padroes atuais de consumo de vestuario sejam um exemplo de como
as necessidades criadas pela lei do mercado também refletem em outras areas sociais;
cabe questionar como se da a organizacdao dos curriculos escolares, além dos proprios
métodos de ensino, os quais, quando apartados de demandas sociais e culturais, podem
servir para apassivar ainda mais o educando e o educador em formagao.

No processo de ensino e de construcao do cidaddo critico-reflexivo, os valores vao
sendo assimilados pelo aluno na medida em que ele exercita o pensamento, o olhar criti-
co, e associa os conceitos transmitidos em sala de aula as suas experiéncias individuais e
sociais, nos diversos meios por onde percorre (CAVALCANTE, 2011). Portanto, programas
de ensino que integrem os saberes na busca de acdes interdisciplinares, articulando os
conhecimentos existentes para solucionar um problema ou entender um fato em toda sua
abrangéncia e complexidade, superando a fragmentacao disciplinar, sdo fundamentais
(SILVA et al., 2016).
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A multitude de relagdes com o tema cor permitiu o desenvolvimento de uma oficina
em sala de aula, proporcionando que o ensino e aprendizagem de ciéncias acontecam
de forma interdisciplinar. O trabalho visou despertar, facilitar e desenvolver a constru-
cao do conhecimento sobre o papel dos pigmentos nos organismos vivos, o histérico dos
pigmentos na humanidade, a extracao dos colorantes naturais e o impacto dos corantes
industrializados na natureza e na saude humana partindo de uma linha comparativa entre
pigmentos naturais e sintéticos.

A pergunta norteadora para inicio da discussdo com os alunos foi: “Por que as nossas
roupas tém cor?". A partir dessa questao iniciariamos a discussao sobre o comportamento
fisico dos pigmentos, como a questdo da luz refletida, resultado de uma absorgao seletiva
num dado comprimento de onda. E interessante perceber que os alunos rapidamente res-
ponderam a essas questdes da forma mais clara possivel: "é por que foi pintada assim”.

Como professores em formacao, esse tipo de resposta nos ensina que nem sempre
os alunos responderdo as nossas intengdes em sala de aula. Nesse momento precisou-se
reinventar a pergunta e adaptar a realidade do aluno para continuar a linha de raciocinio.
Cabendo ao professor a possibilidade de intervir, criar condicdes, facilitar a agao do alu-
no em aprender, suas mudancgas na praxis contribuem para um melhor entendimento na
educacao (LIMA; PIMENTA, 2006). Com isso, seguimos questionando-os: “"mas foi pinta-
da com o qué?” "com tinta” "o que tem na tinta que da cor a ela?” “corante, pigmento”
"mas o que tem no pigmento que faz ele dar cor?”. O Ultimo questionamento deixou os
educandos intrigados e permitiu que os conceitos de luz e cor pudessem ser esclarecidos
a partir da sua base fisica.

A participacao dos alunos foi fundamental para que a aula pudesse seguir conforme o
planejado. Embora o aluno tenha uma participacdao essencial nas aulas ativas, o principal
responsavel e protagonista nesse cenario é o professor, pois ele tem como funcao o papel
de gestor no processo de aprendizagem. Aulas bem planejadas e geridas tém mais chan-
ces de sucesso, e isto inclui participacao dos alunos e aprendizado eficiente (PEREIRA;
LIMA, 2018).

No segundo momento foi perguntado aos alunos como era o processo de tingimento
da roupa que eles utilizavam. Percebeu-se que apesar de nao compreender de maneira
técnica o processo, os educandos tinham conhecimentos bem consistentes sobre tingi-
mento de roupas. Diante disso, pode-se questionar o papel da instituicdo como espaco de
ensino e valorizar a educacao advinda de ambientes informais.

[...] a educacdo assistematica e extraescolar, que a crianca adquire na fami-
lia, com os amigos ou em outras instancias socializadoras de seu contexto
mais imediato, é vital, profunda e real; enquanto a educacdo formal ou es-
colar é mais abstrata e menos influente na rotina e nas necessidades diarias
das criangas, embora mais ampla e completa do que a primeira em diversas
instancias (DEWEY, 1995).

