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Resumo

O niquel (Ni) é um metal pesado de ocorréncia natural nos ecossistemas e amplamente extraido
e utilizado na fabricagdo de ligas metélicas e equipamentos eletrénicos. Nas Ultimas décadas,
tem-se notado um aumento significativo deste metal nos ecossistemas devido a acOes
antropogénicas, tornando-o altamente persistente no ambiente. Embora seja um micronutriente
para plantas e micro-organismos, o Ni em elevadas concentracfes induz efeitos tdxicos severos.
Diante disso, técnicas de remediacdo tém sido desenvolvidas para retirar ou conter os danos
induzidos pelo Ni e outros metais pesados. Um produto que pode ser utilizado na remediagéo
quimica é o extrato obtido das folhas de pequizeiro (Caryocarcoriaceum Wittm.), rico em
compostos fenodlicos que possuem atividade quelante de metal. Dessa forma, o presente trabalho
é apresentado em duas partes: no primeiro capitulo foi apresentado uma revis@o de literatura
que aborda as atividades bioldgicas e o perfil quimico das espécies do géneroCaryocar e, no
segundo capitulo, foi desenvolvido um estudo sobre o potencial uso do extrato hidroetandlico
das folhas de C. coriaceum (EHFCC) como remediador quimico sobre a toxicidade induzida
pelo sulfato de niquel (NiSO4). Foram realizados consecutivos ensaios de toxicidade através do
cultivo de plantulas de L.sativa, em placas de Petri, germinadas na presenca de NiSO4 ou
EHFCC (concentragdes de 0,1 pg.mL*até 1.000 pg.mL?) e um ensaio de remediacdo
utilizando as concentragfes toxicas de NiSO4e ndo toxicas EHFCC em conjunto. Para
avaliacdo do efeito toxico e efeito protetor do EHFCC, foram avaliados a germinacéo,
parametros biométricos (comprimento e integridade dos 6rgédos das plantulas) e moleculares
(niveis de clorofilas a e b e perfil espectroscopico de refletancia no infravermelho de moléculas
das folhas). Apesar de ndo reverter os parametros biométricos e moleculares analisados, quando
comparado ao grupo controle de plantulas cultivadas na auséncia de NiSoOs, 0 EHFCC na
concentracdo de 10 pg.mL™ foi capaz de diminuir de forma significativa os efeitos toxicos
sobre as plantulas de alface causados pelo NiSO4, nas concentragdes de 25 pg.mL* e 50 pg.mL”
! Tal evidéncia sugere que 0 EHFCC pode ser usado para reduzir danos e a mortalidade de

plantas cultivadas em solos contaminados por Ni.

Palavras-chave:NiSOs; toxicidade; Caryocarcoriaceum; remedia¢do quimica.



Abstract

Nickel (Ni) is a occurring heavy metal among ecosystems and widely used in the manufacture
of metal alloys and electronic devices. In the last decades, a significant increase of Ni in the
ecosystems has been noted due to some anthropogenic actions, making it highly persistent in
the environment. Although Ni is a micronutrient for plants and microorganisms, it may induce
severe toxic effects at high concentrations. In view of this, remediation techniques have been
developed to remove or contain the damages induced by Ni and other heavy metals. The extract
obtained from souari tree (Caryocarcoriaceum Wittm.), which is rich in phenolic compounds
with metal chelating activity, is a product with a possible chemical remediation activity. In line
with this, we presented here (1) a first chapter with a literature review addressing the biological
activities and the chemical profile of the species of the genus Caryocar; (2) a study about the
potential use of hydroethanolic extract from the leaves of C. coriaceum (EHFCC) as a chemical
remedy on the toxicity induced by nickel sulfate (NiSO4). Toxicity assays were performed
by Lactuca sativa seedlings in Petri dishes, exposed to the presence of NiSO4 or EHFCC (at the
concentrations of 0.1 pg.mL™ to 1,000 ug.mL™) and one assay of remediation using toxic
concentrations of NiSO4 and non-toxic concentrations of EHFCC together. To check the toxic
and protective effect of EHFCC, we evaluatedboth biometric (germination, length and the
integrity of the structures from seedlings)and molecular (levels of chlorophyll a and b and
spectroscopic profile of the infrared reflectance of the biomolecules from lettuce
leaves)parameters. Although EHFCC was not able to completely reverse biometric and
molecular parameters analyzed in comparison to the values of the control group, the extract at
concentration of 10 pg.mL™* was able to significantly reduce the toxic effects on the lettuce
seedlings caused by NiSO4 at concentrations of 25 pg .mL™? and 50 pg.mL™. This evidence
suggests that EHFCC could be used as an important ally to reduce damage and mortality of

plants grown in Ni contaminated soils.

Keywords: NiSQOg; toxicity; Caryocarcoriaceum; chemical remediation.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos tempos, 0s avancos tecnoldgicos témcontribuido para um aumento
sistematico da contaminagdo ambiental por metais pesados, como o chumbo, cromo, niquel,
mercurio e cddmio, tanto no que diz respeito a extragdo de minérios quanto na producdo de uma
infinidade de objetos e materiais que cercam a vida moderna. Muitos desses objetos, quando
ndo mais utilizados, sdo descartados de forma descontrolada e ndo regulamentada,
contaminando ainda mais 0s ecossistemas. Esses metais pesados séo altamente persistentes no
ambiente e possuem a capacidade de interagir com 0s componentes biolégicos, podendo induzir
efeito tdxicos de acordo com o tempo de exposicdo (PIECHALAK et al.,, 2002; JING;
KJELLERUP, 2016).

Dentre estes metais, o niquel (Ni) € um metalamplamente empregado na fabricacao de
diversas ligas metalicas e como constituinte de equipamentos eletrénicos (NIKEL INSTITUTE,
2006). Naturalmente, o Nié o quinto elemento mais abundante em termos de massa e
corresponde a cerca de 3% da crosta terrestre (CEMPEL; NIKEL, 2006). Do ponto de vista
biologico, o Ni atua como micronutriente essencial para plantas e micro-organismos, visto que
é um cofator da urease, da glicoxalase, do peptideo deformilase e do Ni-superoxido dismutase
(SEREGIN; KOZHEVNIKVA, 2006). Contudo, o Nie outros metais pesados sao facilmente
absorvidos pelos organismos e, em elevadas concentracfes, possuem potencial genotoxico e
citotoxico, como consequéncia da interferéncia negativa em vias metabolicas importantes e do
aumento de espécies reativas de oxigénio, podendo levar a alteracdes morfoldgicas, funcionais
e até mesmo a morte (MICHALAK, 2006; GUPTA et al., 2009; SILVA; MATOS, 2016;
SHAHID et al., 2017).Além dos distarbios ja citados, os metais bioacumulados nas plantas
tambémpodem chegar a sebiomagnificar na cadeia alimentar, contaminando varios organismos
(SHAHID et al., 2017).

Tendo em vista esta problematica, ha um crescente interesse de pesquisadores em
desenvolver estratégias de retirar ou conter o impacto que as elevadas concentracdes de agentes
contaminantes dos ecossistemas causam, atraves de técnicasde remediacdo. Na remediacéo,
podem ser utilizados agentes biologicoscapazes de fixar ou biotransformar o contaminante em
produtos menos toxicos (biorremediacdo) ou substancias quimicas capazes de modificar ou
fixar o contaminante, tornando-o indisponivel para assimilacdo por seres vivos(estratégia

denominada de remediacio quimica)(MAGALHAES, 2011). Neste Gltimo caso, tem-se
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estimulado o uso de extratos de plantas com atividade quelante de metais (STINGU et al., 2012;
RAJPOOQT et al., 2016; LEITE et al., 2017).

Com base no exposto, um potencial produto naturalpara esta finalidade séo os extratos
das folhas do pequizeiro do Nordeste (CaryocarcoriaceumWittm.), uma planta endémica do
Brasil com ocorréncia exclusiva no estado do Cearé e da Bahia (regido Nordeste) (MEDEIRQOS;
AMORIM, 2015). Ha relato na literatura de que o extrato hidroetandlico das folhas do pequi
tem capacidade antioxidante e séo ricos em flavonoides e &cidos fenolicos (ARARUNA et al.,
2013), compostos conhecidos na literatura como agentes quelantes de metais
(EBRAHIMZADEH et al., 2008; WANG et al, 2009; MLADENKA et al, 2011;
PROCHAZKOVA et al., 2011; HUYUT et al., 2017). Ressalta-se ainda que o pequi (fruto do
pequizeiro), rico em &cidos graxos insaturados e vitaminas antioxidantes,é amplamente
apreciado como alimento e o 0leo obtido da polpa é utilizado popularmente na regido da
Chapada do Araripe (CE/PE) para o tratamento de machucados e infeccbes da garganta
(SARAIVA et al., 2011; CAVALCANTI et al., 2015).

A espeécie C. coriaceumintegra a lista vermelha de espécies ameacadas de extingédo da
International Union for Conservation of Nature (IUCN) como espécie ameacada de extin¢ao
(PRADO, 1998), logo, estudar as atividades biologicas desta espécie permite contribuir com
informacBes essenciais para agregar-lhe ainda mais valor de uso, chamando atencdo para
necessidade de politicas de protecdo a espécie.O desenvolvimento de produtos capazes de
conter, remediar ou atenuar areas degradadas pela contaminagé@o de metais pesados, como o Ni,

que estejam de acordo com principios da quimica verde (TAVARES, 2013).

Logo, o presente trabalho objetivou avaliar a capacidade do extrato hidroetandlico das
folhas de C. coriaceumproteger asplantulas de alface (Lactuca sativa L.) contra a exposi¢éo de
diferentes concentragdes de NiSOs(fonte de Ni adotado para este estudo), por meio de

indicadores morfoldgicos e bioquimicos.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 NIQUEL (Ni)

2.1.1. Generalidades

O niquel (Ni) é um elemento quimico com nimero atdmico 28, pertencente ao grupo de
metais de transicdo, ocorre na natureza no estado sélido, decoloracdo prateada e sua massa
atdbmica € de 58,6934 u (DENKHAUS, SALNIKOW, 2002). Eo 5° elemento mais abundante
do planeta em termos de massa, compondo 3% da crosta terrestre, e integra cerca de 100
minerais. Pode ser encontrado nas formas reduzidas e oxidadas que vdo de Ni? a
Ni**(CEMPEL; NIKEL, 2006).

O Ni possui diversas aplicacdes, sendo amplamente empregado na fabricacédo de ligas
metalicas, conferindo resisténcia a corroséo e variagdes de temperaturas(CEMPEL; NIKEL,
2006).0 Nicompdes diversos objetos, como: equipamentos elétricos, moedas, joias, baterias
feitas a partir de Cadmio e Ni, e a producdo destes materiais acarretam na liberacdo de niquel
que retornam ao ambiente de forma concentrada (DUDA-CHODAK; BLASZCZKY, 2008).

2.1.2 Probleméatica ambiental

De acordo como o Nickelinstitute (2006), o niquel € encontrado naturalmente em forma
de 6xidos, sulfatos e silicas, sendo minerados em 23 paises, incluindo o Brasil, e mais de 1,4
milhdes de toneladas sdo extraidos da natureza ao redor do mundo.Sendo utilizado na
fabricacdo de ligas metélicas, a qualidade destas ligas faz com que o Ni constitua diversos
objetos metalicos, e durante este processo de extracdo e fabricacdo de produtos, elevadas

concentracdes de Ni podem ser adicionadas aos ecossistemas (Figura 1).
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Figura 1: Fonte de inser¢éo de Ni nos ecossistemas

»  Mineragio Industrias

Rejeitos de mineragio -
Disturbio Antropogénico

Rocha Matriz
Fonte de Ni

Atividades erosivas, vento,
chuva, queimadas, processo
natural de liberagdo do Ni .

Liberacdo de Ni através de emissdes de
gases, vazamentos industriais, rejeitos —
Disturbio Antropogénico

- Produtos consumiveis

Residuos solidos, insumos agricolas,

distarbios nos ciclos naturais (queimadas,

erosdes de origem antropogénica) —
Disturbio Antropogénico

Distribuido de forma ampla no ambiente, o Ni pode ser encontrado na agua, ar e nos
solos. De acordo com a revisdo de Duda-Chodak e Blaszcyk (2008), as concentragdes normais
de Ni, no ar, variam entre 6 a 20 ng.m?, alcancando valores proximos a 150 ng.mem areas
afetadas por atividades antropogénicas, que tendem a apresentar maiores concentracdes em
regides industrializadas que utilizam o Ni como matéria prima (CEMPEL; NIKEL, 2006). A
ocorréncia do Ni no ar esta associada a cinzas vulcanicas, poeira, incéndios florestais e levante
de particulas de rochas recém erodidas (NIEMIEN et al., 2007).

Nos ecossistemas aquaticos, as concentracdes de Ni sdo superiores quando comparadas
as detectadas no ar. Em ambientes aquéaticos ndo contaminados, a concentracdo de Ni pode
variar a 300 ng.dm?3, sendo a origem do Ni nestes ambientes associada ao seu ciclo
biogeoquimico, e a sedimentacdo do Nipresente na atmosfera (DUDA-CHODAK;
BLASZCZYK, 2008). Estas concentracdes do Ni, bem como de outros metais, aumentam nos
ecossistemas aquaticos impactados por acdo antropogénica, como efluentes domésticos ou
industriais (CEMPEL; NIKEL, 2006).

A dindmica do Ni nos ecossistemas aquaticos varia de acordo com a hidrologia do
ecossistema. Em lagos, por exemplo, o Ni tende a ser mais persistente, havendo uma intensa
retencdo do Ni na matéria orgéanica presente no local (KASHULIN et al., 2001). Nos rios, por
outro lado, as concentracdes de Ni tendem a ser inferiores, quando comparadas a lagos. Apesar
de também se associar a matéria organica, o Ni ndo sedimenta no fundo dos rios, pois ele é
carreado atraves de seu curso, o que faz com que as concentracfes de Ni aumentem quando
proximos a sua foz, onde provavelmente desagua em algum lago, estuario ou mar
(DIAGOMANOLIN et al., 2004).
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O Ni tende a se distribuir de forma uniforme no solo, porém, em areas afetadas por acdo
antropogénica, como agricultura e deposicdo de residuos industriais.As concentra¢des de Ni no
solo ultrapassam a faixa dasnanogramas encontradas no ar e em rios, atingindo concentragdes
de aproximadamente 1.000 mg.kg? de solo. (BROWN, 2006; CEMPEL; NIKEL, 2006).0 Ni
possui um complexo comportamento no solo e sua mobilidade depende de muitas variaveis,
como mineralogia, conteldo de agua, composic¢ao organica do solo, composicdo metélica do
solo, pH e a forma a qual este elemento se dispde. O Ni pode ocorrerem forma idnica livre
(prevalecendo o Ni?*), complexados em moléculas organicas, ou precipitados (HARASIM;
FILIPEK, 2015).

Como destacado, o Ni ocorre naturalmente nos ecossistemas, porém, devido a agéo
antropogeénica, sua concentracdo tende a aumentar de forma significativa, o que desencadeia
desequilibrios ecossistémicos que podem levar ao comprometimento de agentes bioldgicos,

como sera destacado no topico a seguir.
2.1.2Ni em vegetais: absorcao, essencialidade e toxicidade

Em 1975, o Ni foi definido como um micronutriente (SEREGIN; KOZHEVNIKOVA,
2006), dada sua importancia como cofator da urease, desempenhando um importante papel no
ciclo de assimilagé@o do Nitrogénio (N), e melhorando significativamentoo desenvolvimento das
plantas (DIXON et al., 1975; SINGH et al., 1990).

Além da urease, o Ni também é um cofator em diversas outras enzimas. Porém, estas
enzimas ocorrem apenas em animais e bactérias, como a glicoxalase, peptideo deformilase e
superdxido dismutase (CHEN et al., 2009). A funcionalidade do Ni nestes organismos afeta as
plantas de forma indireta, devido as interacGes ecoldgicas especificas entre vegetais e
microorganismo do solo (MULROONEY; HAUSINGER, 2003).

