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Resumo

No Brasil, o cerrado se destaca por deter de 20 a 50% das espécies vegetais do pais,
contribuindo para a pesquisa de produtos naturais. Dentre as plantas medicinais do cerrado,
Lafoensia pacari A. St.-Hil., conhecida como dedaleiro ou pacari, € amplamente utilizada
como antipirético, cicatrizante, anti-inflamatoério, antidiarréico, no tratamento de gastrite e
cancer. Estudos indicam que extratos de L. pacari apresentam atividade antioxidante,
antiinflamatdria, analgésica, antimicrobiana e antidispéptica. Dentre os grupos de metabdlitos
identificados em folhas e casca do caule de L. pacari, destacam-se os polifendis, como taninos
e flavondides, relacionados as suas atividades farmacoldgicas. Devido a importancia
farmacoldgica de L. pacari, ha necessidade de estudos que possam contribuir para a
padronizagdo das partes da planta como matéria-prima vegetal. Estudos acerca da influéncia
de fatores ambientais sobre a producéo dos principais grupos de metabdlitos secundérios do
pacari s80 importantes, pois contribuem com dados para o cultivo e coleta, e para estabel ecer
parémetros quantitativos dos metabdlitos da droga vegetal. Este trabalho teve como objetivo
avaiar ainfluéncia de fatores ambientais como temperatura, precipitacéo, nutrientes minerais
do solo e dos tecidos vegetais, sobre concentracdo dos principais metabdlitos secundarios das
folhas e da casca do caule do pacari. Através de métodos espectrofotométricos foram
determinados os teores de fendis totais, taninos por precipitacdo de proteinas, taninos
hidrolisaveis, flavondides totais e acido elagico nas folhas e casca do caule de L. pacari,
assim como os hiveis de nutrientes minerais nestes tecidos durante o periodo de um ano em
cinco localidades, com coletas trimestrais. Foi realizada a analise de fertilidade para os solos
de cada localidade de coleta segundo procedimento padronizado pela EMBRAPA. Os dados
obtidos foram analisados através de Andise de Redundancia Canbnica e Andlise de
Agrupamento Hierarquico. Os resultados obtidos, apos a andlise estatistica, demonstraram que
para as folhas de L. pacari existe influéncia da sazonalidade, com a temperatura e 0s
micronutrientes foliares (Cu, Fe, Mn, Zn) sendo os principais fatores de influéncia do
ambiente e que para a casca do caule de L. pacari o local (regido) em que 0 espéecime se
encontra € o principal fator de variacdo nos teores de compostos fendlicos, com a fertilidade
do solo exercendo maior influéncia sobre a casca do caule. Este estudo sugere que para L.
pacari, fatores climaticos, estado nutricional do tecido vegetal e as condi¢des de solo exercem
influéncia sobre os teores de compostos fendlicos encontrados nos tecidos vegetais analisados
desta planta.

Palavr as-chaves: Taninos. Flavondides. Acido eldgico. Nutrientes minerais. Sazonalidade.



Abstract

In Brazil, the cerrado is holding out for 20 to 50% of plant speciesin the country, contributing
to research on natural products. Among the medicinal plants of the cerrado, Lafoensia pacari
A. St.-Hil., known as dedaleiro or pacari is widely used as an antipyretic, healing, anti-
inflammatory, antidiarrheal, in gastritis and cancer. Studies have shown that extracts of L.
pacari has antioxidant, anti-inflammatory, analgesic, antimicrobial and antidyspeptic
activities. Among the groups of metabolites identified in L. pacari, stand out polyphenoals,
such as tannins and flavonoids, related to the its pharmacological activities. Due to the
pharmacological importance of L. pacari, there is need for studies that may contribute to the
standardization of plant parts as plant drug. Studies on the influence of environmenta factors
on production of the major groups of secondary metabolites of pacari are important because
they contribute data to the cultivation and harvest, and to establish quantitative parameters of
the plant drug metabolites. This study aimed to evaluate the influence of environmental
factors like temperature, precipitation, mineral nutrients from soil and plant tissues on the
concentration of secondary compounds in the leaves and bark of pacari. By
spectrophotometric methods were determined levels of total phenols, tannins by protein
precipitation, hydrolysable tannins, total flavonoids and ellagic acid in leaves and stem bark
of L. pacari, aswell as levels of nutrients in these tissues during the period of one year in five
localities, with collections quarterly. Analysis was performed for the soil fertility of each
collection site was the second standard procedure by EMBRAPA. The data were analyzed
using Canonical Redundancy Analysis and Hierarchical Cluster Analysis. The results, after
statistical analysis, showed that the leaves of L. pacari there is ainfluence of seasonality, with
the temperature and leaf micronutrients (Cu, Fe, Mn, Zn) being the main factors of influence
by environment and for the stem bark of L. pacari the location (region) where the specimen is
collected is the main factor of variation in phenolic compounds, with soil fertility exerting
greater influence on the stem bark. This study showed that for L. pacari climatic factors,
nutritional status of plant tissue and soil conditions, exert influence on the phenolic
compounds found in plant tissues analyzed from this plant.

Keywords: Tannins. Flavonoids. Ellagic acid. Mineral nutrients. Seasonality.
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1. INTRODUCAO

Historicamente, 0 homem utiliza recursos naturais como os vegetais, para diversos
fins, principamente alimenticio e medicinal (VILA VERDE et al., 2003). O conhecimento
sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o Unico recurso terapéutico de muitas
comunidades e grupos étnicos, sendo o uso de plantas no tratamento e na cura de
enfermidades t&o antigo quanto a espécie humana. (MACIEL et al., 2002).