No terceiro momento da aula expositiva, apds introduzir o histdrico e aplicacdao dos
corantes sintéticos com enfoque na utilizacao para tingimento de roupa, foi questionado
aos discentes se este processo sempre ocorreu desse modo. Com clareza, eles respon-
deram que nao e foram indagados a pensar como poderia ocorrer o tingimento antes dos
corantes sintéticos. As respostas foram variadas, mas todos tinham conhecimento de que

Ll_g ’_\ Editora Pascal 1 41



Capitulo 9

se tratava de procedimentos manuais e laboriosos. Quando questionados quanto a origem
dos pigmentos, os educandos de maneira geral responderam que eram retirados da natu-
reza, de plantas, arvores etc. Um aluno inclusive comentou: “tem o pau-brasil que eles
utilizavam pra tingir os tecidos de vermelho”.

Com a fala desse aluno, nota-se que a abordagem interdisciplinar é fundamental
para compreensao e reflexao acerca do conteudo trabalhado. A interdisciplinaridade é
a conexao que possibilita o estabelecimento de inUmeras relagdes das disciplinas com a
realidade, num processo reciproco de aprendizagens multiplas e interminaveis (AZEVE-
DO; ANDRADE, 2007). Os alunos ja apresentavam informacdes consolidadas do campo
da disciplina de Histéria e foram capazes de entrelagar o que sabiam para solucionar os
problemas propostos. E esse aspecto variavel a respeito do que se pensa sobre o tema
que o faz dirigir-se para a articulacao entre producgao e sedimentagao de conhecimentos
(DO NASCIMENTO; DE FREITAS; DO BOMFIM, 2017).

Em seguida, pediu-se aos alunos, uma avaliagao dos impactos das tecnologias en-
volvidas no processo de tingimento natural e sintético e acdes para o aperfeicoamento
destes, minimizando impactos socioambientais e melhorando as condigdes de vida. Aos
estudantes foi proposto um aprofundamento e uma ampliacao a respeito dos meios de
producao de tecnologias, do papel dessas tecnologias na sociedade e as perspectivas de
desenvolvimento destas. Nesse sentido, a area de Ciéncias da Natureza deve garantir
aos alunos o desenvolvimento de competéncias especificas para o enfrentamento dos
desafios da contemporaneidade, na direcao da educacao integral e da formacgao cidada.
Dentre elas, destaca-se a competéncia especifica 1, sugerida pela Base Nacional Comum
Curricular (BNCC):

COMPETENCIA ESPECIFICA 1

Analisar fenémenos naturais e processos tecnoldgicos, com base nas rela-
cbOes entre matéria e energia, para propor acoes individuais e coletivas que
aperfeicoem processos produtivos, minimizem impactos socioambientais e
melhorem as condicbes de vida em dmbito local, regional e/ou global (MEC/
BRASIL, 2015).

Nesta competéncia especifica, as relacdes entre matéria e energia sao utilizadas
para explicar e analisar os fendmenos naturais e os processos tecnoldgicos possibilitando,
por exemplo, a avaliacao das vantagens e os perigos do uso de diferentes materiais e/ou
tecnologias para tomar decisdes responsaveis e consistentes diante dos diversos desafios
contemporaneos.

Analisando as respostas dos educandos pode-se observar que, para o meio ambiente,
o tingimento natural apresenta riscos a biodiversidade e tem como principal consequéncia
o desmatamento. Todos relataram também, que ndao havendo um descarte adequado dos
efluentes oriundos do tingimento sintético, esses podem causar poluicdo ao meio ambien-
te. Para a saude, o principal potencial apontado foi sobre os menores riscos de alergia
do tingimento natural quando comparado ao tingimento sintético, que de acordo com os
alunos, pode causar doencas a curto e longo prazo, entre elas o cancer.