O Ni disponivel no solo é absorvido através de pelos radiculares, por meiode transporte
passivo (difusdo) ou transporte ativo (BROWN, 2006). Geralmente, as formas soltveis de Ni
tendem a ser absorvidas de forma passiva, ao passo que o Ni quelado em moléculas organicas
tendem a ser absorvidos por transporte ativo (via proteinas transportadoras) (AHMAD;
ASHRAF, 2011). Ha muitos fatores que determinam a taxa de absor¢do do Ni. Um dos
principais fatores é a concentragdo de Ni e de outros metais disponiveis no solo, visto que alguns
compartilham do mesmo sistema de absorgdo, ocorre uma competicdo entre cations no estado

de oxidacdo 2+ (CATALDO et al., 1978). Um dos fatores mais importantes para a absorc¢do de
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Ni € o pH do solo, ja que solos mais &cidos tendem a promover uma maior absor¢do do Ni,
devido ao aumento de mobilidade e solubilidade deste ion (ZHANG et al., 2006).

Uma vez absorvido, o Ni, assim como outros metais pesados, tende a se acumular nos
vactolos das células radiculares (RASCIO; NAVARRI-1ZZO, 2011), onde pode se ligar a
moléculas como proteinas, &cidos organicos e histidina. Uma vez que o Ni se liga a moléculas
organicas, este é transportado para 0s outros 6rgaos das plantas por meio do xilema (AHMAD;
ASHRAF, 2011). Contudo, aproximadamente metade do Ni mantem-se nas raizes (CATALDO
et al., 1978).

Uma vez constatada sua essencialidade, a deficiéncia de Nipodecausar necrose foliar,
devido ao acumulo de ureia, principalmente na regido foliar (LOPEZ; MAGNITSKY, 2011).
Alem disso, as baixas concentragdes deste no solo, de forma indireta, induz a diminui¢do na
assimilacdo de N2, uma vez que a deficiéncia de Ni no solo afeta as bactérias simbiontes
(URETA et al., 2005; ZOBIOLE et al., 2009), além de apresentar crescimento reduzido da
planta (AHMAD; ASRAF, 2011). Como a entrada de Ni é regulada, de acordo com a presenca
de outros metais no solo, a auséncia do Ni no solo induz anomalias na absorcao de ferro (Fe)
(KOPITTKE et al., 2008), o que induz outras disfuncbes metabolicas relacionados ao Fe, ou

outros ions metalicos.

Por outro lado, a exposicao a elevadas concentragdes de Ni, tanto de forma aguda quanto
crénica, afetama germinacao, desenvolvimento e integridade dos 6rgéaos levando a disfuncées
metabolicas e alteracbes cromossémicas severas (PIECHALAK et al., 2002; MICHALAK,
2006; GUPTA et al., 2009; SHAHID et al., 2017; SILVA; MATOS, 2016).

A germinacdo pode ser completamente inibida nas sementes expostas a elevadas
concentracdes de Ni. Um dos mecanismos moleculares observados é através da inibicdo de
enzimas responsaveis pela mobilizacdo dos nutrientes presentes nos cotilédones (AHMAD;
ASHRAF, 2011).Maheshwari e Dubey (2008) argumentam que as enzimas afetadas sdo as
responsaveis por hidrolisar as moléculas de reserva, havendo uma diminuicdo do metabolismo
das plantulas por ndo conter os nutrientes adequados para desenvolvimento.Porém, uma vez
gue as sementes conseguem germinar, mesmo na presenca de elevadas concentragdes de Ni, as
plantulas passam a incorporar o Ni, que se torna persistente no organismo, se ligando a
biomoléculas, com consequente alteracdo estrutural ou funcdo prejudicada (AMARI et al.,
2016; SEREGIN; KOZHEVNIKOVA, 2006).
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H4 relatos na literatura da desnaturacdo de proteinas a partir da interacdo entre o Ni e
estas biomoléculas, como também agindo na substituicdo de algum grupo prostético, como a
proteinado dedo de zinco (Zn), que é responsavel pelo reparo e estruturacdo da molécula do
DNA. Seu grupo prostético € um ion Zn coordenado a residuos de histidina e cisteina. O Ni e
outros metais pesados, podem substituir o Zn, desencadeando a perda da funcionalidade desta
proteina (BAL et al, 2003). O mesmo pode ocorrer com a enzima o-
aminolevulinatodesidratase, responsavel pela sintese do porfobilinogénio, um precursor da
molécula de clorofila, heme e outros tetrapirrélicos. Nas plantas, essa enzima possui como
grupo prostético o magnésio(Mg), que pode ser substituido por outros metais pesados, 0 que
acarreta em uma mudanca conformacional no sitio catalitico e consequente diminuicdo ou
inibicdo da atividade enziméatica (SHALYGO et al., 1999; MORSCH et al., 2002; ROCHA et
al., 2012).

A presenca de elevadas concentragdes intracelulares de Ni também induz a formagdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs). As EROs sdo produtos do metabolismo celular, sendo
geradas constantemente nos organismos, que possuem a funcdo de sinalizacéo celular, atuando
principalmente no controle do estresse abiotico (BAILEY-SERRES; MITTLER, 2006).Porém,
em elevadas concentracdes, 0s EROs tendem a induzir efeitos citotdxicos severos (DAVIES,
2003). Plantas cultivadas na presenca de diversos metais pesados, incluindo o Ni, tendem a
apresentar elevadas concentragdes de EROs em seus tecidos, devido a inibi¢ao de seus diversos
sistemas antioxidantes (MAHESHWARI; DUBEY, 2009; GAJEWSKA; SKLODOWSKA,
2007).

Outro mecanismo de inducdo defitotoxicidade, por parte do Ni, sdo os efeitos que este
induz no metabolismo do carbono, como o comprometimento da enzima Ribulose -1,5-
bisfofatocarboxilaseoxigenase, o que acarreta na diminuicdo das concentracbes de CO:
assimilado (SHEORAN et al, 1990), e na atividade das enzimas:Dinucleotideo de
Nicotinamida e Adenina (NAD)-MalatoDesidogenase (ME) e Fosfato de Dinucledtideo de
Nicotinamina e Adenida (NADP)-Malato Desidrogenase (ME), que sdo enzimas
descarboxilizadoras dependente de malato, visto que o malato(em sua forma acido malico) atua
como agente quelante do Ni. Por outro lado, a atividades das enzimas fosfoenol piruvato
carboxilase (PEPC), NADH-ME, Glucose-6-fosfato desidrogenase, e 6-fosfogluconato
desidratase (6PGDH), NADP-Isocitrato desidrogenase (ICDH) séo afetadas positivamente pela
presenca de elevadas concentragdes de Ni, , promovendo uma espécie de compensacdo pelos

mecanismos prejudicados, como a promocdao da fixacdo de CO- por parte da PEPC, e a sintese
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do &cido malico (NADH-ME), do NADPH (G6PDH, 6PGDH e NADP-ICDH) para que a
biossintese de alguns compostos ndo sejam prejudicadas, e consequentemente, a sintese de
acidos organicos ndo seja comprometida (NADP-ICH) (GAJEWSKA et al., 2013).

Quanto as rotas metabolicas do nitrogénio (N), além de sua funcdo no ciclo da urease,
0 excesso de Ni desencadeia alteracdes pontuais no ciclo do N, levando a uma diminuigédo na
concentracdo de nitrato, em consequéncia da inibicdo das enzimas nitrato e nitrito redutase, e
um aumento na concentracdo de aménio na parte aérea das plantulas. Além disto, a atividade
das enzimas glutamato sintetase, glutamato desidrogenase e aminotransferseaumenta, para que
ocorra uma compensagdo da diminuicdo da atividade da glutamato sintetase dependente de
ferredoxina (GAJEWSKA; SKLODOWSKA, 2009).

2.2 REMEDIACAO

A remediacgdo é um processo que tem como finalidade diminuir as concentragdes de
produtos toxicos presentes em determinado ambiente. Existem dois tipos principais de
remediacdo: 1) Biorremediacdo, que utiliza componentes biolégicos com a finalidade de
acelerar processos catalisadores, ou organismos resistentes ao estresse como acumuladores
(SARWAR et al., 2017); 1) Remediacdo Quimica, a qual investiga as propriedades fisica e
quimica do agente contaminante, de modo a aplicar moléculas quimicas capazes de interagir
com estes agentes, tornando-os indisponiveis para assimilacdo (CHEN et al., 2000).No caso de
metais pesados, € mais frequente a aplicacdo da biorremediacdo, tendo as plantas como
principal agente remediador e objeto de estudo (FELLET et al., 2007; LEGUIZAMO et al.,
2017; REHMAN et al., 2017).

Os descartes inadequados de residuos solidos e liquidos, além dos consecutivos
desastres ambientais, incluindo os recentes rompimentos das barragens de residuos de
minériosem Mariana - MG (2015) e Brumadinho — MG (2019), motivam e despertam cada vez
mais o interesse no desenvolvimento e aprimoramento destas técnicas de remediacao.No intuito
de buscar metodologias que agridam menos o meio ambiente, estando estas metodologias de
acordo com os principios da quimica verde (TAVARES, 2013), uma vertente da remediacao
quimica é o estudo de produtos provenientes da biodiversidade como remediadores. A maioria
destes estudos estdo focados em extratos de plantas, visto que muitos metabolitos secundarios
possuem, no organismo, a capacidade de se ligar a metais (STINGU et al., 2012; RAJPOOT et

al., 2016; LEITE et al., 2017), como por exemplo: flavonoides e acidos fendlicos
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(EBRAHIMZADEH et al.,, 2008; WANG et al, 2009; MLADENKA et al, 2011;
PROCHAZKOVA et al,, 2011; HUYUT et al., 2017).

De acordo com as delimitacdes da quimica verde, e seguindo a linha de pensamento de
Stingu et al. (2012), Rajpoot et al. (2016) e Leite et al. (2017), um potencial candidato a
remediador quimico é o extrato das folhas deCaryocarcoriaceumWittm. (Caryocaraceae)
(pequizeiro), um produto natural que apresenta flavonoides (quercetina e rutina) e acidos

fendlicos (acido galico) conhecidamente quelantes de metais.
2.3. CaryocarcoriaceumWittm.

Conhecida porpulamente por pequizeiro, C. coriaceumWittm. (Figura 2) & uma espécie
endémica do Brasil com ocorréncia restrita aos estados da Bahia e Ceara (MEDEIROS;
AMORIM, 2015). Possui frutos carnosos (pequi), amplamente utilizados na culinaria e na
medicina tradicional (GONCALVES, 2008; SARAIVA et al., 2011; SOUSA-JUNIOR et al.,
2013). A obtencao do 6leo de pequi chega a gerar renda para populacdes locais da regido do
Araripe, no Ceara (CAVALCANTI et al., 2015). Recentemente foi inclusa na lista vermelha da

IUCN com o status de espécie ameagada.
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Figura2: Individuo da espécie CaryocarcoriaceumWittm. localizado na Chapada do Araripe
(Crato, CE)

Foto: Rogeério de Aquino Saraiva (2009.

A investigacao dos cientistas quanto aos metabolitos presentes no 6leo fixo da polpa do
pequi indicou a presenca dos acidos graxos: oleico (majoritario), palmitico, linoleico, estearico,
palmitoleico e heptadecanoico (OLIVEIRA et al., 2010; SARAIVAetal., 2011; FIGUEIREDO
et al., 2016). Ao passo que extratos das folhas apresentam flavonoides e compostos fendlicos,
como a quercetina, rutina, acido galico, acido clorogénico e acido caféico (ARARUNA et al.,
2013; LACERDA-NETO et al., 2017).A presenca dos compostos presentes no extrato do C.
coricaeum possuem ampla aplicagéo na farmacologia, devido suas propriedades antioxidantes.
Estes mesmos metabdlitos sdo destacados pelos autores que investigam o potencial dos
preparados vegetais como remediadores quimicos (STINGU et al., 2012; RAJPOQOT et al.,
2016; LEITE et al., 2017).
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2.4. COMPOSTOS FENOLICOS — ACAO QUELANTE E ANTIOXIDANTE

Dentre os compostos mais abundantes encontrados no extrato do fruto de C. coriaceum,
estdo os flavonoides que sdo polifendis, possuindo mais de um ndcleo aroméatico, e um nimero
consideravel de hidroxilas adjacentes. Sdo conhecidos mais de 4.200 flavonoides, que
desempenham importantes papéis nos vegetais, como defesa a estresses abidticos e patégenos
(SIMOES et al., 2006).No ambito da farmacologia, os flavonoides sdo amplamente empregados
para diversas finalidades, e se destacam por ndo apresentarem efeitos toxicos em concentracoes
de interesse clinico, ndo havendo muitos relatos de tais efeitos, excetuando relatos na literatura
de efeito mutagénico em Salmonella sp. uma vez que estas cepas foram expostas a elevadas

concentragdes de quercetina e canferol (MARTINO, 2000).
2.4.1. Compostos fendlicos presentes no Caryocarcoriaceum
A figura 3 mostra os compostos fendlicos identificados no extrato hidroetanolico do

pequizeiro, em conformidade com os estudos de Araruna et al. (2013).

Figura 3: Estruturas quimicas dos compostos fendlicos encontrados no extrato hidroetanolico
de C. coriaceum: A) Quercetina; B) Rutina; C) Acido galico; D) Acido Cafeico e E) Acido
clorogénico
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a) Quercetina

A quercetina (3,5,7,3’,4’- pentahidroxiflavona, figura 3-A) é um composto fenolico,
pertencente ao grupo flavonol (MLADENKA et al., 2011), nas plantas, desempenham um

importante papel atrativo, sendo responsavel pela cor de diversos 0Orgdos vegetais
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(HARBORNE, 1998) € sintetizada por um grande nimero de espécies vegetais a partir do acido
chiquimico e da acetil-CoA(SIMOES et al., 2003; FERREYRA, et al., 2012).

A priori, descobriu-se que aquercetina possui capacidade de induzir mutagdes no DNA
de bactérias. Desde entdo, diversos testes, no ambito da farmacologia, atribuem a
quercetinaefeito anti-inflamatério (LI et al., 2016), anti-histaminico (MICEK et al., 2016),
antioxidante (NEGRE-SALVAYRE; SALVAYRE, 1992; WANG et al., 2009) e antibacteriano
(WANG et al. 2018).Sua elevada capacidade antioxidante se deve a disposicdo de suas
hidroxilas na molécula. Estas hidroxilas também promovem uma acdo quelante de metais, por
meio de interacdes coordenadas ou ligacdes idnicas (BRAVO; ANACONA, 2001; BUKHARI
et al., 2009; VLADCHODIMITROPOULOU et al., 2011).

b) Rutina

A Rutina (3, 3', 4, 5, 7 — pentaidroxiflavona-3-ramnoglicosideo, figura 3-B),da mesma
forma que a Quercetina, é um flavonol (MLADENKA et al., 2011). Também desempenha um
papel atrativo nos vegetais.Possui ampla aplicacio farmacoldgica, como antioxidante (NEGRE-
SALVAYRE et al.,, 1992; BOYLE et al, 2000), antitrombose (SHEU et al.,, 2004),
vasoprotetora (TANG et al., 2011) e citoprotetora (POTAPOVICH & KISTYUK, 2003).

A rutina € sintetizada através da rota dosfenilpropanoides, que envolve a transformacao
da fenilalanina em 4-cumaril-CoA, que por sua vez ¢ combinado com o malonil-CoA, formando
0 esqueleto carbdnico de diversos flavonoides, e através de diversas reagdes enzimaticas, ocorre
a sintese da rutina (LI et al., 2014).

¢) Acido galico
O é&cido gélico é um composto fendlico (&cido 3,4,5-triidroxico benzoico) (Figura 3-C).
Assim como outros acidos fendlicos, sdo empregados em diversos ramos industriais como
antioxidantes naturais, no intuito de substituir compostos sintéticos (YEN et al., 2002;
BADHANI et al., 2015; RODRIGUEZ et al., 2018).Além da atividade antioxidante, ha registro
de atividade antimicrobiana (SARJIT et al., 2015), anti-inflamatéria (KROE et al., 1992),
anticancer (SUN et al., 2016).

d) Acido cafeico

O é&cido cafeico (acido 3,4-diidroxicinamico) (Figura 3-D) é um &cido fendlico que

também se destaca por estar atribuido a atividade antioxidante e antimicrobiana (MAGNANI
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et al., 2014). Ha estudos que demonstram que sua acdo antioxidante se da atraves da liberacdo
de prétons, ou devido a sua capacidade de quelar ions metalicos (CHEN; HO, 1997; PAIVA-
MARTINS; GORDON, 2002).

e) Acido clorogénico

O é&cido clorogénico (acido 3-o-cafeolquinico) (Figura 3-E) é sintetizado a partir da
esterificacdo do acido caféico e do acido quinico. D4 mesma forma que os &cidos organicos e
flavonoides presentes no EHFCC, o &cido clorogénico também possui atividade antioxidante
(GALVEZ et al., 2017) e anti-inflamatéria (LIU et al., 2017) e anti-hipertensivo (SUZUKI et
al., 2002).