Até o século XI1X, 0s recursos terapéuticos eram constituidos predominantemente
por partes de plantas e extratos vegetais, porém, no inicio do século passado, esses recursos
comecaram a ser estudados com os instrumentos cientificos da época e se estabeleceu
paulatinamente a tendéncia de utilizacdo das substéncias ativas isoladas, os chamados
“principios ativos’. Contudo, a importéncia das plantas para 0 homem, medida pela
intensidade de seu uso, tem assumido, nos diversos estdgios de desenvolvimento da
sociedade, altos e baixos, sendo que nos dias de hoje representa uma das alternativas entre as
diferentes formas de insumos necessarios a existéncia humana, tendo como principal
vantagem o fato de ser uma fonte renovavel e, em grande parte, controlavel pelo homem.
Dentro deste contexto destaca-se a importancia das plantas para obtencéo e desenvolvimento
de medicamentos (SCHENKEL et al., 2004).

O Brasil é o pais com maior diversidade genética vegetal do mundo, contanto com
mais de 55.000 espécies catalogadas de um total estimado entre 350.000 e 550.000
(GUERRA e NODARI, 2004), isso implica em um enorme potencial do pais para pesquisa e
desenvolvimento de novos medicamentos fitoterapicos, assim como novas moléculas obtidas
de produtos naturais.

Apesar do enorme potencial biolégico do Brasil, a maior parte das espécies
medicinais cultivadas no pais, tanto para uso doméstico quanto para producdo de
fitotergpicos, sdo espécies exdticas, domesticadas em seus ecossistemas naturais e trazidas
para 0 pais durante o processo de colonizagcdo. Porém, nos ultimos anos, devido ao largo
emprego de espécies nativas pela populacdo, a necessidade de descoberta de novos farmacos e
pela fitoterapia constituir uma opcgdo terapéutica eficaz, varios autores tém apontado a
importancia dos estudos quimicos e farmacolégicos em espécies tropicais, como as
encontradas no Brasil, pela intensa producdo de metabdlitos secundarios nas espécies desses
ecossistemas (REIS et al., 2004).

Outro fator que também esta relacionado com o potencia do Brasil na pesquisa de

espécies medicinais € o fato de que, em nivel nacional, apenas 20% da populacdo é



responsavel por 63% do consumo de especialidades farmacéuticas, sendo que o restante
encontra nos produtos de origem natural, especialmente nas plantas medicinais, a principal ou
unica fonte de recursos terapéuticos (REIS et a., 2004), ou seja, desenvolvimento de novos
medicamentos a partir de espécies nativas do pais apresenta-se como uma aternativa viavel
para aumentar 0 acesso da populagdo mais carente aos recursos terapéuticos, além do fato de
gue o conhecimento popular acerca da utilizacdo medicinal de espécies nativas pode ser um
importante ponto de partida para o estudo relacionado a seus potenciais terapéuticos.

Nessa constante interacdo homem-ambiente, a necessidade tornou-se um fator
relevante no delineamento da utilizacdo popular regional de plantas, uma vez que esta vem
oferecendo uma contribuicdo cada vez maior as ciéncias do homem, devido a uma gama de
conhecimentos e préticas médicas de cardter empirico, influenciadas pelo contexto socio-
cultural, econdmico e fisico, no qual encontram-se inseridos. Com isso, a abordagem
etnofarmacol 6gica, ou segja, 0 estudo das plantas medicinais a partir de seu emprego por uma
dada populacdo, constitui um aparato Util na elaboracdo de estudos farmacoldgicos e
fitoquimicos, por ja serem utilizadas por muito tempo (VILA VERDE et d., 2003).

O Brasil, como um dos paises detentores de uma megadiversidade (GUERRA e
NODARI, 2004), apresenta um complexo conjunto de biomas, que incluem desde a floresta
amazonica, o pantanal, a mata atlantica, a caatinga, o cerrado, entre outros. Devido ao fato de
apresentar vérios biomas diferentes, com caracteristicas peculiares a cada um, a inter-relacéo
entre as populacdes que vivem nesses diversos biomas e a utilizagdo dos recursos disponiveis
neles, inclusive para fins terapéuticos, representa um poderoso suporte para a pesquisa
cientifica, tendo em vista a grande quantidade de informacfes que podem ser obtidas deste
conhecimento popular.

O Cerrado destaca-se dentre os biomas brasileiros, pois apresenta uma rica
biodiversidade, entretanto se encontra altamente ameacado pela ocupacdo humana e a
expansdo da fronteira agricola (BRASIL, 2010), e a pesquisa e desenvolvimento de produtos,
como fitotergpicos, a partir de plantas nativas do Cerrado, apresenta-se como uma aternativa
interessante de conservagao e desenvolvimento econdmico sustentavel da regido.

Uma planta nativa do Cerrado e que apresenta potencial para desenvolvimento de
novos produtos na area farmacéutica € a Lafoensia pacari A. St.-Hil., conhecida como
dedaleiro ou pacari (MUNDO e DUARTE, 2007), utilizada popularmente como antipirético
(MUNDO e DUARTE, 2007), anti-inflamatério (ROGERIO, 2006) e no tratamento de
gastrite, Ulcera (NUNES, 2003) e cancer (SOLON, 2000). Alguns estudos realizados com

extratos obtidos das folhas e casca do caule de L. pacari indicam atividade antimicrobiana



(LIMA et al., 2006; PORFIRIO et a., 2009; SILVA J et a., 2010) anti-inflamatoria
(ROGERIO, 2006), antinoceptiva (GUIMARAES, 2008), antidepressora (GALDINO et al.,
2009) e antidispéptica (MENEZES, 2006), enquanto que estudos fitoquimicos revelaram a
presenca de taninos (SOLON, 2000), flavondides (SANTOS et al., 2000), saponinas,
terpenos, derivados antraguinénicos e cumarinas (SAMPAIO e LEAO, 2007) neste vegetal,
com destaque para os compostos fendlicos, uma vez gque alguns trabalhos encontrados na
literatura correlacionam as atividades biol 6gicas apresentadas pel os extratos de L. pacari com
a presenca de alguns grupos de compostos fendlicos, principalmente os taninos e 0s
flavondides, sendo o acido elagico seu principal metabdlito fendlico.