Seguindo, os organizadores intervieram problematizando os impactos que nao foram
propostos pelos alunos, como o consumo de agua pelas atividades da industria téxtil.
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Quando questionados sobre esse tema, os educandos nao souberam dimensionar o gasto
de dgua, mas argumentaram que a agricultura, atividade necessaria pela industria téxtil,
desperdica muita agua. Os educadores empregaram como exemplo o ocorrido no Mar de
Aral, na Asia Central, onde a irrigacao de plantacdes de algodao, utilizado como matéria-
-prima para as atividades téxteis, secou o mar que ali se encontrava. Notou-se também
que muitos desconheciam sobre as consequéncias dos efluentes depositados no meio am-
biente. Essa situacao permitiu que os organizadores abordassem temas recorrentes nos
PCN+, como o processo de eutrofizacao.

Na tentativa de propor solugdes para aprimorar a saude e as condicdes de vida, os
educandos apontaram que é preciso divulgar a composicdo dos componentes quimicos
presentes nas roupas, fiscalizar as atividades téxteis, evitar o uso e substituir os produ-
tos toxicos por produtos que ndo afetem a salude. As acdes propostas pelos discentes na
tentativa de sanar os problemas ambientais mostraram-se diversificadas. Dentre elas,
a producdo e consumo consciente do vestuario, retirada e plantio na mesma intensida-
de, repouso do solo e criagdo de uma estacdo de tratamento de efluentes associados a
indUstria téxtil. E importante ressaltar que predominou entre as respostas dos alunos o
desenvolvimento de novas tecnologias. Entretanto, os discentes nao souberam discorrer
sobre quais tecnologias seriam prosperas e como poderiam ser aplicadas. Uma segunda
intervencgao foi realizada pelos organizadores na investida de elucidar as novas tecnolo-
gias que tém sido desenvolvidas e utilizadas para minimizar os impactos da industria téx-
til. Dentre elas, o uso de bactérias produtoras de metabdlitos secundarios com alto poder
de pigmentacdo. Trata-se de um tingimento com gasto minimo de agua, com alto poder
de fixacao e a possibilidade de produzir uma roupa com texturas Unicas.

No momento inicial da oficina, ao mostrar as espécies vegetais, os estudantes inda-
garam 0s nomes populares das plantas em questao. Apesar de 4 dos 6 materiais serem
oriundos de plantas nativas do Brasil, os estudantes foram capazes de identificar somente
o urucum, acafrao e espinafre, presentes no cotidiano dos educandos. As plantas encon-
tradas facilmente no estado ndo foram reconhecidas pelos estudantes. Percebe-se que ha
um distanciamento do aluno com a natureza, com o0 meio em que vive e com a cultura
local, uma vez que essas plantas sao utilizadas pelos indios nativos do Pais, inclusive para
o tingimento.

Por meio de uma proposta investigativa, pediu-se que o0s alunos observassem atenta-
mente 0os materiais utilizados e preenchessem a tabela 3 (cor esperada e cor resultante).
Os estudantes completaram como vermelho/rosa para o cedro-rosa (Cedrela fissilis) e
tons avermelhados/amarronzados para o barbatimao (Stryphnodendron). E importante
ressaltar que as indagacoes, observacgdes e conclusoes feitas pelos alunos foram as mes-
mas que os antepassados faziam quando de modo empirico desejavam obter pigmentos a
partir de vegetais. O homem é e sempre foi dependente do uso de recursos vegetais para
a sua sobrevivéncia. Esses recursos e os conhecimentos sobre eles sao fatores intrinse-
cos, sendo necessario considerar o contexto sécio-historico, ecoldgico, as tradicdoes em
gue se baseiam, bem como a cultura local para producao desse conhecimento (SILVA, et
al., 2015), evidenciando a multidisciplinaridade do tema abordado.