3. CONSIDERACOES DO AUTOR

Tendo em vista a necessidade de desenvolver produtos capazes de remediar areas
degradadas por metais pesados, a composicdo quimica de C. coriaceum torna-o um forte
candidato ao estudo da remediacdo quimica. Além do mais, o fato desta espécie ja estar
registrada na lista vermelha da IUCN, com o status de ameacgada de extincao, associar valor de
uso a esta espécie fundamentara possiveis propostas de politicas publicas de conservacéo para

esta espécie.
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RESUMO

O género Caryocar compreende 16 espécies de plantas endémicas dos paises tropicais da
América das quais algumas constam na lista vermelha da IUCN com o status de ameagada ou
em perigo. Algumas das espécies de Caryocar sdéo amplamente utilizadas como alimento e no
uso medicinal por comunidades tradicionais, 0 que gera todo um conhecimento empirico acerca
do potencial farmacoldgico desse género. Tem-se notado que os registros cientificos, deste
conhecimento, sdo feitos de forma mais intensa no Brasil, destacando-se as espécies C.
brasiliense e C. coriaceum, esta Ultima fortemente ligada a complementacdo de renda de
comunidades e comerciantes no interior do estado do Ceara (Brasil). O fruto oleaginoso € o
principal érgdo estudado, rico em &cidos graxos, principalmente os acidos oleico e palmitico,
porém ha ocorréncia de diversos outros metabolitos relevantes, como compostos fendlicos e
Oleos essenciais oriundo do fruto e de outras partes da planta. Além dos estudos de
caracterizacdo quimica, uma variedade de atividades biologicas tem sido registradas para o
género, que demonstrou possuir diversos efeitos como anti-inflamatério, antioxidante e

cicatrizante.
PALAVRAS-CHAVES: Pequi; metabolitos secundarios; endémico; perfil de acidos graxos.
ABSTRACT

The genus Caryocar consisted of 16 endemic plants to American tropical countries, some of
them listed in IUCN red list under the status of the threat or in danger of extinction. These plants
are widely used as food and medicine by traditional communities, which generates an
importanttraditional knowledge around their use. Due to the strong presence, the most scientific
reports are developed mainly in Brazil, especially from the species C. brasiliense and C.
coriaceum. The second one is stronglyattached to the income complementation from

communities and merchants on the state of Ceara (Brazil). The oleaginous edible fruit,with is
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rich in fatty acids and presents oleic and palmitic acids as major compounds, is the main organ
studied. However, there are several other relevant metabolites to consider, such as phenolic
compounds and essential oils from the fruit and other parts of the plant. In addition to the
chemical characterization studies, a variety of biological activities have been registered for the
genus, which has shown to have several properties, such as anti-inflammatory, antioxidant and

wound healing effects.
KEYWORDS: Souari; secondary metabolities; endemic; Fatty acid profile.
INTRODUCAO

Conhecer o potencial da biodiversidade como fonte de biomoléculas de interesse
farmacoldgico, possibilita a implantacdo de estratégias para conservacdo destas espécies que
podem fornecer tais recursos importantes (CAMPBELL, 2003). Uma das chaves para criacéo
de politicas de protecdo da biodiversidade € agregar valores as espécies bioldgicas, para que
estds se tornem interesse da populacdo mundial e consequentemente de politicas publicas de
conservacdo (PRIMACK; RODRIGUES, 2001).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, mais de 80% da populacdo mundial
faz uso de fitoterapicos para tratamento imediato de enfermidades (WHO, 2001). Investigar
estes fitoterapicos, muito utilizado por comunidades tracionais, pode promover a descoberta de
novos compostos, bem como seus efeitos biologicos, sejam eles toxicos ou ndo (SHELLEY
2009). O processo de investigacdo de fitoterapicos utilizados por comunidades tradicionais
partem de estudos etnobotanicos sobre o uso da biodiversidade, que direcionam o0s
pesquisadores aos estudos de bioprospeccdo com plantas especificas (ALBUQUERQUE,
2010).

Um potencial género botanico para investigacdes mais aprofundadas de constituicao
quimica, efeitos bioldgicos e consequentemente, futuras politicas conservacionistas, é o género
Caryocar. Pertencentea familia Caryocaraceae, o género carrega esse nome devido ao formato
de seus frutos (do grego, caryon(nucleo, noz) e kara(cabeca)) (LORENZI; MATOS, 2008).
Atualmente, 16 espécies, todas endémicas do continente americano, sao descritas para o género

(ver tabela 1), com ocorréncia exclusiva nas regifes neotropical (BARROSO et al, 1978).

A caracteristica marcante deste género é a presenca de frutos oleaginosos com

importéncia na alimentacdo humana e animal (Tabela 1). S&o conhecidos no Brasil como pequi,
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piqui, piquid, piqui-brabo e piqui da serra ou na América espanhola como almendro, almendrén
ou souari. O Brasil concentra 0 maior nimero de espécies catalogadas até o momento e,
consequentemente, € 0 pais da regido que mais estuda suas atividades biolégicas, com destaque
para as espécies C. brasiliense, C. coriaceum e C. villosum, possuindo uma forte importancia
cultural e econdmica (PINTO, 1993; RIZZINI, 1995; SILVA; MEDEIROS-FILHO, 2006).
Apesar de outras plantas do género também serem usadas na alimentacdo humana, a literatura
ainda carece de informagbes quanto as suas atividades biolégicas, o que pode revelar

informacdes interessantes partindo da abordagem quimiossistematica e quimiotaxonémica.

Tabela 1: Espécies do género Caryocar conhecidas até o0 momento, distribuicdo geogréfica e
registros quanto ao uso na alimentacéo e medicinal, e status na lista vermelha da International

Union fromConservationofNature (IUCN)

L Distribuicéo Almlent Uso Status na A
Especie eografica agao medicinal IUCN Referéncias
geog humana
C. . Uphof
amygdaliferum Cos;?];']%a ¢ Sim ND ND (1959);
Mutis.
C. . :
ygiitome SN wo o Empero Cetten
G. Don.
C Brasil (regido Germano et
g centro-oeste, : : al. (2007);
bra3|rIT|]%nseCa estados da Bahia Sim Sim ND Medeiros
' e Maranhé&o) (2015);
C Prado
coriaceumWitt Brasil (,E stadqs do Sim Sim Em Perigo (1993);
m Ceard, Bahia) de extingédo Medeiros
' (2015)
. Carhuanca
. Costa Rica ’
C. costaricense "o . 1995;
J. D. Smith Equa(goprel:la}nama Sim ND ND Barstow
(2018)
C. Brasil (Para, Medeiros
cuneatumWitt  Maranhdo, Piaui, ND ND ND (2015)
m. Goias, Bahia)
C. dentatum . . Zambrana
Gleason Bolivia Sim ND ND et al (2017)
Leste do Brasil I(‘Zogggil
C. eduleCasar  (Estados da Bahia Sim ND ND o
e Rio de Janeiro) Perdiz et al.
(2012)
Bolivia, Brasil x
C. glabrum : . . N&oAmeaca Barstow
(Aubl.) Pers (Estados do Sim Sim da (2018)

Norte), Colombia,
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C.
gracileWittm
C.
harlingiiPranc
e
C.

microcarpumbD
ucke

C.
montanumPran
ce

C. nuciferum L

C. pallidum A.
C. Smith

C.
villosumPers

Equador, Guiana,

Guiana Francesa,

Peru, Suriname,
Venezuela

Brasil

Peru

Peru

Venezuela

Brasil, Colombia,
Guiana Francesa,
Guiana, Panama,
Suriname,
Venezuela, Sdo
Cristévao e
Nevis, Sao
Vicente e
Granadinas

Brasil, Peru,

Brasil, Guiana
Francesa e
Venezuela

ND

ND

Sim

ND

Sim

ND

Sim

ND

ND

ND

ND

Sim

ND

Sim

Medeiros
ND (2015)
Carhuanca
ND (1995)
Prance,
1998;
ND Carhuanca
(1995).
Leal et al.
ND (2011)
Informagdes Barstow
insuficientes (2018)
Medeiros
ND (2015)
Medeiros
N0 (2015)
ameacada Barstow
(2018)

ND — Dados ndo disponiveis.

O presente artigo objetiva destacar as propriedades terapéuticas e nutracéuticas do

género Caryocar, oriundo da sua grande biodiversidade de moléculas, no intuito de contribuir

para pesquisas de produtos naturais, e estudo de outras espécies do género, dada sua importancia

socioecondmica, fortemente presente em estados brasileiros.

ETNOBOTANICA

O conhecimento das popula¢es tradicionais sobre espécies de pequizeiros, a partir da

vivéncia, costumes e modo de vida, proporciona um importante intercambio que auxilia na

descoberta de determinadas potencialidades dessas plantas, como por exemplo, usos
medicinais, alimenticios, artesanais e etc. (RIGONATO;ALMEIDA, 2004).
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Considerando os trabalhos etnoboténicos, boa parte das comunidades tradicionais
utilizam carogos, cascas, raizes, caules, folhas e o proprio 6leo da castanha do fruto do
pequizeiro, tanto para combater problemas de satde (asma, bronquite, coqueluche, resfriados e
anti-inflamatorios em geral), quanto para alimentagdo (SENA et al., 2010; RODRIGUES;
CARVALHO, 2001; RIBEIRO et al., 2017;). Apesar da indicacdo de uso na alimentacdo e na
medicina tradicional de 10 das 16 espécies de Caryocar (Tabela 1), apenas as espécies a seguir

possuem seu uso bem relatado:
C. brasiliense

Frutos da espécie C. brasiliensesdo utilizados de diversas formas por comunidades
locais na regido do Cerrado. Uma delas é innatura ou em forma de geleias, 0leos, cremes,
licores e etc. (GERMANO et al., 2007). Suas folhas sdo utilizadas na medicina popular para
problemas respiratorios (RODRIGUES; CARVALHO, 2001; GERMANO et al,
2007; MONTELES; PINHEIRO, 2007) ou para a producédo de cosmeticos (PIANOVSKI et al.,
2008).

Pinto et al. (2016) realizaram um estudo no quilombo de Pontinha em Minas Gerias e
observaram que, além do uso como alimento, os frutos de C. brasiliense sdo utilizados para
producéo de sabdo, producéo de 6leo e tratamentos médicos caseiros. Ao passo que, suas folhas
sdo utilizadas para fins medicinais, como: dores abdominais, gripe e para ‘“ajudar no

funcionamento dos rins”.

Um estudo etnobotanico realizado com ribeirinhos em Mato Grosso mostrou as
potencialidades da espécie C. brasiliense. quanto ao seu uso medicinal local. Os ribeirinhos
utilizam quase todas as partes dessa planta no uso medicinal, como, as flores, cascas, caule,
folhas, frutos e raizes para o tratamento de infec¢des gerais, dores de ouvido, asma, bronquite,
como expectorante, para gripe, pneumonia, dor de estdmago, fissuras no pé e ndo médo, dores
nas costas, dores nos rins, queimaduras e tosse. Entrevistados ribeirinhos acreditam na eficacia

e no uso de plantas medicinais no tratamento de doencgas (RIBEIRO et al., 2017).
C. coriaceum

C. coriaceum Wittm., encontrada no nordeste brasileiro, é utilizada tanto na medicina
tradicional, quanto para fins culinarios e econémicos (GONCALVES, 2008; SARAIVA et al.,
2011, SOUSA-JUNIOR et al., 2013). A atividade tradicional de extracio do 6leo de pequi (C.
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coriaceum) na regido do Araripe, Ceara, é importante tanto na economia, quanto na cultura
local. Os frutos do pequi séo coletados na Floresta Nacional do Araripe-Apodi e a produgéo do
6leo ¢é realizada em acampamentos ao redor dessa Floresta. A venda do 6leo € realizada por
moradores nas margens das rodovias e em cidades circunvizinhas. Culminando todo esse ciclo
de extracdo do pequi, existe a festa do Racho, com comidas feitas do pequi e a realizacdo de
uma missa para agradecer pela colheita (CAVALCANTI et al., 2015; MACIEL et al., 2018).

A populacdo local do Cariri (Sul do Estado do Ceard, Brasil) emprega o dleo extraido
das sementes e da propria polpa em contusfes, dores reumaticas, musculares, no combate a
Ulceras, inflamacéo na pele, no processo de cicatrizacdo de ferimentos (BRAGA, 1960, AGRA
et al., 2007, MATOS, 2007; RIBEIRO et al., 2014) e no tratamento de bronquite (LEMOS et
al., 2016). Além disso, cascas dos frutos de C. coriaceum séo utilizadas como forma de
forragem para animais. (SOUSA-JUNIOR et al., 2013).

Saraiva et al. (2015) realizaram um estudo sobre plantas medicinais nativas citadas pela
populacdo tradicional do cerraddo nordestino brasileiro. Moradores informaram que utilizavam
0 Oleo de C. coriaceum diluido ao leite para o combate a gripe e a pneumonia, bem como

utilizavam o 6leo para massagem.
C. villosum

C. villosum, conhecida popularmente no norte do Brasil como pequia, é utilizado por
comunidades locais para o tratamento de doencas inflamatérias e respiratorias (RIOS et al.,
2001). Estudo realizado por Galuppo (2004) na Floresta Nacional dos Tapajds (Estado do Par4,
Brasil) observou a presenca do uso da espécie C. villosum como analgésico e anti-inflamatorio

por moradores da floresta.
C. dentatum

Os indios da comunidade Chacob6 (Bolivia) utilizam C. dentatum para alimentacao
animal, planta ornamental e para tratamentos veterinarios de animais (ZAMBRANA et al.,
2017).

IMPORTANCIA NUTRICIONAL E FITOQUIMICA

ASPECTOS NUTRICIONAIS DE PARTES USADAS NA ALIMENTACAO HUMANA
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Do ponto de vista nutricional, os estudos publicados indicam que os frutos de C. brasiliense,

C. coricaeume C. villosum sdo ricos em &cidos graxos, e alguns macro e microelementos.

A polpa dos frutos de C. brasilense é majoritariamente constituida por lipideos (29,66%),
seguido de carboidratos (11,40%), fibras e proteinas (3,68 e 3,39%) (MACEDO et al., 2011),
porém, Cordeiro et al. (2013) constatou um padrdo diferente, com lipideos mantendo-se como

componente majoritario, seguido de fibras, carboidratos e por fim proteinas.

Diferente de C. brasiliense, a polpa do fruto de C. coriaceum apresenta elevados teores
de carboidratos (57,83%), seguido por lipideos (33,53%), fibras totais (5,29%) e por fim
proteinas (3,28%) (RAMOS; SOUZA, 2011), informagdes que se contradizem as constatacdes
de Oliveira et al. (2010) que afirma que os frutos de C. coriaceumpossuem lipideos como
componente majoritario. Afirmacdo que se aplica a C. villosum, que possui como principal
componente os lipideos, carboidratos seguidos de proteinas (CHISTE; MERCADANTE, 2012;
CHISTE et al., 2014).

Como os frutos, as sementes de C. brasiliense também sdo majoritariamente constituidas
por lipideos (50 g.100g™), seguido por proteinas (339.100g™) e em menores concentragdes
carboidratos e fibras (5,7 e 5 9.100g™* respectivamente) (ARAUJO et al., 2018), valores
proporcionais foram constatados por Sousa et al. (2011).Quanto ao conteddo mineral, o dleo
dos frutos de C. brasiliense apresenta uma maior concentracdo de Fe e Zn (1.99 e 1.45 mg.100g"
1) seguidos de Mn e Cu (0,73 e 0,48 mg.100g™* respectivamente) (MIMURA et al., 2016).