Considerando-se o potencial de L. pacari para o desenvolvimento de um novo
medicamento fitoterdpico, torna-se importante a realizagcdo de estudos que contribuam para a
domesticacdo e cultivo desta planta e que estabelecam parametros de qualidade para a droga
vegetal, tais como os que visem conhecer a influéncia dos fatores ambientais (sazonalidade,
solo, clima e nutricdo mineral) sobre a concentracdo de compostos fendlicos, uma vez que é
atribuido a estes compostos, grande parte das atividades bioldgicas de L. pacari, e como séo
compostos oriundos do metabolismo secundério do vegetal, sua producdo e concentracdo nos
diferentes tecidos vegetais séo influenciadas pelos fatores do ambiente no qual a planta se
encontra (GOBBO-NETO E LOPES, 2007).

Com base nas informagBes ja apresentadas e tendo em vista a caréncia de
informacfes sobre a influéncia dos fatores ambientais sobre a producdo de metabdlitos
secundarios de L. pacari A. St.-Hil., propds-se a realizacdo do presente trabalho, visando
obter novas informagdes que contribuam para padronizacdo das folhas e casca do caule desta
planta como matéria-prima vegetal, contribuindo para o possivel desenvolvimento de um
medicamento fitoterdpico, e também para estudos acerca do cultivo e colheita adequada desta

planta.

1.1. O BIOMA CERRADO

Dentre os biomas citados pode-se destacar o bioma cerrado cuja biodiversidade é
bastante expressiva e conspicua. Dados reunidos de varios autores sugerem que, dependendo
do grupo taxondmico considerado, a porcentagem de espécies brasileiras que ocorrem no
cerrado pode representar algo entre 20 e 50% do total encontrado no pais (MACHADO et a.,
2004).



O cerrado brasileiro localiza-se predominantemente no Planalto Central do Brasil,
abrangendo os estados de Goias, Mato Grosso, Tocantins, Roraima, Maranhdo, Piaui, Bahia,
Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Sao Paulo e Distrito Federal (DIAS, 1992). Este bioma é
0 segundo maior em é&rea, sendo superado apenas pela floresta amazénica (RIBEIRO e
WALTER, 1998). Ocupava originalmente cerca de dois milhdes de km?, estendendo-se entre
3 e 24°de latitude sul e 41 e 63° de longitude oeste, representando 22% do territério brasileiro
(MACEDO, 1995), entretanto, o bioma j& perdeu 47,84% de sua cobertura de vegetacéo até
2008. A éarea desmatada até 2002 foi de 890.636 kn?, e, entre 2002 e 2008 esse valor foi
acrescido de 85.074 km2 (BRASIL, 2010)

Tendo em vista a vasta diversidade bioldgica do cerrado brasileiro, 0 mesmo
apresenta um grande potencial como fonte de novos produtos naturais, incluindo novas
mol éculas com atividade terapéutica e novos medicamentos fitoterdpicos, uma vez que muitas
espécies vegetais nativas deste bioma sdo popularmente utilizadas para o tratamento de
diversas enfermidades, como afeccBes dos rins, reumatismo, diabetes, ma circulacdo do
sangue, arteriosclerose, depurativo do sangue, inflamagfes, sifilis, colesterol alto,
hemorragias, hemorréidas, dores estomacais, cicatrizacdo, paralisias, dores lombares, Ulceras,
afeccdes do aparelho respiratério, hematomas, contusdes, pancadas, anestesia, moléstias do
figado, doencas venéreas, afeccOes do aparelho urindrio, diarréias, febres, regulador
menstrual, afeccdes da pele e vermes. Dentre as espécies utilizadas podem-se citar algumas
como: Caryocar brasiliense Cambess. (pequi), Croton antisyphiliticus Mart. (canela-de-
perdiz), Dorstenia brasiliensis Lam. (carapid), Heteropteris anceps Ndz. (guiné-do-campo),
Jacaranda decurrens Cham. (carobinha), Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville
(barbatiméo) e Vernonia polyanthes Less. (assapeixe) (RODRIGUES e CARVALHO, 2001).

Por ser o Bioma Cerrado um complexo vegetacional que detém grande
diversidade biol6gica, que ocupa extensa area territorial nas regides centrais do nosso pais, e
com maior concentracdo populacional (RODRIGUES e CARVALHO, 2001), € que se
justifica a importancia deste para 0 estudo de espécies vegetais com potencia terapéutico
tanto para o desenvolvimento de novos medicamentos fitoterapicos, quanto para a busca de
novas entidades quimicas com fins medicinais.

Entretanto, para o desenvolvimento de novos medicamentos a partir de plantas
medicinais € necessaria uma série de estudos multidisciplinares, que incluem aém da
etnobotanica e etnofarmacologia, outras ciéncias que incluem a quimica, a farmacologia, a
boténica, agronomia e tecnologia farmacéutica (PINTO et a., 2002), por isso, 0O

desenvolvimento de um novo fitoterdpico abrange varios estudos e pesquisas desde a



utilizag@o popular das plantas medicinais, estudos boténicos, obtencéo de extratos, avaliagdo
de atividades farmacolégicas e/ou antimicrobianas, estudos fitoquimicos, analiticos,
agrondmicos para fins de cultivo, e farmacotécnicos. Com isso, percebe-se a importancia da
interacdo entre essas diversas areas do conhecimento a fim de se produzir um novo
medi camento fitotergpico ou uma nova entidade quimica isolada de produtos naturais.