Apds a observacao da extracdao, os educandos puderam confirmar suas hipoteses
como verdadeiras. Curiosamente, todos esperavam que o jenipapo (Genipa americana)
resultasse na cor verde. Entretanto, o azul da cor resultante provocou surpresa nos alunos
e indagacgoes: “mas como isso acontece?”
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Nesse momento os educadores intervieram para contextualizar o jenipapo no co-
tidiano dos alunos. E interessante observar que os educandos demonstraram conhecer
o fruto para a producao de doces, entretanto ndo conheciam o potencial tintério do je-
nipapo. Dessa discussdo, pode-se refletir como a insercdao do individuo em uma cultura
pode influenciar a utilizacao do meio ao seu redor e muitas vezes restringir-se a demais
possibilidades de utilizacdo e manipulacdo do ambiente. A valorizacdo e a vivéncia das
culturas locais pode favorecer o uso adequado da biodiversidade, contribuindo para sua
conservacao e utilizacdo (FONSECA-KRUEL; PEIXOTO, 2004). Porém, a imposicdo dos
moldes capitalistas conduz as populagdes locais a perderem seu referencial cultural e,
como consequéncia, antigas praticas de manejo vao se perdendo ou sendo esquecidas
(AMOROZO0, 2002). Em resposta ao processo de coloracao do jenipapo, os educadores
explicaram a reacao bioldgica que existe no fruto e questionaram aos alunos como isso
poderia ser utilizado para além do tingimento de roupas.

As atividades praticas/experimentais, como a oficina realizada, sao uma modalidade
pedagdgica de vital importancia, onde os educandos poem em pratica hipdteses e ideias
aprendidas em sala de aula sobre fendmenos naturais ou tecnoldgicos, permitindo um
olhar critico. As atividades experimentais devem partir de um problema, de uma questao
a ser respondida onde seja possivel construir hipéteses que instiguem a investigacdo, tes-
tar as hipoteses, organizar os resultados obtidos e refletir sobre os resultados esperados
e nao esperados. Espera-se que os educandos participem, questionem, interajam com a
pratica e, sobretudo, usem as conclusdes para a construcao do conceito pretendido tor-
nando-se sujeitos de suas descobertas.

Ao fim da oficina, os educandos discutiram entre si sobre a possibilidade de custo-
mizar a camisa de formatura utilizando as técnicas e os pigmentos vegetais aprendidos.

3. CONSIDERAGCOES FINAIS

Por meio da pratica realizada, percebeu-se a importancia e a necessidade de agdes
que insiram temas de carater interdisciplinar e que se insiram na otica da educacdo am-
biental em sala de aula. Observou-se que essas atividades se constituem como alternati-
vas importantes nos processos de ensino e aprendizagem, pois relacionam-se com 0 co-
tidiano do estudante, desenvolvendo a reflexdao sobre o compromisso e responsabilidade
do individuo com o meio ambiente, de maneira articulada com outras areas para além da
biologia.

A oficina permite ao aluno momentos de interagbes e trocas de saberes, fugindo da
insisténcia em antigos padrdes de ensino e aprendizagem. E uma atividade de construcao
do conhecimento coletivo, relacionando a teoria com a pratica, na qual a figura do edu-
cador ndo é tida como Unica detentora dos conhecimentos. O aluno exerce e desenvolve
cada vez mais a autonomia, o que lhe permite a pratica de um olhar critico.

O trabalho realizado possibilitou contextualizar conteddos relacionados ao tema da
oficina em uma abordagem interdisciplinar no processo de ensino e aprendizagem.
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tas pela equipe do Laboratdrio de Ge-

nética Vegetal e Toxicoldgica da Univer-
sidade Federal do Espirito Santo (UFES) na
area de plantas medicinais, abordando suas
atividades biolégicas sobre sistemas vivos
(alelopatia, mutagenicidade, citotoxicidade
e antioxidante), bem como a importancia do
conhecimento tradicional associado como
ferramenta educacional no estudo da susten-
tabilidade. Os capitulos exibem resultados de
pesquisas cientificas e educacionais sobre
plantas utilizadas pela populacao do Espirito
Santo e de outros estados do Brasil, todascom
O objetivo de ampliar o conhecimento cienti-
fico, o uso efetivo e a seguranca sobre esses
vegetais e seus compostos fitoquimicos.

E ste livro redne as pesquisas recentes fei-
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