Enguanto que, nos frutos de C. coriaceum, Ramos e Souza (2011) constataram que a polpa
possui uma maior concentragido do macroelemento de K (460,43 mg.100g™?), seguido de Mg
(124,65 mg.100g?), Ca (101,99 mg.100g™?) e P (83 mg.100g™2). Ja entre os microelementos, Fe
e Zn, como em C. brasiliense, foram os marjoritarios (3,12 e 1,75 mg.100g™? respectivamente)
seguido de Mn e Cu (1,31 e 0,58 mg.100g™). O mesmo n&o foi observado nas sementes. Dentre
0s macronutrientes, o P e K foram constatados com marjoritarios (1008,45 e 965,67 mg.100g"
1) e Mg e Ca (560,01 e 163 mg.100g™), quanto aos microelementos, 0 Zn se apresentou em
maior concentragio (5,97 mg.100g™Y), seguido por Fe (3,70 mg.100g%), Cu (2,03 mg.100g?) e

Mn (2,03 mg.100g™?), o mesmo padréo de concentracdes encontrado por Oliveira et al. (2010).

OLEOS FIX0S DOS FRUTOS: METODOS DE OBTENCAO E COMPOSICAO QUIMICA
COMPARATIVA
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O método de obtencdo do dleo fixo varia de acordo com o estudo e a regido utilizada,
destacando-se duas principais metodologias. Enquanto alguns pesquisadores utilizaram 6leos
artesanais para seus estudos (TORRES et al., 2016), outros utilizaram metodologias de extracao
em laboratério (SARAIVA et al., 2011), no primeiro caso, os frutos sdo fervidos na agua até a
obtencdo de um sobrenadante gorduroso, que é retirado com uma colher (FIGUEREIDO et al.,
1989), ao passo que no segundo caso, € utilizado um aparelho Soxhlet, e solventes como
acetona, hexano, alcool etilico (AQUINO et al, 2011; COSTA et al., 2011), ou por extracdo a
frio, seguindo metodologias como a de Bligh e Dyer (CORDEIRO et al., 2013; DAMIANI et
al., 2013; ALVES et al., 2016).

Como sera mostrado a seguir, os 0leos fixos dos frutos de Caryocarsp sdo ricos em uma
variedade de &cidos graxos insaturados, demonstrando assim o potencial desses 0leos para a
nutricdo humana. Quanto a composicdo de acidos graxos nos 6leos em C. brasiliense, 0 acido
oleico ocorre em maior concentracdo (geralmente correspondendo a 50% dos acidos graxos
totais), seguido do &cido palmitico, e os acidos linoleico e estearico estdo presentes em baixas
concentracdes. Alem destes, ainda sdo identificados concentracdes tragos dos acidos: caprilico,
caprico, laurico, miristico, palmitoleico, margarico, heptadecanoico, linolénico, araquidico,
ecosanoicobehemico e lignocerico, miristoleico, pentadecilico, margarico, estearico, vacénico,
timnodonico, docosadienoico, docosahexaenoico, tricosanoico, nevonico (correspondendo a <
1% cada) (SEGALL et al.,, 2006; LIMA et al., 2007; MIRANDA-VILELA et al., 2009;
AQUINO, et al., 2011; CORDEIRO et al., 2013; DAMIANI et al., 2013; FARIAS-MACHADO
et al., 2015; ALVES et al., 2016; TRAESEL et al., 2016; TORRES, et al., 2016; JOHNER et
al., 2018).

Da mesma forma que no C. brasiliensis, o C. coriaceum também apresenta o0 mesmo perfil
de acidos graxos em seu 6leo fixo os &cidos: oleico, palmitico, linoleico, linolénico esteéarico,
palmitoleico, heptadecanoico, eicosanoico (DRESEN et al., 1989; OLIVEIRA et al., 2010;
SARAIVA et al, 2011; COSTA et al., 2011; FIGUEIREDO et al., 2011), em adicional, Pessoa

et al., (2015) detectou concentragdes tracos dos acidos miristico e araquidico.

Ja C. villosumtambém apresenta os acidos palmitico (33,5%) acido oleico (29,5%) e acido
linoleico (0,52%), porém em diferentes proporcdes, quando comparado as demais espécies de
Caryocar(MARX et al., 1997).

OUTROS METABOLITOS SECUNDARIOS DE EXTRATOS E OLEOS ESSENCIAIS
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Miranda-Vilela et al. (2009) testaram a eficiéncia de diferentes solventes para extracdo em
polpa de pequi, utilizando um 200 mL de solvente em 100 g de polpa, o cloroférmio foi o mais
eficiente, obtendo uma massa final de extrato de 3,9 g.100g™, seguido de agua destilada (3,4
0.100%), extrato etandlico (3,0 ¢.100g?), extrato hexanico (2,8 g.100g7) e extrato
hidroetanolico (2,2 g.100g?).

Magid et al. (2007), isolou do extrato metanolico das cascas do caule de C. glabrum,duas

diidrocumarinas glicosidicas, até entdo ndo encontradas no género.

Em C. brasiliense foi identificado a de hexanoato de etilacomo componente marjoritario do
6leo essencial extraido dos frutos (PASSOS et al., 2003; MAIA et al., 2008; GEOCZE et al.,
2013) ao passo que nas folhas, os principais componentes revelados foram o octanosano,
heptadecaeno e hexadecanol (PASSOS et al.,, 2003). Além de acido 2-butendico, etil 2-
metilbutanoato, etil isopentanoato, etilbezeno, 4-heptanona, nonano, etil pentanoato, metil
hexanonato, B-mirceno, etil hexanoato, acido hexandico, (Z)-B-ocimeno, etil hex-2-enoato,
(E)-B-ocimeno, propil-hexanoato, etil-heptanonato, isobutilnexanoato, acido octandico,
hexilbutanoato, etil octanoato, etil oct-2-eonato, etil dodecanato (GEOCZE et al., 2013), e 1,2-
dimetil ciclohexano (0,4%), 1-Octeno (0,1), Etil butanoato (4,1%), Tetrahidrofurfurylalcool-
etil 2-metil propanoato (0,2%), Etil 2-metilbutanoato (0,5%), Etil isovalerato (1,0%), Metil
hexanoato (0,5%), &cido 3-metilvalerico (2,6%), propilisovalerato (0,3%), etil hexanoato
(52,9%), limoneno (0,1%), fenilacetaldeido (0,4%), etil (e)2-hexanoato (0,4%),
isopentilbutanoato (0,1%), terpinoleno (0,1%), propilhexanoato (0,5%), etil heptanoato (0,6%),
undecano (0,1%), isonpentilisobutanoato (0,1%), etil 3-hidroxihexanoato (0,3%),
isobutilhexanoato (0,3%), entilbezoato (0,1%), acido aprilico (0,1%), etil octnoato (0,4%),
dodecano (0,1%), etil (e)2-octenoato (0,2%), isoprenilhexanoato (1,0%), geraniol (0,1%), safrol
(0,1%), a-Copaeno (0,1%), etil decanoato (0,1%), tetradecano (0,1%), B-carofileno (0,1%),
Germacrene D (0,1%), Pentadecano (0,1%), E-B-Farnesano (0,1%), 5-Cardineno (0,1%), acido
laurico (0,6%), hexadecano (0,4%), heptadecano (0,2%), 2,6,10-Trimetildodecano (0,1%),
acido miristico (0,5%), octadecano (0,4%), 14-metil pentadecanoato (0,1%), &cido palmitico
(0,9%), butil miristato (0,2%), etil palmitato (0,1%), eicosano (0,2%), heneicosano (0,3%), butil
palmitato (3,7%), docosano (0,7%), estearil acetato (0,7%), tricosano (1,1%), isobutil estearato
(2,6%), tetracosano (1,6%), 1-eicosanol (0,2%), pentacosano (2,1%), 4-metildocosano (0,1%),

hexacosano (2,1%) (MAIA et al., 2008).

Em C. vilosum, a cromatografia gasosa com espectrometria de massas indicou a presenga

de compostos volateis presentes nos frutos (expresso em porcentagem por area do fruto) séo o
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Nerolidol (19,75%), 2-Heptanona (19,3%), p-Bisabolene (18,75%), Furfural (14,62%), entre
outros compostos tragos, além de acidos graxos (MARX; ANDRADE; MAIA, 1997)

SAPONINAS

Magid e colaboradores (2006) reveleram a presenca de uma abundéncia de saponinas
inéditas em extratos metandlicos de C. villosum e C. glabrum, as quais eles denominaram de
caryocarosideos. Por meio de analise de CLAE-AD, 14 saponinas foram reveladas no extrato
metandlico da polpa e da casca do fruto de C. villosum, os caryocarosideosll-12, 111-12, 11-13,
[11-13, 111-14, 11-16, 111-16, 111-15, IV-10, IV-17, IV-18, IV-19, IV-20 e IV-21 (MAGID et al.,
2006).

E, para o extrato metanolico da polpa e da casca do fruto de C. glabrum, os autores
identificaram os caryocarosideosV-1, 11-1, I11-1, 11-2, 111-2, 11-3, 111-3, 11I-4, 1V-5, 111-5, V-6,
V-7, 11-7, 111-7, 1V-8, IV-9, 11-9, 111-9, 11-10, IV-11 e 1I-11 (MAGID et al., 2006). Contudo, até
0 presente momento, nenhum estudo foi realizado no intuito de investigar a atividade biologica

desses compostos.
COMPOSTOS FENOLICOS

No fruto de C. brasiliense ja foi registrada a ocorréncia de acido gélico, galato de etila, metil
shikimato, acido quinico (ROESLER et al., 2008; ASCARI et al., 2010; BAILAO et al., 2015;
ROCHA et al., 2015), florizina, 4-O-a-L ramnopiranosida, flavanomareina, catequeina, [3-
glucogalina, teogalina, vitexina, roseoside, kaempferol, acido elagico e epigalocatequina
(OLIVEIRA et al., 2018).

Em extratos de C. coriaceumforam identificado acido galico (19 mg.g™), acido clorogénico
(31,4 mg.g™) e acido cafeico (18,7 mg.g™?) (ARARUNA et al., 2013; LACERDA-NETO et al.,
2017).

Magid et al. (2007) relatou 7 novos compostos fendlicos glicosados em C. glabrume C.
villosum além de: acido 3-O-metilelagico-4'-(2"-O-acetil)-O-R-L-ramnopiranosideo; acido 3-
O-metilelagico-4'- O-R-L-ramnopiranosideo; acido elagico, 5-O-Galoil-D-hamamelofuranose;
2'-0O-Galoil-D-hamamelofuranose; 2',5-di-O-Galoil-D-hamamelofuranose; 2',3,5-tri-O-Galoil-
D-hamamelofuranose; 1,2',3,5-tetra-O-Galoil-D-hamamelofuranose; 1,2,3,4,6-penta-O-Galoil-
D-glicose; corilagina; tercataina; acido quebulagico, ; putranjivaina A; nikoenosideo e 1-O-

3,4,5-trimetoxifenil-D-glicopiranosideo.Em extratos de C. villosum obtidos das cascas,
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sementes e polpa dos frutos, foi detectado a presenca de &cido galico e acido elagico
(YAMAGUCHI et al., 2017).

FLAVONOIDES

Ocorréncia de quercetina e quercetina 3-O-arabinose nos frutos de C. brasiliense
(ROESLER et al., 2008; BAILAO et al., 2015; ROCHA et al., 2015), quercetina (26,9 mg.g*),
rutina (68,1 mg.g™*) em C. coriaceum(ARARUNA et al., 2013; LACERDA-NETO et al., 2017).

TERPENOIDES

Em C. brasiliense foram detectados, nas folhas, os monoterpenos: Linalool, a-terpinol,

nerol, geraniol, os sequiterpenos: Cariofileno, nerolidol, espatulenol, viridiflorol, a-muurolol,

a-cadinol (PASSOS et al., 2003). O triterpenoidelupeol (BAILAO et al., 2015).

CAROTENOIDES

Em C. brasiliense, analises de CLAE e espectroscopia de massas confirmou a presenca
dos carotenoides: Neoxantina, violaxantina, luteina, zeaxantina, rubixantina, criptoxantina,
licopeno, caroteno (a, P e vy), P-criptoxantina, z-carotena, criptoflavina, anteraxantina e
mutatoxantina(CARDOSO et al, 2013; MACHADO et al., 2013; RIBEIRO et al., 2012; LIMA
et al, 2007; AZEVEDO-MELEIRO; RODRIGUEZ-AMAYA, 2004; RAMOS et al,
2001). Também foram identificados diferentes carotenoides: Neoxantina, violaxantina, luteina,
anteraxantina, zeaxantina e B-caroteno em C. villosum(CHISTE et al., 2012; CHISTE;
MERCADANTE, 2012)etocoferol (ALMEIDA et al., 2012).

ATIVIDADES BIOLOGICAS DESCRITAS PARA O GENERO

A partir das observacdes etnobotanicas, muitos estudos foram realizados com o objetivo
de identificar e comprovar possiveis atividades biologicas do género Caryocar. Por sua
localizacdo geografica (estando mais acessivel a grandes centros de pesquisa brasileiros), o C.

brasiliense é a espécie mais estudada.
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Por meio de ensaios de DPPH e FRAP, o extrato aquoso e etandlico e C. brasiliense
demonstrou atividade antioxidante a partir do extrato bruto, com concentragdes efetivas, em

diminuir em 50% a oxidacdo das moléculas utilizadas no ensaio, inferiores a 4,6 +1,0 pg.mL*
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(AMARAL et al., 2014; LEAO et al., 2017; MACHADO et al., 2012; MACHADO et al., 2015;
MIRANDA-VILELA et al., 2009; PAULA-JUNIOR et al.,, 2006; ROESLER et al., 2008;
FRASAO et al., 2018; PINHEIRO et al., 2018; NASCIMENTO et al., 2017; GREGORIS et al.,
2013; OLIVEIRA et al., 2018), ao passo que, quando fracionado em hexano, cloroférmio ou
butanol, a eficiéncia da capacidade antioxidante do extrato diminui de forma significativa. O

mesmo n&o foi observado no extrato fracionado em acetato de etila (OLIVEIRA et al., 2018).

O 6leo das sementes também demonstrou atividade antioxidante em ensaios de
peroxidacao lipidica (TORRES et al., 2016), assim como o extrato hidroetandlico, que atenuou
a peroxidardo lipidica induzida pelo aluminio em ratos, através da administracdo de

concentragdes iguais ou superiores a 100 mg.Kg™ na dieta (OLIVEIRA et al., 2018).

Os extratos obtidos da casca e polpa dos frutos de C. coriaceum indicaram uma atividade
antioxidante, também com ensaios de DPPH, nas concentragGes de 25,5 e 49,4 ug.mL™?, o que
ndo foi uma atividade téo efetiva quando o autor compara com a rutina isolada, que por sua vez
apontou uma concentragéo inibitéria mediana (1Cso) de 13,7 pg.mL™* (ALVES et al., 2017), ja
0 extrato etandlico das folhas de C. coricaeum testado por Lacerda-Neto et al. (2018), o ICso
detectado, também no teste de DPPH, foi de 9,7 pg.mL™.

C. vilosumtambém apresenta efeito antioxidante em seu extrato, devido aos seus
constituintes, que sdo majoritariamente compostos fendlicos, porém em concentracfes muito
elevadas (833 mg.mL™), quando comparada a C. brasiliense e C. coricaeum, ensaios com
deteccdo de espécies reativas de oxigénio (CHISTE et al., 2012) J4 os ensaio de Yamaguchi et
al., (2017) com DPPH e extincdo de EROs, demostrou o efeito antioxidante em concentracées

entre 1 e 100 mg.mL?,
ANTI-INFLAMATORIA E CICATRIZANTE

Estudos clinicos com um grupo de atletas utilizando capsulas contendo éleo de dos
frutos de C. brasilense na concentracdo de 400 mg, demonstrou atividade anti-inflamatoria e
diminuicdo nos niveis de colesterol sanguineo, apds a ingestdo das capsulas por 14 dias
consecutivos, melhorando a performance cardiaca e muscular (MIRANDA-VILELA et al.,
2009; MIRANDA-VILELA et al., 2010; RIBEIRO et al., 2013; MIRANDA-VILELA et al.,
2013). O uso topico do 6leo também promoveu uma melhora significativa no processo de
cicatrizacdo de lesdes em animais, através do uso de 1 mL de 6leo de C. brasiliense (BEZERRA
et al., 2015).
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Ensaios pré-clinicos com camundongos, implementando dleo fixo na dieta dos animais,
indicaram um efeito anti-inflamatério nas concentracfes de 500, 1.000 e 2.000 mg.kg-
Y{(FIGUEIREDO et al., 2016) e 100 a 400 mg.Kg™* (OLIVEIRA et al., 2015). O 6leo fixo e 0
extrato de acetato de etila obtido das folhas, bruto e diluido aplicados de forma topica
(concentrac@es entre 8 a 13 mg) (SARAIVAet al., 2011), e 50 mL de dleo em solucéo salina
(OLIVEIRA et al., 2010) também indicaram efeito anti-inflamatdrio.