Dentro do contexto ja apresentado, o cerrado brasileiro € fonte de varias espécies
vegetais com propriedades medicinais, das quais, algumas ja apresentam varios estudos sobre
utilizacdo medicina popular, atividades bioldgicas, constituicdo quimica, entre outros, e que

demonstram o potencial destas plantas para a producdo de novos medicamentos fitoterapicos.

1.2. Lafoensia pacari A. St.-Hil.

A espécie botanica Lafoensia pacari A. St.-Hil. (Figura 1) € uma planta de porte
arboreo pertencente a familia Lythraceae, que compreende cerca de 22 géneros com ampla
distribuicdo nos tropicos e subtrépicos de todo o mundo (JOLY, 2002). E conhecida
popularmente como dedaleiro, didal, mangabeira-brava ou pacari no Brasil (MUNDO e
DUARTE, 2007) e como morosyvo no Paraguai (SOLON, 2000). E utilizada pela popul agéio
brasileira como antipirético, cicatrizante, tbnico (MUNDO e DUARTE, 2007), para tratar
dores na coluna, gastrite, Ulcera (NUNES et al., 2003), antidiarrréico (COELHO et al., 2005)
e também no Paraguai € utilizada para o tratamento de cancer (SOLON et al., 2000).

Figura 1 — Espécime de Lafoensia pacari A. St.-Hil., com flores em detalhe.



Muitos estudos ja foram realizados com o pacari buscando validar suas atividades
terapéuticas e determinar sua constituicdo quimica, como por exemplo, os estudos realizados
por Sdlon et al. (2000) que sugerem uma atividade antioxidante do extrato metandlico da
casca do caule e também determinaram através de métodos cromatogréficos (cromatografia
liquida de alta eficiéncia) que o &cido elagico esta presente nas cascas e € 0 principal
responsavel pela potente atividade antioxidante do extrato analisado e suas fracfes, Rogério et
al. (2003) demonstrou que o extrato aquoso da casca do caule inibi aliberacdo de inteleucina
5 (IL-5) em modelo de toxocariase induzida em camundongos sem apresentar atividade
antiparasitaria, Rogério (2006) determinou que o extrato aquoso da casca do caule do pacari
apresenta atividade antiinflamatoria, antinoceptiva e antiedematogénica em modelo murino,
comparando com padrdo de &cido elagico, propondo assim, que este composto pode ser 0
responsavel, também, pelas atividades farmacolOgicas comprovadas no estudo, Menezes
(2006) demonstrou que o extrato metandlico da casca do caule do pacari ndo apresenta
atividade na erradicacéo de Helycobacter pylori em estudo clinico randomizado duplo cego,
porém, este mesmo estudo mostrou que o tratamento com este mesmo extrato foi capaz de
diminuir a sintomatol ogia dispéptica de grande parte dos pacientes tratados.

Em estudo realizado por Lima et al. (2006) o extrato etandlico das folhas de L.
pacari mostrou valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) na faixa entre 312,5 a 2500
pg/mL, 250 pg/mL, 625 pg/mL, e 1250 pg/mL, respectivamente, frente oito diferentes
variedades de Staphylococcus aureus Gram-positivas, Proteus mirabilis Gram-negativas e 0s
bacilos acido-resistentes Mycobacterium phlei, M. fortuitum e M. smegmatis. O extrato
etandlico do caule de L. pacari apresentou valores de CIM de 625 pg/mL contra S aureus.

Guimardes (2008) demonstrou que o extrato etandlico das folhas de L. pacari
apresenta atividade antiinflamatéria e analgésica, assim como o extrato da casca do caule,
descartando-se a possibilidade da atividade antinoceptiva estar relacionada a efeitos no
sistema nervoso central, tais como ac8o asiolitica, depressora ou miorrelaxante.

Galdino et al. (2009) demonstraram que o extrato etandlico da casca do caule de
L. pacari e a fracdo clorofdrmica obtida deste extrato apresentam atividade tipo-
antidepressiva em camundongos, mostrando um efeito sobre o sistema nervoso central (SNC)
para o extrato obtido da casca do caule. Nesse mesmo trabalho, foi confirmada a presenca de
&cido elgico tanto no extrato etandlico bruto quanto na fragdo cloroférmica, aém da
presenca de flavondides em ambas as amostras, e de saponinas no extrato etandlico da casca
do caule. Santos et a. (2000) realizaram o isolamento de flavondides foliares de L. pacari,

isolando uma série de heterosideos, como 3-O-glucosideos de kaempferol e quercetina



(galactosideo, glucosideo, glucosil-xilosideo) e também 3-O-glucosil-glucosideos de
kaempferol e quercetina.

Os principais constituintes quimicos descritos para L. pacari pertencem, na sua
maioria, a classe dos compostos fendlicos, tais como os taninos e os flavondides, destacando-
se 0 acido éagico, um polifenol que pode ser encontrado livre ou conjugado com agucares,
formando assim um grupo de taninos hidrolisaveis chamado de eagitaninos (SANTOS;
MELLO, 2004), e ao qual é atribuida grande parte das atividades bioldgicas do pacari, como
atividades antioxidante e antiinflamatéria e para o tratamento de cancer. Além dos compostos
fendlicos, Solon et al. (2000) e Galdino et a. (2009) descreveram a presenca de saponinas em
extratos obtidos da casca do caule de L. pacari e Sampaio e Ledo (2007) descreveram a

presenca de saponinas também nas fol has desta planta.

1.3. METABOLISMO SECUNDARIO E A INFLUENCIA DOS FATORES AMBIENTAIS

Os compostos fendlicos pertencem a uma classe de compostos que inclui uma
grande diversidade de estruturas, simples e complexas, que possuem pelo menos um anel
aromatico no qual, a0 menos, um hidrogénio é substituido por um grupamento hidroxila.
Estdo amplamente distribuidos no reino vegetal e nos microrganismos, fazendo também parte
do metabolismo animal (CARVALHO et d., 2004).