O efeito anti-inflamatério do 6leo do fruto acarreta na aceleragdo do processo de cura
em lesBes no sistema gastrico induzidas por etanol e aspirina (QUIRINO et al., 2009) e de lesbes
cutaneas (BATISTA,; et al.,, 2014). O extrato também demonstrou o mesmo efeito do 6leo
(LACERDA-NETO et al., 2017).

Em C. villosum, foi detectado através da inibicdo da formacdo de oxido nitrico em
ensaios in vivo nas concentragdes entre 6,2 a 50 pg.mL* de extrato (YAMAGUCHI et al.,
2017), e ensaios in vivo, através da administracdo topica na concentracdo entre 100 e 500
mg.Kg? (XAVIER et al., 2011).

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O extrato bruto de C. brasiliense obtido a partir das folhas inibiu o crescimento de
colénias bacterianas Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus nas
concentragdes iguais e superiores a 5 mg.mL(ALVES et al., 2000; PAULA-JUNIOR et al.,
2006), como também contra Escherichia coli (AMARAL et al., 2014; RIBEIRO et al., 2018),
e Listeriamonocytogenes, Bacillus cereus, Citrobacterfreundi e Salmonella thyphymurium com
a concentragdo inibitdria minima destes Gltimos sendo detectada em 512 pg.mL? de extrato
etanolico obtido dos frutos (ASCARI et al., 2010).

O oleo essencial das sementes de C. brasiliense inibiu eficientemente o crescimento de
Cryptococcusneoformans na concentragdo de 250 pg.mL? e Paracoccidioides brasiliensis na
concentracdo de 500 pg.mL*(PASSOS et al., 2002, 2003), da mesma forma que o extrato
aquoso e etandnico, além de se mostrar altamente eficiente contra Corynesporacassiicola e
Colletotrichumgloeosporioides (NARUZAWA; PAPA, 2011).

Os extratosmetandlicos e etandlicos das folhas de C. coriaceum, na concentracdo de 128
ug.mL? diminuiu eficientemente o crescimento de colonias de Escherichia coli e

Staphyloccocus aureus em combinacgdo hibrida com antibioticos aminoglicosidicos, uma vez
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que utilizados sozinhos como agentes bactericidas a concentragdo inibitéria minima (CIM) foi
1.024 pg.mL?, uma concentragéo elevada sem relevancia clinica (ARARUNA et al., 2013). O
mesmo foi observado por Lacerda-Neto et al. (2018) também para E. coli, onde o extrato
potencializou o efeito do antibiotico, diminuindo de 2.500 para 625 upg.mL? de
benzilpelicilina. Ao passo que Alves et al. (2017), investigou o efeito dos extratos da casca e da
polpa do fruto de C. coricaceum, sobre fungos da espécie Malasseziaspp. e Microsporum canis,
deteccando a concentragdo inibitéria minima em 9,77 e 4,88 pg.mL? respectivamente,

enquanto que para o extrato da casca do fruto foi de 19,53 e 4,88 pg.mL ™.

Ja 0 6leo fixo do fruto de C. coriaceum apresentou um CIM inferior ao extrato, no valor
de 512 pg.mL* contra S. aureus e E. coli, além de efeito modificador da resisténcia bacteriana,
também através da combinacao hibrida na concentracéo de 32 pug.mL™ de dleo com antibidticos
aminoglicosidicos(SARAIVA et al., 2011). Ja Costa et al. (2011), detectou um efeito antibiotico
contra S. choleraesuis, S. aureus, P. aureginosae Streptococcus pneumoniae em concentragoes

entre 1,25 a 10% do 6leo fixo.
ANTI-PARASITAS

Ensaios in vivo de parasitemia, em camundongos resultaram em uma eficiente
diminuic&o de Tripanosoma cruzi na concentragdo de 0,4 mg.mL™ de extrato bruto obtido das
cascas de C. brasiliense(HERZOG-SOARES et al., 2002, 2006). Ja contra
Leishamniaamazonenses, eficientemente matando o parasita e impedindo o desenvolvimento
de formas amastigotas nas concentragdes de 5 mg.mL* (PAULA-JUNIOR et al., 2006), além
de uma elevada eficiéncia no combate a ovos de diversos parasitas gastrointestinais bovinos nas
concentracdes entre 1,88 a 15 mg.mL™* (FONSECA, et al., 2014), como também em ovinos
(NOGUEIRA et al., 2012).Nd&o s6 em parasitas de interesse médico o extrato de C. brasiliense
é eficaz, o extrato aquoso € eficiente contra nematodas parasitas de plantas, porém induz efeito
fitotoxico nas plantas (RIBEIRO et al., 2012).

Da mesma forma que C. brasiliense, o extrato de C. coriaceum também se mostrou
capaz de atenuar a infeccdo do parasito Leishmania amazonensisin vitro, levando a morte das
formas promastigotas, nas concentragdes entre 25 a 100 pg.mL™ de extrato (ALVES et al.,
2017; TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2018).

EFEITO HIPOLIMIELANTE
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Reduc&o significativa nos niveis de colesterol foi constatado através de ensaios com o 6leo
de C. coriaceum, caracterizando um efeito hipolimielante(FIGUEIREDO et al., 2016;
KERNTOPF et al., 2013).

EFEITO SOBRE O SISTEMA CARDIOVASCULAR E SANGUINEO

Estudos em ratos, através da administracdo do éleo obtido das sementes de C. brasiliense,
indicaram um efeito hepatoprotetor, através do aumento da atividade de mecanismos
antioxidantes e diminuicdo de susbtancias mediadoras de processo inflamatério, com
concentracdes efetivas entre 3 a 6 mL.Kg? (TORRES et al., 2016). Um outro mecanismo
associado ao 6leo e a mecanismo hepatoprotetor observado foi a diminuigéo de leses induzidas
pelo hepatocarcinogenicodietilnitrosamina, constatado por Palmeira et al. (2016) (concentracéo
de 400 mg.Kg™, via ingestdo oral diaria).

Oliveira et al. (2012; 2018) associam a fracdo butanolica do extrato de folhas de C.
brasilliensea um efeito vasorrelaxante, que é ativada por meio dos compostos fendlicos
presentes na fracdo. Ainda no @mbito cardiaco, o extrato obtido das cascas, nas concentracfes
entre 300 e 600 mg.kgt atenua os efeitos colaterais da doxorrubicina, um antitumoral
empregado na medicina veterinaria, que por sua vez induz a cardiomiopatia como efeito
colateral (MOURA et al., 2017; 2018).

O oleo fixo também indicou um efeito positivo ex vivo, melhorando a performance
cardiaca de forma significativa em ratos, associando este efeito aos acidos graxos mono e poli-
insaturados (OLIVEIRA et al., 2017). O mesmo nédo foi observado por Aguilar et al. (2012),
que ao acrescentar 6leo fixo dos frutos de Pequi na dieta de ratos, observou uma diminuicéo no
estresse oxidativo, porém danos a veia aorta foram detectados, a composi¢do quimica do 6leo

fixo foi similar em ambos os trabalhos.
POTENCIAL ANTICANCER

O extrato de C. brasiliensefoi capaz de inibir o crescimento tumoral (MIRANDA-
VILELA et al., 2011; MIRANDA-VILELA et al., 2014), além de atenuar os efeitos
prejudiciais oriundos de tumores, através da suplementacdo de 30 mg de dleo fixo na dieta
de ratos (MIRANDA-VILELA et al., 2013).

EFEITO GENOPROTETOR
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Um efeito genoprotetor do 6leo de C. brasiliense por meio da ingestao diaria de 30 mg
do produto foi detectado por Colombo e colaboradores (2015), validado por meio de ensaio de
cometa contra o carcinogénico uretano (COLOMBO et al., 2015).

Em C. vilosum foi registrado um efeito genoprotetor, através de ensaio de cometa
utilizando concentragdes de 75, 150 e 300 mg.kg? de extrato por peso de camundongo
administrado por via oral, com agente danoso ao DNA a Doxorrubicina(ALMEIDA et al.,
2012), porém um outro estudo do mesmo autor indicaram resultados contraditorios ao indicar
um efeito genotdxico na concentragdo de 75 mg.kg?, porém ndo mutagénico, além de detectar
efeito oxidante nos coragdes dos ratos (ALMEIDA et al., 2013).

EFEITO NEUROPROTETOR

O extrato hidroetanolico de C. brasiliense também apontou um efeito neuroprotetor em
ratos, sendo capaz de inibir a atividade da enzima colinesterase, que por consequéncia diminui
as concentracdes de acetilcolina do cérebro, este efeito foi constatado nas concentracfes entre
10 e 300 mg.Kg™* de extrato (OLIVEIRA et al., 2018).

EFEITOS SOBRE INVERTEBRADOS E VERTEBRADOS NAO-HUMANOS

Efeito moluscida sobre Biomphalariaglabrata,vetor da esquistossomose, nas concentracdes
de 100 pg.mL?, com uma mortalidade de 90% dos individuos, porém na concentracéo de 50
pg.mL* eficiéncia do extrato diminuiu em 70%, em extratos obtidos da folha e das cascas de
C. brasiliense(BEZERRA et al., 2002; ROSA et al., 2011).

O extrato de C. brasiliense, obtidos das folhas e suas respectivas fracdes acetato de etila e
etérea induziram efeitos tdxicos no sistema branquial de Poeciliavivipara, comprometendo o
desenvolvimento destes organismos, o mesmo efeito foi encontrado no extrato obtido das
cascas, porém, em menor intensidade (SILVA et al., 2003), ao passo que, em Drosophila

melanogaster, Castro et al. (2008), detectou um aumento no nimero de mutac6es em larvas.

O extrato de C. vilosum testado em Artemia salina, Magid et al. (2006) detectou

concentragdes toxicas a partir de 10 mg.mL™, induzindo mortalidade de 17% dos organismos.

Um outro efeito adverso de C. brasiliense, detectado por meio de ensaio in vitro, é que

as sementes de pequi induzem um efeito alérgico no intestino, devido as proteinas presentes nas
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sementes que se ligam a receptores no intestino e desencadeia uma resposta alérgica mediada
por imunoglobulina E (SILVESTRE et al., 2017).

TOXICIDADE

Os testes de toxicidade dos preparados de C. brasiliense ndo indicaram efeitos adversos
em ratos (TRAESEL et al., 2017a; 2017b) com uma dose letal média de 2.000 mg.kg?,
caracterizando-o como seguro para uso (ROESLER et al., 2010; TRAESEL et al., 2016). Da
mesma forma que o bleo, o extrato de C. brasiliense ndo indicou efeitos citotdxicos, avaliado
de acordo com o ensaio de viabilidade celular, pelo método colorimétrico a base de
tetraz6lio(AMARAL et al., 2014)

Yamaguchi et al. (2017) concluiu que o extrato de C. villosum possui baixa toxicidade,
uma vez que os autores ndo detectaram danos a membrana de eritrocitos de ratos, além de

auséncia de dano a células humanas por meio de ensaios in vitro.

DEMAIS POTENCIAS

A casca dos frutos de C. brasiliense também se mostrou eficaz em adsorver ions de
Chumbo (AMORIM et al., 2016).

CONSIDERACOES FINAIS

Embora fortemente estudado no Brasil, 0 qual os frutos e produtos provenientes do
Pequi movimentam diversas redes socioeconémicas, 0 género Caryocarapresenta um elevado
potencial para exploracdo comercial, j& possuindo registro de patentes de produtos (SARAIVA
et al, 2009), como também um relevante alvo para politicas de conservacdo, visto que, uma
destas espécies amplamente exploradas no Brasil, C. coriaceum consta como status de
ameacada na lista vermelha da IUCN. Embora a maior parte do focos dos trabalhos cientificos
seja voltada para o efeito anti-inflamatdrio, antioxidante e antibiose, a grande diversidade de
grupos moleculares descritas para o género, que ainda sim se limitam a poucas espécies de
Caryocar, pode expandir o conhecimento acerca das atividades bioldgicas de forma
significativa, agregando valor de uso para estas espécies a0 mesmo tempo em que se salienta a

necessidade de sua conservagao.
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RESUMO

O niquel (Ni) € um metal essencial para o funcionamento de metaloenzimas de plantas.
Contudo, em elevadas concentracfes, passa a induzir efeitos toxicos, comprometendo a
homeostase vegetal. As concentracdes de Ni aumentaram significativamente nos ecossistemas
nos ultimos anos devido a disturbios antropogénicos variados. Uma estratégia utilizadapara
minimizar estes danos é o uso de remediadores quimicos capazes de se ligar a estes metais no
solo, permitindo reduzir sua absorcdo e assimilacéo pelas plantas. Estudos tém mostrado que
extratos de plantas, por apresentarem compostos fendlicos com capacidade quelante de metais
podem ser usados com essa finalidade. Diante do exposto, o presente estudo objetivou analisar
o efeito protetor do extrato hidroetandlico das folhas de CaryocarcoriaceumWittm (EHFCC),
uma planta rica em compostos fendlicos, sobre os efeitos toxicos do NiSO4 em plantulas de
Lactuca sativa. Para isso, foram cultivadas plantulas de Lactuca sativa em placa de Petri, onde
foram caracterizados a germinacdo, comprimento radicular e do hipocotilo, vigor, indice de
necrose radicular, indice de tolerancia, clorofilas a e b, e o perfil espectroscopico de refletancia
do infravermelho médio, na presenca de NiSO4, EHFCC e a combina¢do de ambos. Né&o foi
constatado efeito toxicos, dentre os parametros avaliados, por parte do EHFCC em
concentragdes < 1.000 pg.mL™. Para o ensaio de toxocidade induzida pelo NiSO4, constatou-se
efeitos deletérios em concentragBes <25ug.mL?. Para o ensaio de remediacéo, as plantulas

foram cultivadas na presenca de duas concentragdes ndo toxicas de EHFCC (1 e 10 ug.mL?) e
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2 concentragBes toxicas e 1 ndo toxica de NiSO4 (12,5; 25 e 50 pg.mL™). A avaliagdo dos
mesmos parametros, indicaram um efeito protetor do EHFCC, na concentragdo de 10 pug.mL™*
sob as concentracdes de 25 e 50 pg.mL™? de NiSOs melhorando-os de forma significativa.
Conclui-se que 0 EHFCC é um produto em potencial para utilizacdo na remediacao quimica de

areas contaminadas por Ni.
PALAVRAS CHAVE:Produtos naturais; remediacdo quimica; ecotoxicologia.
ABSTRACT

Nickel (Ni) is an essential metal for plant metalloenzymes. However, Ni may induce toxic
effects at high concentrations, leading to plant homeostasis disruption. Ni concentrations have
increased significantly in ecosystems in the last years due to anthropogenic disturbances. The
use of chemical remediators capable of binding to these metals in the soil could minimize the
harmful effects, since they can reduce metal absorption and assimilation by plants. Due to the
presence of phenolic compounds with metal chelating capacity, plant extracts could be used for
this purpose. The present study aimed to analyze the protective effect of the hydroethanolic
extract of CaryocarcoriaceumWittm (EHFCC) leaves, a plant rich in phenolic compounds, on
the toxic effects induced by NiSO4 on Lactuca sativa seedlings. The germination, root and
hypocotyl length, vigor, root necrosis index, tolerance index, chlorophyll a and b, and the
spectroscopic profile of the medium infrared reflectance were determined on the seedlings
growth in presence of NiSO4, EHFCC and the combination of both. No toxic effects were found
among the parameters evaluated by the EHFCC at the concentrations <1,000 pug.mL™?. For the
NiSOastoxicity test, deleterious effects were found at concentrations <25 pg.mL™. For the
remediation assay, the seedlings were cultivated in the presence of two non-toxic concentrations
of EHFCC (1 and 10 pg.mL™) and 2 toxic and 1 non-toxic concentrations of NiSO4 (12.5, 25
and 50 pg.mL™). The evaluation of the same parameters indicated a protective effect from
EHFCC, in the concentration of 10 ug.mL-1 under the concentrations of 25 and 50 pg.mL™* of
NiSO4, improving them significantly. Together, these results suggest that EHFCC presents
protective effect for plants in Ni-contaminated soils due to the possible Ni chelating effect of

phenolic compounds.
KEYWORDS: Natural products, chemical remediation, ecotoxicology, pequi.

1. INTRODUCAO
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Distlrbios antropogénicos acarretam no aumento significativo de metais pesados nos
ecossistemas, como o chumbo (Pb), cromo (Cr), niquel (Ni), mercurio (Hg), zinco (Zn), cobre
(Cu). Devido a sua alta persisténcia no ambiente, estes metais interagem com 0s componentes
bioldgicos, podendo induzir efeito tdxicos de acordo com o tempo de exposi¢do do organismo
(PIECHALAK et al., 2002; JING; KJELLERUP, 2016).

Em plantas, a assimilacdo de elevadas concentragdes de metais pesados pode acarretar
em distarbios como: bioacumulagdo, e consequentementebiomagnificacdo, danos ao DNA,
aumento na concentracao de espécies reativas de oxigénio e alteracbes morfoldgicas nos 6rgaos
das plantas, podendo comprometer sua fisiologia e induzir a morte do organismo
(MICHALAK, 2006; GUPTA et al., 2009; SILVA; MATOS, 2016; SHAHID et al., 2017).

O Ni, em 1975, foi descoberto como um micronutriente essencial, visto que é um cofator
da urease em plantas (SEREGIN; KOZHEVNIKVA, 2006). Porém, em elevadas
concentracdes, 0 Ni tende a apresentar efeito toxico nos vegetais, como os destacados
anteriormente. O Nié empregado na fabricacdo de diversas ligas metalicas, ocorrendo um
continuo descarte de Ni nos ecossistemas de forma descontrolada e ndo regulamentada, o que
eleva de forma consideravel as concentragdes de Ni nos ecossistemas (NICKEL INSTITUTE,
2006).

Nas ultimas decadas, ha um crescente interesse dos pesquisadores em desenvolver
estratégias de retirar ou conter o impacto que as elevadas concentracbes de agentes
contaminantes causam nos ecossistemas, através de metodologias de remediacéo. Dentre essas
medidas, destacam-se os agentes biologicos (biorremediacdo) ou uso de produtos quimicos
(remediacgdo quimica), no intuito de aplicar um agente quimico no local na finalidade de torna-
lo indisponivel para assimilacio (MAGALHAES, 2011). Considerando a remediacdo quimica,
tem-se pensado na prospeccdo de novos produtos naturais (extratos de plantas) para este fim,
uma vez que estes ndo geram residuos que poluem o ambiente, estando de acordo com as
praticas da quimica verde (STINGU et al., 2012; TAVARES, 2013, RAJPOQT et al., 2016;
LEITE et al., 2017).

Com base no exposto, produtos que podem ser utilizados, para essa finalidade,sdo os
extratos das folhas do pequizeiro, CaryocarcoriaceumWittm. (EHFCC), uma planta endémica
do Brasil com ocorréncia exclusiva no estado do Ceard e da Bahia (regido Nordeste)
(MEDEIROS; AMORIM, 2015). Estudos anteriores mostram que o EHFCC tem capacidade
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antioxidante e é rico em flavonoides e acidos fendlicos (ARARUNA et al., 2013), compostos
conhecidos como agentes quelantes de metais (EBRAHIMZADEH et al., 2008; WANG et al.,
2009; MLADENKA et al., 2011; PROCHAZKOVA et al., 2011; HUYUT et al., 2017).

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar se o extrato hidroetandlico das
folhas de C. coriaceumseriacapaz de proteger plantulas de alface (Lactuca sativa)contra a
exposicdo a diferentes concentragdes de  NiSOspor meio de indicadores
germiantivos,biométricos, bioquimicos e espectroscopico, atuando entdo como um remediador

quimico.
2. MATERIAL E METODOS
2.1. Reagentes e sementes

O sulfato de niquel (NiSOs) foi adquirido da Proquimios (Brasil). A acetona e o
dimetilsulféxido (DMSOQ) foram adquiridos da VETEC (Brasil). O etanol absoluto foi obtido

da Dindmica (Brasil). Todas as diluicdes foram feitas em agua destilada e esterilizada.

As sementes utilizadas no experimento foram obtidas comercialmente da espécie Lactuca

sativa L. da marca Feltrin (cultivar Monica).

2.2. Obtencdo e caracterizacdo do Extrato hidroetanolico das folhas de

Caryocarcoriaceum(EHFCC)

Folhas de Caryocarcoriaceum foram coletadas na chapada do Araripe (Crato, CE, Brasil).
Uma exsicata foi depositada no Herbario Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceara, sob
0 codigo N° 44523.

No total, 500 g de folhas foram secas a temperatura ambiente, trituradas com um
liquidificador e postas em contato com etanol 50°GL, por um periodo de 72 horas, novamente
a temperatura ambiente. Em seguida, o extrato foi concentrado em banho-maria a uma
temperatura de 50 °C e posteriormente liofilizado. Por fim, o extrato foi armazenado em frasco
ambar e em geladeira a 10 °C até o momento da realizacdo dos experimentos. A identificacdo
e quantificacdo dos compostos fendlicos presentes no extrato foi realizada através de

cromatografia liquida de alta eficiéncia, como descritoporARARUNA et al. (2013).

2.3. Ensaio de germinacéo de Lactuca sativa em microambiente
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O experimento foi realizado em duas etapas. A primeira etapa consistiu na avaliacao da
fitotoxicidadedo NiSO4 (nas concentragdes variando entre 0,1 pg.mL a 1.000 pg.mL ™) e do
EHFCC (nas concentracdes variando entre 0,1 pg.mL™* a 10.000 pg.mL™) sozinhos, sobre a
germinacdo e o desenvolvimento inicial de plantulas de alface, para determinacdo de
concentracdes que afetaram o crescimento das pléntulas de forma significativa. Na segunda
etapa, foi verificado o efeito protetor do EHFCC em concentragdes ndo tdxicas sobre
concentragdes toxicas de NiSO4, para avaliacdo efeito atenuador da toxicidade induzida pelo
NiSO4 pelo extrato.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Cada estratégia experimental
consistiu em um numero variavel de tratamentos e quatro réplicas por trataemento (fatorial
nx4),cada réplica continha 25 sementes.A montagem do experimento foi realizada em uma
camara de fluxo laminar (para evitar contaminagdo por micro-organismos), e 0S
microambientes consistiram de placas de Petri contendo uma folha de papel filtro qualitativo

como substrato.

Em cada placa foram adicionadas 3 mL de uma solugdo aquosa (contendo DMSO 0,2%)
contendo NiSOs (para o ensaio de toxicidade induzida por metais), ou de EHFCC (ensaio de
alelopatia) e apds a obtencdo de concentrages toxicas e ndo toxicas de NiSO4 e EHFCC, a
combinagdo entre ambos (ensaio de remediacdo). Em todos os ensaios, foi elaborado um
tratamento contendo apenas a solucdo aquosa com DMSO 0,2%, para controle negativo do
NiSOs e EHFCC.Apo6s a semeadura, as placas foram transferidas para uma camara tipo BOD
com fotoperiodo de 12 horas, temperatura de 25 + 1 °C e saturada em umidade por um periodo
de 7 dias.

2.4. Avaliacao de indicadores de desenvolvimento da plantula e de toxicidade
2.4.1. Germinacdo e indice de velocidade de germinacédo (IVG)

A toxicidade na germinacéo foi avaliada de acordo com a capacidade do NiSO4 e EHFCC
inibir a germinacdo, onde, as sementes foram consideradas germinadas quando houve
emergéncia da radicula e seu comprimento era > 1 mm. A germinacao também foi avaliada de
acordo com o indice de velocidade de germinacdo (MAGUIRE, 1962), determinado a partir da

formula (1):
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n

n .
vo- 378

i=1
Onde, ng = numero de sementes germinadas ei = dia observado
2.4.2. Indice de necrose radicular (INR)

Ao final do sétimo dia do ensaio, as radiculas das plantulas foram analisadas quanto a
incidéncia de necrose. Para cada nivel de necrose foi atribuida uma pontuacao de necrose (Pn),
cujos valores considerados foram 0,0 — paraauséncia de necrose; 0,5 — necroseinicial, atingindo
uma pequena area da radicula; ou 1,0para radiculas com necrose avancada, tomando conta de
todo o 6rgdo ou induzindo atrofiamento radicular (figura 4).Esta analise foi realizada com todas
as plantulas de cada réplica. O indice de necrose radicular (INR) foi calculado a partir da

aplicacdo da formula a seguir (2):

INR = Z5L22 )

Onde: INR — indice de necrose radicular para um determinado tratamento;Pn — pontuacédo de

necrose (figura 4) e n - nimero de plantulas de um determinado tratamento.

Figura 4: Parametros adotados para qualificacdo do nivel de necrose radicular para plantulas
de Lactuca sativa, as setas indicam areas necrosadas

2.4.3. Comprimento da radicula e do hipocotilo
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Ao final do sétimo dia do ensaio, oito plantulas de cada réplica foram selecionadas para
analise da morfometria linear, onde foram mensurados o comprimento da radicula e do

hipocétilo, com o auxilio de paquimetro, os dados foram expressos em cm.
2.4.4. Indice de tolerancia ao niquel (1T)

Com os dados de germinacdo e comprimento radicular, foi calculado o indice de tolerancia
(IT) ao estressor (TURNER; MARSHALL,1972) de acordo com a férmula (3):

IT = 1+ Logl0 (=) (3)

Onde, Ce = Comprimento esperado (comprimento do grupo controle); Co = Comprimento
observado (comprimento do grupo observado).

2.4.5. Vigor

O vigor, para cada grupo, foi determinado de acordo com a metodologia de ABDUL-
BAKI; ANDERSON, (1973), usando a formula (4):

Vigor = Cr x ng (4)
Onde, Cr = Comprimento radicular; ng = nUmero de sementes germinadas
2.4.6. Determinacdo da concentracdo inibitéria média (Clso)

Uma vez que as concentracdes seguem aumento logaritmico, os resultados do comprimento
radicular culminaram em curvassigmoidais para determinar a concentracao inibitoria média
(Clso), ou seja, a concentragdo necessaria para induzir uma diminuicdo de 50% no crescimento

do 6rgdo analisado das plantulas.

A partir do Clso foram definidas trés concentrac@es potencialmente toxicas de NiSOa, sendo
elas um valor proximo ao Clso e uma concentracdo sub e outra supra inibitoria ao Clso. E duas
concentracdes ndo toxicas de EHFCC combinadas entre si para avaliagdo do efeito remediador.
No ensaio de remediacdo, 0s grupos controles consistiram apenas de agua destilada (DMSO
0,2%), e EHFCC e NiSO;4 isolados.Assim como 0s ensaios de toxicidade e alelopatia, o de

remediacédo foi avaliado pelos mesmos parametros.

2.5. Determinacéo das concentragdes das clorofilasae b
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Uma vez que a clorose é um dos indicadores moleculares da contaminacgdo por metais em
plantas, os niveis de clorofila a e b nos diferentes tratamentos foram quantificados atraves da
metodologia de Arnon (1949), com adaptacdes. Nesse ensaio, 10 plantulas de cada placa foram
pesadas e imersas em 5 mL de acetona 80%, em tubos de ensaio com rosca protegidos da luz,
posteriormente alocados em uma geladeira. Apds o branqueamento total das plantulas, o liquido
foi transferido dos tubos de ensaio para cubetas de quartzo.As leituras das absorbancias foram
realizadas nos comprimentos de onda de 645 nm, e 663 nm em especofotometro. Para cada tubo
de ensaio foram realizadas 3 leituras em cada comprimento de onda, da qual foi calculada a
media, para entdo ser utilizado nas seguintes formulas (5 e 6):

12,7 X A663—2,69 X A645
1000 xPeso do tecido vegetal (g)

Clorofilaa = X volume do extrato (mL) (5)

22,9 X A645 — 4,68 X A663
1000 x Peso do tecido vegetal (g)

Clorofila b = X volume do extrato (mL) (6)

O branco consistiu em uma solucdo de acetona 80%, e os resultados foram expressos

em mg.g™ de massa fresca.
2.6. Espectroscopia no Infravermelho Médio — UATR

As andlises espectrais das folhas foram realizadas em espectrofotometro de
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), modelo Frontier da Perkin Elmer®,
utilizando o acessorio Universal de Reflexdo Total Atenuada (UATR). Os espectros foram
adquiridos na regido de 4000-500 cm™, resolugdo 4 cm™ e 16 varreduras. O branco utilizado

foi 0 ar e as medidas foram realizadas diretamente nas folhas, sem nenhum pré-tratamento.

Para o ensaio de remediacdo, trés plantulas de cada placa foram sorteadas, na qual as
regibes abaxiais das folhas foram pressionadas contra o cristal de diamante do UATR,

totalizando 12 medi¢6es por tratamento.
2.7. Analise estatistica

A partir dos dados obtidos, foram calculados a média e o erro padrdo de cada tratamento,
e utilizado o teste de ANOVA de um fator para os ensaios de toxicidade e alelopatia, ao passo
que para o ensaio de remediacdo foi o utilizado o teste de ANOVA de dois fatores para o ensaio

de remediagéo, em ambos 0s casos, o teste de tukey foi empregado para comparagéo entre as
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médias. Estas, por sua vez, foram consideradas diferentes quando a probabilidade do evento

acontecer foi inferior a 0,05 (p<0,05)

Para a analise dos dados espectroscopicos, fez-se a estatistica descritiva dos espectros para
cada concentracdo estudada de NiSOa, a fim de minimizar possiveis efeitos fisicos durantes as
medidas que pudessem ocasionar flutuacGes na linha de base.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Componentes do EHFCC

A caracterizacdo do EHFCC em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) detectou
cinco diferentes compostos, sendo que a Rutina foi o metabdlito majoritario do EHFCC,
seguido de acido clorogénico, quercetina, acido caféico e acido galico (ARARUNA et al., 2013)
(Tabela 2).

Tabela 2: Compostos fendlicos e suas respectivas concentracdes presentes no extrato
hidroetanolico das folhas de C. coriaceum

Composto Concentragdo (mg.g?)
Rutina 68,1
Acido clorogénico 31,4
Quercetina 26,9
Acido caféico 18,7
Acido galico 19,0

E relatado que compostos fendlicos e flavonoides possuem caracteristicas fisico-quimicas
gue promovem atividade antioxidante e quelante de metais, através da captura de radicais livres
dos EROs (espécies reativas de oxigénio), e complexagdo ou coordena¢do com ions metalicos
(EBRAHIMZADEH et al., 2008; WANG et al, 2009; MLADENKA et al., 2011;
PROCHAZKOVA et al., 2011; HUYUT et al., 2017).
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Estas classes de moléculas também podem atuar como aleloquimicos, uma vez que, quando
liberadas no solo, podem ser capazes de estimular ou inibir o desenvolvimento de plantas
(TAYLOR; GROTEWOLD, 2005; CESCO et al., 2012.

3.2. Ensaio de efeito alelopatico do EHFCC

Foi constatado que o EHFCC tem baixa toxicidade, uma vez que a germinacao foi afetada
negativamente apenas na concentracdo de 10.000 pg.mL™, (Tabela 3). Apesar do nlimero de
sementes germinadas nao diferir entre os grupos (p=0,0991), o indice de velocidade de
germinacdo indicou um retardo no tempo de germinagdo apenas no tratamento de 10.000
ug.mL*, evidenciando pelo Indice de Velocidade de Germinagdo (IVG), apesar de néo inibir a

germinacéo efetivamente a elevada concentra¢do de EHFCC induz um retardo na germinacao.