Figura 2 — Exemplo de composto fendlico (acido 4-hidr oxibenzbico)

Compostos fendlicos podem ser divididos quanto a ocorréncia destes no reino
vegetal em: compostos fendlicos amplamente distribuidos, como os derivados de é&cidos
benzoicos e de acidos cindmicos, cumarinas, flavondides e derivados de polimerizacéo
(taninos e ligninas); ou compostos fendlicos de distribuicdo restrita, compreendendo as
demais classes de substancias fendlicas (CARVALHO et al., 2004).

Os compostos fendlicos sdo originados do metabolismo secundério das plantas,
sendo essenciais para 0 seu crescimento e reproducdo, além disso, se formam em condicdes
de estresse como, infeccdes, ferimentos, radiaces UV, dentre outros (ANGELO e JORGE,
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2007). Os compostos fendlicos podem ser formados através de duas rotas biogenéticas: pela
via do acido chiquimico a partir de carboidratos, ou pela via do acetato-polimalato que inicia
com acetil-coenzima A e malonil-coenzima;, sendo que a origem biogenética determina o
padréo de substituicdo do composto fendlico, assim, pela via do acido chiquimico obtém-se
compostos fendlicos com grupos hidroxilas em posicéo orto, e pelavia do acetato-polimalato
originase compostos com grupos hidroxilas dispostos em meta, como por exemplo, os
flavondides (CARVALHO et al., 2004).

Dentro os compostos fendlicos encontrados em L. pacari, os derivados do écido
benzdico, como o acido galico e seu produto de dimerizacdo (&cido hexa-hidréxi-difénico) e
derivados, especialmente o acido elagico, ocorrem em grande quantidade, principalmente na
forma de taninos hidrolisaveis, assim como polifendis derivados da via do acetato-polimalato,
principal mente os flavondides e seus heterosideos além dos taninos condensados.

Os taninos hidrolisaveis originam-se pela via do éacido gaico, um acido
hidroxibenzbdico, sendo que o metabolismo deste é&cido apresenta uma importancia

significativa em muitos vegetais (HASLAM, 1998).
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Figura 4 — Esqguema da biossintese dos compostos fendlicos em plantas. (Fonte: TAIZ e
ZEIGER, 2004)
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Os taninos hidrolisavelis encontrados em L. pacari pertencem a classe dos
elagitaninos, estes sdo hexa-hidroxi-difenoil ésteres originados da via do acido gélico
(HASLAM, 1998), apresentando um ou dois residuos do tipo hexa-hidroxi-difenoil-D-glicose
de configuragéo (R) ou (S), os quais sdo obtidos pelo acoplamento oxidativo C-C entre dois
residuos de acido gélico. Apods hidrolise &cida das ligagOes éster, ocorre liberacdo do acido
difénico, que se rearranja espontaneamente para o acido elagico (Figura 5) (SANTOS e
MELLO, 2004).
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HO <,, A\ < ;\ —OH \\ (/ )—f'
—< \}‘ % > d o
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Acido Acido Eldgico

Heaxaidroxidifénico

OH
Figura 5 — Esquema de formacéo do acido elagico a partir da hidrdlise dos elagitaninos. (Fonte:
QUEIROZ et al., 2002)

Tendo em vista a complexidade do metabolismo envolvido na biossintese dos
compostos fendlicos presentes em L. pacari e sendo, de acordo com a literatura, estes
compostos 0s responsaveis pelas atividades bioldgicas atribuidas aos extratos desta planta,
especialmente os taninos e 0 acido elédgico, e sabendo-se que os metabdlitos secundarios
representam uma interface entre o vegetal e 0 meio ambiente, torna-se interessante buscar
entender a relagdo entre os fatores ambientais e a producéo de compostos fendlicos em L.
pacari, principamente no que tange as concentragdes de fendis nos diferentes tecidos
vegetais, em espécimes encontrados em diferentes ambientes e épocas distintas, a fim de

sugerir hipoteses que possam explicar arelacdo entre L. pacari e os fatores ambientais.



O estudo sobre a influéncia dos fatores ambientais sobre 0 metabolismo secundario
pode indicar quais desses fatores exercem maior influéncia sobre a producdo de metabdlitos
secundérios, especidmente os fendlicos, tais como fatores sazonais (temperatura e
precipitacdo), composicdo mineral do solo (fertilidade do solo), das folhas e da casca do
caule, entre outros, e, também, é muito importante quando se trata de plantas medicinais, uma
vez que os metabolitos secundarios (responsaveis pelos efeitos farmacoldgicos do vegetal)
representam uma interface quimica entre as plantas e 0 ambiente circundante, e assim, sua
sintese é frequentemente afetada por fatores ambientais (GOBBO-NETO e LOPES, 2007).

Monteiro et al. (2005), em artigo de revisdo sobre taninos, diz que os estudos
ecolgicos com plantas medicinais, curiosamente sd0 escassos, principamente associando o
teor de taninos com variaveis ambientais, pois segundo o mesmo autor alguns estudos sobre
variagOes do teor de taninos mostram que ha diferencas quando as plantas sdo coletadas e
analisadas em periodos distintos.

Os taninos séo um grupo de metabdlitos secundarios que ocorrem em grande ndmero
de espécies de vegetais superiores (SANTOS e MELLO, 2004), e que parece sofrer grande
influéncia de fatores ambientais tanto do ponto de vista quantitativo quanto qualitativo, uma
vez que fatores como sazonalidade (época do ano), atagque de herbivoros, poluicéo
atmosférica (MONTEIRO et al., 2005), disponibilidade hidrica, e nutrientes (macro e
micronutrientes) (GOBBO-NETO e LOPES, 2007) parecem afetar diretamente a composi ¢ao
quimica de taninos encontrados em um vegetal (provavelmente devido a influéncia
diferenciada sobre as rotas metabdlicas das diferentes classes de taninos) e também o teor de
taninos encontrados nos vegetals, 0 que pode ser justificado pelo fato da producéo destes
compostos estar relacionada a um tipo de reposta quimica do vegetal ao meio ambiente.