Tabela 3: Caracteristicas da germinacdo e desenvolvimento inicial de Lactuca sativa L.
germinadas na presenca de diferentes concentracdes de extrato hidroetanolicos das folhas de
Caryocarcoriaceum (EHFCC).Médias representados por letras diferentes, na mesma coluna,
diferem significativamente, Teste de ANOVA de um fator e Teste de Tukey (p<0,05)

[EHFCC] Germinadas Radicula Hipocétilo

g’ o VG T om  INR - Vigor

0 o7a  087a iy OVY o AT

0,1 98 a 0.90a 6127%;: %%75;: Oa 13?32213:

1 98 a 0.88a 519297;: %%%: Oa 13%2;

10 9%a  086a 6123; %%75;: Oa 1254?622:

100 98 a 0.87 a i%lz;‘r %"(1)25: Oa 115;’1%:

1.000 98 a 0.86 a ‘g%?;:f %%%: 0,03a 11%17%:
10.000 89b  03lb %241;" %ﬁ;‘r 1b fgzib

Quanto ao comprimento das plantulas, foi constatado um aumento de 15% no crescimento
radicular no grupo tratado com 10 pg.mL*, quando comparado ao controle, ao passo que, a
partir da concentragdo de 1.000 e 10.000 pg.mL™, ha um decréscimo de 21% e 92,55%,
respectivamente.

Da mesma forma que o IVG, a concentragdo de 10.000 pg.mL deEHFCC também afetou

0 comprimento do hipocétilo, induzido um tamanho aumentado em relacdo aos demais
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tratamentos, bem como o Indice de Necrose Radicular (INR), com uma necrose radicular
avancada em todas as pléntulas deste grupo, e uma queda de 93% no vigor das plantulas.

Com base nos indicadores propostos, dentro destas condi¢bes experimentais, 0 EHFCC
induz efeitos toxicos a partir da concentracdo de 1.000 pg.mL?, induzindo uma diminuicdo do
comprimento radicular, e a0 aumentar a concentracdo de EHFCC a 10.000 pg.mL?, a

sobrevivéncia das plantulas é comprometida, necrosando por completo toda sua radicula.

3.3. Ensaio de toxicidade induzida pelo NiSO4

O niimero de sementes germinadas foi afetado apenas na concentragio de 1.000 pg.mL* de
NiSO4,com sua completa inibigdo (tabela 4). Nos demais tratamentos, ndo houve diferenca
entre 0 nimero de sementes germinadas. O nimero maximo de sementes germinadas foi
alcancado ao 3° dia apds o inicio do experimento, consequentemente, o IVG ndo diferiu entre

0s tratamentos.

Tabela 4Caracteristicas da germinacdo e desenvolvimento inicial de Lactuca sativa L.
germinadas na presenca de diferentes concentragdes de Sulfato de Nigquel (NiSO4).Médias
representados por letras diferentes, na mesma coluna, diferem significativamente, Teste de
ANOVA de um fator e Teste de Tukey (p<0,05)

R ST o TR R o

0 100+ 0,00 a 8',?)2 . 501013 g',?)i L 833“—; ;23% £

01 96 +163a g’,gg 5,35 + 0,242 g',?)(ﬁ 0a éggi 142’3,5, ai

1 98+1,15a g',ggj 434 +024 a 8:88 i 0a 8321; 13%;1;

10 99 +1,00a 8’,?);2“ 452+030a 8:8(2) E 0a gggia 181%56;

125 100 +0,00a 823‘;2 5,44 +0,24 a %%?_j[ s 0a ggiia 163i51 ;
0,09

5w eams TSSOy GHT o Qo s

b

0,86 + 040+ 939 027+ 2721+

50 99 £100a oot L12+008c oo 0;2 C o A

100 96 £230a 8’%@2 0,35 £ 0,02 d g"gij 1 “j 0 6?61263 %56%;—“

1.000 0 - - - - - -

O ensaio inicial de toxicidade, realizado nas concentragdes de 0,1, 1, 10, 100 e 1.000 pig.mL"

! indicou um Clso da radicula préximo a 28,16 pg.mL™ de NiSO4.Prontamente, foi realizado
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um novo ensaio com concentragdes mais proximas ao Clsp indicado, com as concentracdes de
12,5, 25 e 50 pg.mL?, com a finalidade de investigar melhor a faixa de concentracio entre 10
e 100 pg.mL™ de NiSO..

A comparacdo entre os comprimentos radicular indicou um dano, atraves da redugdo do
comprimento, nas concentracdes iguais e superiores a 25 pug.mL* (figura 5). Entre a faixa de 0
a 12,5 pg.mLndo ocorreu diferenca significativa entre os tratamentos. O grupo controle
cresceu em média 4,82 + 0,17 cm, e na concentracdo de 100 pg.mL™ ocorreu uma diminuicéo
do comprimento da radicula de 93,5% (p<0,00001). O hipocotilo na concentracdo de 100
ug.mL™ ndo diferiu quando comparado ao controle, que cresceu em média 0,41 + 0,01 cm.

O comprimento radicular foi eleito o principal indicador da toxicidade induzida pelo NiSOa,
logo, a partir destes dados foi calculado o Clso, que equivale a uma concentracdo de 24,89
pg.mL*? (R2=0,9231).

Figura 5: Grafico da Clso (concentracdo inibitoria media), estimada a partir do comprimento
radicualr de Lactuca sativa, expresso em média + erro padrdo, cultivadas na presenca de
diferentes concentracdes de NiSOs. Médias representadas por letras diferentes, diferem
significativamente entre si de acordo com o teste de ANOVA de um fator e teste de Tukey
(p<0.05)

Clsg da Radicula

- -
o N
o O

Comprimento
(%do controle)
(=]
<

0.1 1 10 100 1000
Concentracao NiSO, (ug.mL‘1)

De acordo com Lyu et al. (2018), a radicula de L. sativa é um bom indicador de toxicidade
para diversos tipos de metais estressores, incluindo o Ni, que se mostrou um dos estressores

mais danosos, perdendo apenas para o Cadmio. O Ni, em elevadas concentragdes, desencadeia
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determinados processos que acarretam na morte do organismo (SACHAN; LAL, 2017). Uma
vez que 0 mesmo é absorvido pelo vegetal na forma Ni?*, rapidamente se acumula nos vactolos
de células radiculares, 0 que implica em um estresse maior neste 6rgdo (ASSUNCAO et al.,
2001).

Consequentemente, a maior parte do Ni absorvido pelas plantas acaba retido nas raizes
(CATALDO et al., 1978). Este fato corrobora com as observacdes realizadas neste estudo, visto
que, a radicula se mostrou o indicador mais afetado e mais adequado para avaliar a toxicidade
induzida pelo Ni.

Além disso, outros indicadores como INR, Vigor e Indice de Tolerancia (IT), corroboraram
com o dado do comprimento radicular, visto que a incidéncia de necrose afetou as plantulas de
forma significativa a partir da concentracdo de25 pg.mL™?, com um INR de 0,09, na
concentracdo de 50 pg.mL™* o INR foi de 0,39, com predominancia de plantulas com uma
necrose inicial em suas radiculas e poucas plantulas com necrose avancada.O mesmo néo foi
observado na concentragdo de 100 pg.mL™, com todas as plantulas em estado avangado de

necrose radicular (p<0,006).

O IT evidencia a auséncia de dano as plantulas até a concentracdo del12,5 pg.mL™, a partir
da concentragdo de 25 pug.mL™?, a tolerancia das plantulas diminuiu em 23%, 74% e 115%, nas

concentracdes de 50 e 100 pg.mL? (p<0,0001), respectivamente.

O vigor também foi afetado nestas mesmas concentragcdes, o0 grupo controle obteve um
indice de vigor de 125,3 + 6,76, a0 passo que nas concentragdes de 25, 50 e 100 pg.mL *houve

uma diminuicao no vigor de 30,4%, 77,83% e 93,19% respectivamente.

Por se tratar de um micronutriente, é esperado que existam concentragdes de NiSO.que ndo
induzam alteracGes negativas no desenvolvimento das plantulas, visto que o Ni esta envolvido
no metabolismo de alguns processos importantes, como o metabolismo do nitrogénio (DIXON
et al., 1975; SINGH et al., 1990) que, no caso, corresponde as concentracdes entre 0,1 a 12,5
ug.mL* de NiSO..

Por outro lado, seu excesso, induz efeitos deletérios, visto sua capacidade de induzir a
formacdo de EROs, através da inibicdo de moléculas antioxidantes enzimaticas e nao
enzimaticas (PANDEY; SHARMA, 2002; CHEN et al., 2009).Como também alteracfes na

arquitetura de moléculas estruturais, como a proteina dedo de zinco, que é responsavel pela
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estruturacdo do DNA (BAL et al., 2003), podendo levar a diminuicdo do comprimento

radicular, através da inibicdo do mecanismo de divisdo celular (SEREGIN et al., 2013).

Também ha registros na literatura de danos consideraveis a membrana celular, o que afeta
sua permeabilidade e consequentemente seu turgor (LLAMAS et al., 2008), além da capacidade
de captacdo e retencdo de ions, causando deficiéncia em outros metais que atuam como
micronutrientes (CHEN et al., 2009), o que provavelmente induziu um colapso nas
concentragdes mais toxicas, induzindo necrose e consequentemente o aumento no INR, queda
do IT e do Vigor.

3.4. Ensaio de remediacao

Com base nos indicativos de dano do ensaio de toxicidade, as concentracdes de NiSOs
eleitas para o ensaio de remediacdo foram de 12,5, 25 e 50 pug.mL™?, em combinacdo com as
concentraces de 1 e 10 pg.mL™* de EHFCC.Apesar de, a concentragdo de 12,5 pg.mLde
NiSO4 ndo evidenciar nenhum efeito fitotoxico, por meio dos indicadores propostos, esta
concentracdo foi preparada para identificar qualquer efeito modificador da acdo conjunta entre

EHFCC e NiSO4, em relagdo ao respectivos grupos controle.

Constatou-se um significativo efeito protetor na concentracéo de 10 pg.mLde EHFCC
sobre as concentracOes de 25 e 50ug.mL™ de NiSO4 (Figura 6). Nos demais grupos, no foi
observado nenhum indicativo de modificacdo de toxicidade. O mesmo é valido para a

concentracéo de 12,5 pg.mL*de NiSO4 em combinagdo com o EFHCC.
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Figura 6: Plantulas de Lactuca sativa cultivadas na presenca de NiSO4 e NiSO4 junto ao extrato
hidroetanolico das folhas de Caryocarcoriaceum(EHFCC), apds 7 dias de exposicdo. A) 50
pg.mL? de NiSO4; B) 50 pug.mL? de NiSO4 + 10 pg.mL* de EHFCC

O comprimento radicular das plantulas tratadas com 25 e 50 pg.mL*de NiSO4, cresceram

em média 3,51 £ 0,35 e 1,12 + 0,17 cm respectivamente, ao passo que, nas concentragdes cujo
o efeito protetor foi observado (10 pg.mL*de EHFCC,) houve um aumento de 20% no
comprimento na primeira concentracdo, na segunda, este aumento chegou a 96%, quando

comparados aos seus respectivos controles (Figura 7).
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Figura 7: Comprimento radicular, expressos em média * erro padréo, das plantulas de Lactuca
sativa cultivadas na presenca de NiSOs e Extrato hidroetandlico das folhas de
Caryocarcoriaceum (EHFCC) em diferentes concentragdes. Médias representadas por letras
diferentes, diferem significativamente entre si, de acordo com o teste de ANOVA de doif fatores
e teste de Tukey (p<0,05)
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O IT e o vigor se correlacionam positivamente ao comprimento radicular, com um aumento
na tolerancia e no vigor das plantulas nas mesmas concentracées as quais constatou-se um efeito
modificador da toxicidade, quando comparada a seus respectivos controles (tabela 4), ainda
sim, o EHFCC ndo modificou a toxicidade do NiSO4 a ponto de igualar aos mesmos parametros

das plantulas cultivadas apenas na auséncia de ambos.
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Tabela 5: Caracteristicas germinagdo e desenvolvimento incialLactuca sativa L. germinadas
na presenca de diferentes concentracbes de extrato hidroetandlicos das folhas de
Caryocarcoriaceum (EHFCC) cobinadas com NiSO4, grupos representados por letras
diferentesna mesma coluna, diferem significativamente, de acordo com teste de ANOVA de
dois fatores e teste de Tukey (p<0,05)

[NiSO4
[EHFCC 1 . , . .
Germina Radicul  Hipocotil .
] ug.lmL- ug.mL-  cao (%) VG a (cm) 0 (cm) INR IT  Vigor
1
0 0 97+ 0,87+ 5,87+ 0,37+ o+ 0,99+ 14%;41
1,9a 0,03 a 0,21 a 0,00 a oa 0,0la 12?35a
1 0 94 + 0,86 + 6,75 + 0,36 0+ 1+0a 14%;05
2,58 a 0,01a 0,34 a 0,00 a 0a - 15_63a
10 0 98 + 0,88 + 5,99 + 0,38 + 0+ 1+0a 16i’75
1,15a 0,01a 0,19 a 0,00 a 0a 20_67a
0 125 100 + 0,94 + 5,44+ 0,33+ 0+ 0,96+ 87;03
) 0a 0,01 a 0,24 a 0,01a oa 0,03a 9 I?c
1 125 98 + 0,87 572+ 0,35 + 0+ 0,98+ 14(1’09
) 1,15 a 0,01 a 0,26 a 0,01a 0a 0,04a 12:13a
10 125 98 + 0,93 + 5,65 + 0,34 + 0+ 0,98=% 131’10
' 1,15 a 0,01 a 0,19 a 0,00 a oa 0,03a 9 2_6a
0,09
0 o5 99 + 0,87 + 3,51+ 0,39 + + 0,77 = 87;03
1a 0,04 a 0,17b 0,02b 0,01 0,04c 9 57
b LIC
0,04 0,81 + 95,93
1 o5 99 + 0,89 + 3,87+ 0,35 + + 0.03¢ +
1a 0,02 a 0,15b 0,01 a 0,02 ’ q " 7,734,
a C
0,05
10 o5 98 + 0,86 + 4,22 + 0,32+ + 0,85+ 101’74
2a 0,05 a 0,28C 0,00 a 0,01 0,05d -
a 15,40d
0,39
0 50 100 + 0,86 + 1,12 + 0,40 + + 0,27 + 27;70
0a 0,02 a 0,08d 0,01b 0,02 0,06e 3 63
c 058
0,17
1 50 97 + 0,91 + 1,17 + 0,33+ + 0,29 + 28;65
la 0,03 a 0,06d 0,00 a 0,02 0,05e

b 3,11e
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0,17

10 50 98 £ 0,84 2,20 0,36 = . 0,56 + 54_;_04
1,15a 0,02 a 0,22e 0,00 a 0,01 0,08f .
b 11,32f

O indicador INR também apontou uma diminuicdo atenuacdo da toxicidade,nas plantulas
tratadas com ambas concentragdes de EHFCC e 50 pg.mL™? de NiSOs, em ambos 0s casos,
houve uma diminuicdo do valor do INR de 0,39 (grupo 50 pg.mL*de NiSO4) para uma valor
de 0,17 (1 e 10 pg.mL™* de EHFCC) (figura 8).

Figura 8: Indice de Necrose Radicular das plantulas de Lactuca sativa cultivadas na presenca
de diferentes concentragdes de NiSOs e extrato hidroetanélico das folhas de
Caryocarcoriaceum (EHFCC), dados expressos em média + erro padrdo. Médias representadas
por letras diferentes, diferem significativamente de acordo com o teste de ANOVA de dois
fatores e teste de Tukey(p<0,0,5)
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A capacidade dos componentes do EHFCC formar complexos com metais 0s apontam como
0s provaveis responsaveis pelo efeito protetor observado, impedindo que o Ni interaja com
outras biomoléculas, podendo esta complexacdo ocorrer in situ ou in vivo. No caso do primeiro
evento ocorrer, a absor¢do de Ni seria reduzida, ao passo que no segundo caso, a absor¢do
ocorreria de forma regular, ainda sim, nos dois casos o Ni se tornaria indisponivel para interacéo

com outras moléculas, logo alguns sistemas ndo seriam fortemente danificados.

Ao investigar a acdo do extrato das cascas de Terminaliaarjuna sobre a toxicidade induzida
pelo NiSO4 em arroz, Rajpoot et al. (2015) concluiram que o mecanismo de prote¢éo do extrato
consiste na diminuicdo da absor¢do de Ni, e que 0s responsaveis por este efeito sdo 0s
compostos fendlicos presentes no extrato, devido suas propriedades quelantes. O mesmo foi

concluido por Leite et al. (2017), através de ensaios combinados entre HgCl, e extrato de
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Psidiumbrownianum, onde também observaram uma reducdo do efeito toxico induzido pelo
metal pesado, e concluiram que este efeito esta associado ao potencial quelante ou antioxidante

dos metabolitos secundarios de Psidiumbrownianum.

Outra possivel explicacdo € que, as moléculas do EHFCC podem atuar na captacdo de EROs
(PROCHAZKOVA et al., 2011), que se tornam persistentes em organismos sob estresse. Neste
caso, 0s metabolitos do EHFCC interagem com estas moléculas evitando o dano causado apenas
pelos EROs, ao passo que o Ni ainda assim, interagiria com as demais biomoléculas. Logo, a
presenca do EHFCC contém apenas alguns dos danos induzidos pelo Ni, sem que ocorra
complexacéo entre do EHFCC e o Ni. Ou até mesmo uma associac¢ao dos dois efeitos (atividade

quelante do metal e antioxidante ao mesmo tempo).

Uma terceira explicacdo, seria a interacdo entre os compostos do EHFCC diretamente com
mecanismos fisiologicos das plantulas, induzindo uma resposta positiva na sintese de
defensivos que ndo sdo autotoxicos, mas que surtem efeito na atenuagédo da toxicidade induzida
pelo Ni. Como também, o simples fato da presenca do extrato do EHFCC in situ diminuir a
absorcdo de Ni, por meio de interacdo alelopatica (BALKE, 1985).Em um nivel ecoldgico,
alguns metabolitos secundarios podem atuar como aleloguimicos, afetando o desenvolvimento
de outras plantas, a ponto de inibir ou favorecer seu desenvolvimento, no caso de acidos
fendlicos e flavonoides, podem estimular ou inibir a absor¢do de nutrientes (CESCO et al.,
2012), e interagir com hormdnios de outras plantas (TAYLOR; GROTEWOLD, 2005).

As concentracfes de pigmentos fotossintetizantes nas plantulas do grupo controle foi de
35,6 mg.g*de MF para clorofila a, enquanto que a clorofila b esteve presente na concentragio
média de 12,91 mg.g? de massa fresca. A concentragdo de clorofila a e b, presentes nas
plantulas cultivadas na presenca de ambas concentracdes de EHFCC, bem como de 12,5 pg.mL"

1 de NiSO4 ndo diferiram do controle.

Da mesma forma que nos indicativos de toxicidade discutidos anteriormente, as plantulas
cultivadas na presenca de 25 e 50 pg.mL™? de NiSO4 apresentaram concentracdes inferiores ao
controle, mas quando cultivadas na presenca de EHFCC e NiSQO4 as concentragdes de clorofila
aumentaram.No caso das plantulas cultivadas na presenca de 25 pg.mL* de NiSO4 e EHFCC,
as duas concentracOes deste Ultimo foram capazes de atenuar a toxicidade do NiSOs, a ponto
de apresentar concentracdes das clorofilas em niveis semelhantes aos grupos controles

(negativos para NiSO4), enquanto que na combinacdo de 50 pg.mL?*de NiSO apenas a
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concentracéo de 10 pg.mLde EHFCC foi capaz de atenuar a toxicidade induzida pelo NiSO4
sobre a clorofila, porém essa concentracdo ndo foi semelhante as concentragdes dos controles

negativos ao NiSO4, ndo havendo uma protecéo de 100% nesse sistema.

Figura 9: Concentragdes de clorofila a e b, expressas em média + erro padrdo, em mg.g™ de
massa fresca (MF) de plantulas de Lactuca sativa, cultivadas na presenca de diferentes
concentracdes de NiSO4 e Extrato hidroetanolico das folhas de Caryocarcoriaceum (EHFCC),
medias representadas por letras diferentes, diferem de forma significativa de acordo com o teste
de ANOVA de dois fatores e teste de Tukey (p<0,0,5)

Clorofila a Clorofila b

[NiSO,] pg.mL™

[NiSO,] pg.mL™

W 0 ugmL' [EHFCC) 1 ngmL" [EHFCC) B8 10 ugmL" [EHFCC)

A clorose é um indicador fortemente associado a toxicidade induzida por metais pesados,
incluindo o Ni (PANDEY; SHARMA, 2002), sendo essa clorose atribuida a distarbios na
sintese de clorofila (STORBAT et al., 1985). Visto que, a clorofila é uma molécula sintetizada
a partir da enzima delta aminolevulinatodesidratase, que possui como grupo prostético, em
plantas, 0 Mg?*, este fon metalico pode ser substituido por outros metais pesados (MORSCH et
al., 2002; ROCHA et al., 2012), o que acarreta em uma diminuicdo da atividade enzimatica e
consequente descréscimo na concentracdo de clorofila, como constatado por Gupta et al. (2009)
e por Parlak (2016).

O perfil espectroscopico no infravermelho revelou picos, associados a grupos funcionais
tipicos de biomoléculas estruturais do tecido vegetal das folhas provenientes do metabolismo
primario, como carboidratos e glicosideos (amido, celulose, hemicelulose, pectina), acidos
nucleicos, fosfolipidios de membrana e proteinas (tabela 5), promovendo um panorama da

influéncia do EHFCC e do NiSO4 sobre o metabolismo primério destas plantas.
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Nas folhas tratadas com NiSOs4 e com EHFCC, isolados, constatou-se um aumento na
absorbancia de grupos funcionais (tabela 4), associados a moléculas do metabolismo primario
(figura 10 e 11, tabela 5).

Tabela 6: NOmero de onda (cm™) obtido e registrado na literatura e grupo funcional
correspondente, de acordo com analises espectroscdpicas na regido do infravermelho médio

. NUmero Grupo
Numero de _ L _ o
deonda  Tipo de ligacéo funcional/Classe Referéncia
Onda (cm™
(cm™) Molecular
Khanmohammadi;
Garmarudi
1025 - CH2OH tipica  Carboidratos (glicose, (2011);
de carboidratos;  frutose, glicogénio); Mordechai et al.
(2001); Huleihel
et al. (2002)
1025 Relacionado a
1050 — o Alcoois primarios ou Contes (2000
- e oates
1200 secundarios
1020 — _ _ Wood et al.
Cc-0 Glicogénio
1050 (1996, 1998)
Anéis de Wong et al.
n(C-0) e n(C- _ ]
1111 1107-1110 o polissacarideos (1991); Shetty et

(pectina, celulose) al. (2006)
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1217

1224-1225

1240

1374

1643

1741

2970

1217

1224

1240

1240 -1265

1373

1643

1740-1745

2970

POy

POy

n(PO2)

n(CHs)

Fosfato

Ligacdo simétrica do
grupo fosfato em
fosfolipideos

Fosfolipideos de

membrana

Ligacdo presentes em
a-hélice de proteinas
(Amido 1)

Base nitrogenadas:

citosina e guanina

Amide I, relacionado

a bandas protéicas

Ester associado a
fosfolipideos,

trigliceridios

Lipideos, acidos

graxos

Choo et al.
(1995);

Dovbeshko et al.
(1997)

Fabian et al.
(1995)

Fuijoka et al.
(2004)

Yang et al.
(2005);

Stone et al. (2004)

Dobveskho et al.
(1997)

Huleihel et al.
(2002)

Fabian et al.
(1995); Andrus et
al. (1998); Wu et

al. (2001)

Shetty et al.
(2006)
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Na figura 10 as bandas correspondentes a grupos funcionais encontrados em
fosfolipidios(niimero de onda 1741 cm™), carboidratos da parede celular (nimero de onda 1111
cm?), e proteinas, (nimero de onda 1643 cm™), apresentam maior intensidade nos grupos de
plantulas tratados com NiSO4 na concentragdo de 12,5 pg.mL?, quando comparado com as
plantulas tratadas apenas com éagua destilada (grupo que conta apenas com a reserva da

semente).

No entanto, quando observamos as mesmas bandas analisadas nas concentragdes de NiSO4
25 pg.mL? e 50 pg.mL* (com toxicidade significativa comparada ao grupo NiSO412,5 pug.mL
! a partir dos dados morfométricos, INR e de teor de clorofilas), é perceptivel que estas bandas
possuem menor intensidade, o que indica que uma maior concentracdo de Ni esta
desencadeando os efeitos toxicos descritos pela literatura, como aumento do estresse oxidativo
(MAHESHWARI; DUBEY, 2009; GAJEWSKA; SKLODOWSKA, 2007), e/ou interferindo
na biossintese de fosfolipidios, carboidratos da parede celular e proteinas das células da folha
(SEREGIN; KOZHEVNIKOVA, 2006), mesmo com a presenca de sulfato.

Figura 10: Perfil espectroscopico no infravermelho médio das folhas das plantulas cultivadas
na presenca de NiSO4

Controle agua vs NiSO,4
0.184

3
0.15-
2 @
§0.12— o — NiSO, 12,5 mg/L
8 g — NiSO, 25,0 mg/L
;EO'OQ' | — NiSO, 50,0 mg/L
§0.06— \ — Controle (agua)
e \
0.03
0.00 —m—m™™ @ @——————————————————
3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda (cm™)

J& na presenca apenas do EHFCC, ha um discreto aumento de intensidade nas bandas
correspondentes a grupos funcionais encontrados em fosfolipidios, carboidratos da parede,
4cidos nucleicos (n° de onda 1374 cm™)e proteinas da folha. Isso se explica porque todos os

extratos de plantas, por sua origem e pela afinidade com os solventes utilizados, podem
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apresentar ions sulfato, nitrato e fosfato em sua composicdo (CATALDI, 2003). O ion sulfato
presente no extrato poderia ativar as vias metabolicas ja comentadas de forma discreta, e por
ndo haver componentes que induzem fitotoxicidade, como o Ni, ambos os grupos tratados com

EHFCC apresentam valores de absorbancia muito préximos.

Figura 11: Perfil espectroscopico no infravermelho médio das folhas das plantulas cultivadas
na presenca do extrato hidroetanolico deCaryocarcoriaceum(EHFCC)
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O fato do controle negativo, para presenga de NiSOse EHFCC, possuir picos de absorbancia
menos intensos, possivelmente se deve ao fato de que, as plantulas deste grupo se desenvolvem
apenas na presenca dos nutrientes de reservas da semente, o que pode induzir déficit de alguns

micronutrientes que induzem a ativagdo de rotas metabolicas especificas.

No grupo tratado com NiSQy, as plantulas também sdo expostas a SO42, que é um ativador
de vias metabdlicas fundamentais, que consequentemente ativam outras rotas metabdlicas,
estando direta e indiretamente relacionado a sintese de proteinas, carboidratos e fosfolipidios
(figura 12), os mesmos grupos funcionais que apresentam picos de absorbancia maiores que o
grupo controle, 0 mesmo vale para o EHFCC, visto que extratos de plantas podem apresentar
concentragdes de macro e micro nutrientes, que sdo extraidos do material vegetal durante o
processo de obtencdo do extrato (CATALDI, 2003).

O S04 é transportado para o meio intracelular por meio de transportadores de sulfato. Em

seguida € convertido em adenosina 5’-fosfosulfato (APS), numa reacdo catalisada pela ATP
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sulfurilase. A APS ¢é convertida em sulfito pela enzima APS redutase gracas a oxidacdo da
glutationa reduzida (GSH). A glutationa é reduzida pela glutationa redutase, que oxida o
NADPH proveniente da via das pentoses-fosfato, que por sua vez consome a glicose-6-fosfato.
Para aumentar a concentracao de glicose-6-fosfato, o amido de reserva é degradado, podendo
ser utilizado para a obtencdo de mais glicose-6-fosfato. O sulfito obtido na reacdo da APS
redutase é precursor dos aminoécidos cisteina, metionina, glutationa e glicina. Na fotossintese,
0 CO> sera convertido em hexoses, e uma vez no citosol, as hexoses sao convertidas em glicose-
6-fosfato, que seguira para a via das pentoses-fosfato ou para a glicolise, permitindo a
biossintese de varios compostos abundantes na folha: biossintese de celulose, hemicelulose,
amido, fosfolipidios (a partir dos &cidos graxos produzidos a partir da acetil-CoA e do glicerol-
3-fosfato) e aminoéacidos, aumentando a sintese proteica (KOPRIVA; RENNENBERG, 2004;
DAVIDIAN; KOPRIVA, 2010).

Figura 12: Processos metabdlicos associados de forma direta ou indireta ao SO%, com base na
literatura de Kopriva e Rennenberg (2004) e Davidian e Kopriva (2010)

Sulfato (SO,2") co, H,0
ATP l l ;
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APS I hemicelulose
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Ainda assim, é possivel detectar o efeito protetor do EHFCC contra o NiSO4 ao analisarmos
os valores de absorbancia entre o grupo remediado (EHFCC + NiSO4) quando comparado a
seus respectivos controles (EHFCC e NiSO;s isolados). As bandas correspondentes a grupos
funcionais encontrados em fosfolipidios, carboidratos da parede celular (celulose, hemicelulose

e pectina) e proteinas apresentam maior intensidade nos grupos de plantulas tratados com
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EHFCC e NiSO4, quando comparado com as plantulas tratadas apenas com NiSOas. Isso
acontece porque, possivelmente, os compostos fendlicos do pequi diminuem a entrada de niquel
na planta, permitindo somente a entrada de sulfato, com consequente aumento da biossintese
dos compostos abundantes na folha e reducdo do estresse oxidativo. Nos grupos tratados
somente com NiSO4, a proporcdo de Ni?*:SO4?> disponivel para as plantulas é de 1:1. J4 com o
EHFCC, essa propor¢do é alterada, com um 6bvio aumento da disponibilidade de sulfato e
diminui¢do da disponibilidade de niquel.

Figura 13: Perfil espectroscopico no infravermelho médio das folhas das plantulas cultivadas
na presenca de NiSO4 e extrato hidroetanolico de Caryocarcoriaceum (EHFCC)
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Logo, a presenca do EHFCC atenua a fitotoxicidade induzida pelo NiSO4, por meios ainda
ndo tdo bem esclarecidos, seja por meio da mobilizacdo do Ni, impedindo-o de ser absorvido
pela planta. Atuando como antioxidantes, sequestrando as EROs que sdo formadas em maiores
concentracdes, ou apenas diminuindo a absorcdo de Ni, através de um mecanismo que agiria

como um aleloguimico negativo, mas que atua como um regulador de absor¢do de nutrientes.
CONSIDERACOES FINAIS

Dentro do modelo experimental proposto, pode-se constatar que o EHFCC, constituido
majoritariamente por &cidos fendlicos e flavonoides, induz efeito tdxicos apenas nas
concentragdes superiores a 1.000 pg.mL*. O mesmo foi ndo foi observado para o NiSOs, que
passa a apresentar efeitos deletérios nas plantulas a partir da concentragdo de 25ug.mL?, sendo

esta uma concentragdo bem proxima ao Clso.
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Por outro lado, observamos que ao cultivar plantulas na presenca de concentragdes segura
do EHFCC e concentracfes toxicas do NiSO4, ocorre uma atenuacdo dos efeitos toxicos do
NiSO4, promovendo um aumento no crescimento radicular, vigor, tolerancia, e diminuigéo do
INR das pléantulas, conferindo assim uma maior chance de sobrevivéncia destas, 0 mesmo vale
para as concentracOes de clorofila e para os grupos funcionais relacionados ao metabolismo

primario das plantas (carboidratos, fosfolipidios e proteinas).

Embora o mecanismo de protecdo do EHFCC ndo esteja esclarecido, ha relatos na literatura
que apontam para o potencial quelante das moléculas presentes no extrato, porém, ndo podemos
descartar a ideia de que um efeito alelopético seja o responsavel pelo efeito atenuante da
toxicidade induzida pelo NiSO4, ndo havendo uma complexacdo, mas alteracdes na taxa de
absorcdo do Ni. Ainda sim, o EHFCC pode vir a se tornar um promissor aliado na remediacédo

quimica de metais pesados em areas que apresentaram elevadas concentragfes de Ni.
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