Os flavondides sao outro grupo de compostos fendlicos que sofrem influéncia dos
fatores ambientais em relac8o a seus teores nos tecidos vegetais, um exemplo é que estes sdo
acumulados principal mente em tecidos superficiais (tais como epiderme, subepiderme, pélos,
cuticula e material epicuticular) e utilizados pela planta como filtros UV, pois absorvem
radiacéo UV-B sem dterar a radiacdo fotossinteticamente ativa e 0 aumento na producéo de
tais metabdlitos, que funcionam como protetores solares para a planta, € controlado por
enzimas da rota biossintética dos fenilpropanéides (fenilalanina aménia-liase e chalcona
sintase, entre outras), as quais podem ter sua expressao génica induzida pela luz (GOBBO-
NETO e LOPES, 2007).

A partir de todas as informacOes ja descritas acerca de Lafoensia pacari, tanto

sobre suas propriedades farmacoldgicas quanto a sua fitoquimica, pode-se justificar a
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realizagdo de estudos que visem padronizar esta planta como matéria-prima vegetal, e assim
possibilitar o desenvolvimento de um novo medicamento fitotergpico a partir do pacari ou até
mesmo a obtencdo de moléculas isoladas a partir desta planta. Nesse contexto, o estudo dos
fatores que influenciam a producdo dos metabdlitos secundérios de L. pacari, com foco
nagueles que se acreditam estarem relacionados a suas propriedades farmacol dgicas, torna-se
relevante, uma vez que ndo ha, para essa espécie, estudos que relacionem a influéncia de
fatores ambientais como sazonalidade, temperatura, nutrientes do solo, disponibilidade hidrica
e exposicdo a luz ultravioleta sobre a sintese dos metabdlitos secundarios do pacari. Tal
estudo pode contribuir ainda com dados para estudos de cultivo, época de colheita adequada e
para estabelecer parametros quantitativos para eventuais grupos de substancias que sirvam

como marcadores.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabal ho teve como objetivo estudar a influéncia de fatores ambientais,
tais como sazonalidade, temperatura, disponibilidade hidrica e composi¢cdo quimica do solo na
concentracdo dos compostos fendlicos (fendis totais, taninos por precipitacdo de proteinas,
taninos hidrolisaveis, &cido elégico e flavonoides totais) presentes nas folhas e na casca do

caule de Lafoensia pacari A. St.-Hil.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Redlizar a quantificagdo dos seguintes grupos de metabdlitos secundarios: fendis totais,
taninos por precipitacdo de proteinas, taninos hidrolisaveis, écido elagico e flavondides
totais; nas folhas e na casca do caule de exemplares de L. pacari coletados, cada um, em
cinco diferentes |ocalidades;

Quantificar os nutrientes minerais presentes no solo, nas folhas e na casca do caule de
cada exemplar;

Redlizar coletas trimestrais, durante o periodo de um ano, para observar os efeitos da
sazonalidade;

Analisar os dados climaticos de cada localidade de coleta, a fim de obter informagdes
como temperatura média mensal e precipitacéo média mensal nas épocas de col eta;
Através de Andlise Estatistica Multivariada, determinar a correlagéo entre as variaveis
ambientais observadas e a concentracdo de substéncias fendlicas (variaveis quimico-

organicas) em L. pacari, em um periodo de 12 meses.
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3. MATERIAISE METODOS

3.1 COLETA E PREPARACAO DO MATERIAL VEGETAL

O material vegetal foi coletado trimestralmente, a partir de cinco exemplares da
planta, localizados, cada um, nos respectivos municipios do estado de Goias: Pires do Rio
(17°13'03,0"S; 48°18'49,5"W; 832m) Urutai (17°22'04,4"S; 48°12'19,6"W; 848m), Bela
Vista de Goids (16°58'48,3'S;, 48°56'06,8"W; 840m), Angpolis (16°22'40,4"S;
48°56' 35,5" W, 912m) e Nova Ameérica (15°00'16,7”S; 49°58'40,9”W; 701m); no periodo de
abril de 2009 a abril de 2010, totalizando 12 meses. Os exemplares de Lafoensia pacari A.
St.-Hil. s@o espécimes nativos do cerrado, sendo que as coletas trimestrais foram realizadas
sempre em um mesmo exemplar para cada localidade. As amostras foram identificadas pelo
Prof. Dr. Heleno D. Ferreira do Departamento de Biologia Geral/lUFG. Foram depositadas
cinco exsicatas, uma para cada exemplar, no herbério da UFG, sob os niumeros. 43.182
(Urutai), 43.183 (Pires do Rio), 43.184 (Bela Vista de Goias), 43.185 (Angpolis) e 43.186
(Nova América). Foi também, realizada amostragem do solo de cada exemplar utilizado no
estudo, seguindo protocolo padronizado pelo Laboratorio de Andlise de Solos e Foliar, da
Escola de Agronomia da Universidade Federa de Goiés (LASF-EA/UFG), destinada a andlise
dos nutrientes do solo.

O material boténico coletado foi seco em estufa com circulagdo de ar, sob
temperatura de 40°C, sendo dividido em dois grupos para cada exemplar coletado: folhas e
casca do caule. Apos o término do processo de secagem, o material foi pulverizado em
moinho de facas com tamis nimero 100 (150um) e o p6 obtido para cada amostra foi
acondicionado em sacos plésticos devidamente identificados e armazenado em local argjado e

protegido daluz.
3.2 METODOS DE DOSEAMENTO
3.2.1 Doseamento de Fenois Totais (FT)
Para 0 doseamento de fendis totais presentes nas folhas e na casca do caule de L.
pacari foi utilizado o método de Hagerman e Butler (MOLE e WATERMAN, 1987a).

Preparo das amostras. Pesou-se 0,75 g da amostra (material vegetal pulverizado),

transferiu-se para um erlenmeyer de 250 mL e adicionou-se 150 mL de agua destilada.
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Agueceu-se até fervura e manteve-se em banho-maria entre 80 e 90°C por 30 minutos.
Resfriou-se em agua corrente, transferiu-se o contedo do erlenmeyer para um baléo
volumétrico de 250 mL e completou-se o volume com &gua destilada. Deixou-se decantar o
sedimento e filtrou-se através de papel de filtro qualitativo. Desprezou-se os primeiros 50 mL
do filtrado. Cada amostrafoi preparada em triplicata.

Branco: Em um tubo de ensaio adicionou-se 2 mL de solucdo de
L SS/Trietanolamina, 1 mL de solucdo de FeClz e 1 mL de agua destilada.

Preparacdo da Curva Padr&o: Pesou-se 100 mg de acido tanico e transferiu-se para
um baldo volumétrico de 100 mL, completando-se o volume com 40 mL de metanol a 50%
(v/v) e o restante com &gua destilada. Retiraram-se aliquotas de 150 uL, 200 uL, 250 uL, 300
pL e 350 pL desta solugdo, transferiu-se para tubos de ensaio contendo 2 mL de solucéo de
LSS/Trietanolamina e 1 mL de solucéo de FeCls, e completou-se 0 volume para 4 mL com
agua destilada. Cada ponto da curvafoi preparado em triplicata. Deixou-se em repouso por 15
minutos e fez-se a leitura da absorbancia em 510 nm. Fez-se a Curva de Padrdo da
Absorbanciax Concentragao.

Doseamento de Fendis Totais: Adicionou-se em tubos de ensaio, devidamente
identificados, 2 mL de solucdo de LSS/Trietanolamina e 1 mL de solucdo de FeCls.
Adicionou-se em cada tubo, ja identificado, 1 mL da respectiva amostra. Deixou-se em
repouso por 15 minutos e fez-se aleitura da absorbancia em 510 nm.

Preparo da Solucdo de LSS/Trietanolamina: Solucéo contendo lauril sulfato de
sodio (LSS) 1% (plv), trietanolamina 5% (v/v) e isopropanol 20% (v/v). Completou-se o
volume da solucdo para 1l L com agua destilada.

Preparo da Solucéo de FeCl; (solugdo cromogénica): Dissolveu-se 1,629 de FeCl;
em 1 L de solugdo de &cido cloridrico (HCI) 0,001M. Preparou-se a solucéo de HCI 0,001M a
partir de uma solucdo estogue de HCI 0,1M. Retirou-se 10mL da solucdo de HCI 0,1M e
diluiu-se para 1 L com agua destilada em baldo volumétrico. Dissolveu-se 1,62 g de FeCl; em

1L de solucéo de HCl 0,001M (solugdo cromogénica).

3.2.2 Doseamento de Taninos por Precipitacéo de Proteinas (TPP)

Para 0 doseamento de taninos por precipitagdo de proteinas presentes nas folhas e
na casca do caule de L. pacari foi utilizado o método de Hagerman e Butler (MOLE e
WATERMAN, 1987b). Para esta técnica, utilizou-se uma solugdo de 1 mg/mL de albumina
sérica bovina em solucdo tampdo de acetato de sodio 0,2M (pH 4,9) contendo 0,17M de
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cloreto de sodio para precipitar os taninos em solucdo. Utilizou-se a solucéo detergente de
L SS/Trietanolamina para separar 0s taninos da proteina no precipitado, e a solucéo de FeCl;
foi utilizada como solugéo cromogénica.

Preparo das amostras. O processo de preparo das amostras foi 0 mesmo descrito
no item 3.2.1 parafendistotais.

Branco: Em um tubo de ensaio adicionou-se 4 mL de solucdo de
LSS/Trietanolaminae 1 mL do reagente de FeCls.

Preparacdo da Curva Padr&o: Pesou-se 100 mg de acido tanico e transferiu-se para
um baldo volumeétrico de 100 mL, completando-se o volume com 40 mL de metanol 50% e o
restante com agua destilada. Retiraram-se aliquotas de 100 L, 200 pL, 300 pL, 400 yL e 500
pL, e completou-se para 1 mL com &gua destilada em tubos de ensaio devidamente
identificados. Adicionou-se 2 mL da solu¢éo de albumina, aguardou-se por 15 minutos e
centrifugou-se a 3000 r.p.m. por 15 minutos. Apés a centrifugacdo, desprezou-se o
sobrenadante e dissolveu-se 0 precipitado com 4 mL de solucdo de LSS/Trietanolamina.
Adicionou-se 1 mL da solucdo de FeCl; e apbés 15 minutos efetuou-se a leitura das
absorbancias em 510 nm. Construir uma Curva Padrédo Absorbancia x Concentracéo. Preparar
cada ponto da curva em triplicata.

Doseamento de Taninos por Precipitacdo de Proteinas: Adicionou-se em tubos de
ensaio, devidamente identificados, 1 mL da respectiva amostra e 2 mL de solucdo de
albumina. Misturou-se o contelido dos tubos, ficando em repouso por 15 minutos e depois
centrifugou-se a 3000 r.p.m. por 15 minutos. Cada amostrafoi preparada em triplicata. Apos a
centrifugacéo, desprezou-se o sobrenadante, dissolveu-se o0 precipitado com 4 mL de solugéo
de LSS/Trietanolamina, adicionou-se 1 mL da solucéo de FeCls, misturou-se o contelido dos
tubos e que ficaram em repouso por 15 minutos. Efetuou-se a leitura da absorbancia em 510
nm, no espectrof otdmetro.

Preparo da Solucéo de Albumina Sérica Bovinaa 1 mg/mL em tampéo acetato de
sodio 0,2M (pH4,9): Para preparar 1 L da solugdo tampédo adicionou-se 11,44 mL de &cido
acético glacial (0,2M), 22,15 g de acetato de sodio (0,27M) e 9,945 g de cloreto de sodio
(0,17M) em um bal&o volumétrico de 1 L, e completou-se o volume com agua destilada gsp.
Acertou-se o pH da solucdo tampéo para 4,9 com auxilio de solucdo aquosa de hidroxido de
sodio (NaOH) 1M ou &cido acético 1M. ApoOs acertar o pH da solucéo tampéo, dissolveu-se
1mg de albumina sérica bovina (BSA) para cada mL (mililitro) de solugdo tampéo acetato de

sodio 0,2M (pH 4,9). Armazenar esta solucdo em geladeira.
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3.2.3 Doseamento de Taninos Hidrolisaveis (TH)

Para 0 doseamento de taninos hidrolisaveis nas folhas e na casca de L. pacari foi
utilizado o método do iodato de potassio (WILLISe ALLEN, 1998).

Preparo das amostras. Pesou-se 0,5 g da amostra (material vegetal pulverizado),
transferiu-se para um erlenmeyer de 250 mL, adicionou-se 20 mL de uma solucéo de
acetona:égua (7:3 v/v) e vedou-se bem o erlenmeyer com papel filme. Levou-se o erlenmeyer
para mesa agitadora e deixou sob agitacdo a 60 r.p.m. por uma hora. Apds esse tempo,
deixou-se decantar o residuo e filtrou-se através de papel de filtro. Adicionou-se outra
aliquota de 20 mL do solvente ao residuo contido no erlenmeyer e procedeu-se da mesma
forma, juntando o segundo filtrado ao primeiro. O processo foi repetido até completar trés
vezes. Apos redlizar a extragdo, levou-se o filtrado para evaporar a acetona em evaporador
rotativo, com temperatura maxima de 40°C. O extrato aquoso resultante foi extraido com trés
aliquotas de 30 mL de éter etilico em funil de separacdo, desprezando a camada etérea. O
extrato aguoso livre de graxas e clorofila (apds a extracéo como éter etilico) foi congelado em
frasco adequado e liofilizado. Ap6s a liofilizacdo do extrato, calculou-se o rendimento do
mesmo. Realizou-se em triplicata.

Branco: Em um tubo de ensaio adicionou-se 5 mL de solucéo de K105 a 2,5%
(p/v) e 1 mL de &gua destilada.

Curva Padréo: Em tubos, devidamente identificados, colocou-se 5 mL de solucéo
de K103 a 2,5% (p/v) e deixou-se em banho de agua a 25°C por 10 minutos. Pesou-se 100 mg
de &cido tanico e transferiu-se para um ba&o volumétrico de 100 mL, completando-se o
volume com 40 mL de metanol a 50% e o restante com agua destilada. Retirar aliquotas de
300 pL, 400 pL, 500 pL, 600 pL, 700 pL e 800 pL, transferiu-se para os tubos contendo a
solucdo de KIO3 a 2,5% (p/v) que estavam no banho de &gua e completou-se o volume final
dos tubos para 6mL. Deixou-se no banho por mais 5 minutos e apds esse tempo efetuou-se a
leitura das absorbancias em 550nm em espectrofotdmetro. Preparou-se cada ponto da curva
em triplicata. Construiu-se a Curva de Calibragéo Padréo Absorbancia x Concentracao.

Doseamento de Taninos Hidrolisaveis: Colocou-se em tubos de ensaio, devidamente
identificados, 5 mL de solucéo de K103 a 2,5% (p/v) e deixou-se em banho de &gua a 25°C
por 10 minutos. Apos esse tempo, adicionou-se 1ml da respectiva amostra em cada tubo,
misturou-se e colocou no banho novamente. Deixou-se no banho por 5 minutos e depois se
efetuou a leitura da absorbéancia em 550 nm, em espectrofotdmetro. Cada amostra foi

preparada em triplicata.
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Cdculo do teor de taninos hidrolisaveis:
Teor (%) = (((Cpa/Ce) x Pes)/Pmv) x 100
Onde:
Cpa = Concentragao do padréo equivalente na amostra;
Ce = Concentracéo do extrato;
Pes = Peso do extrato seco;
Pmv = Peso do material vegetal.

Preparo da solucdo de KIO3 a 2,5% (p/v): Pesou-se 2,5 g de iodato de potassio
(K103), transferiu-se para baldo volumétrico de 100 mL e completou-se o volume com agua
destilada gsp.

3.2.4 Doseamento de Acido Elégico (AE)

Para 0 doseamento de &cido elégico nas folhas e nas cascas do caule de L. pacari
foi utilizado o método descrito por Wilson e Hagerman (1990) adaptado.

Preparo das amostras: Para a hidrolise, as amostras (20 mg de material vegetal
pulverizado) foram colocadas em frascos com tampa, devidamente identificados, junto com
uma solucdo de H,SO,4 2N (10 mg de amostra/mL de écido), os frascos foram congelados e
depois foi feito vacuo dentro dos mesmos, estes foram entdo selados e deixados por um
periodo de 20 horas em repouso a uma temperatura de 100°C em estufa. Apos a hidrélise, os
frascos contendo as amostras foram arrefecidos até temperatura ambiente, abertos, e
resfriados em banho de gelo por 10 minutos. As amostras entéo foram filtradas a véacuo e o
residuo foi lavado com uma solucdo de lavagem gelada [Acetonaldgua/lHCI concentrado
(70/30/1 viviv)] e depois seco ao ar livre. Depois de seco, tanto residuo quanto papel de filtro
foram transferidos para um béquer e extraidos com 10 mL de piridina. Posteriormente, as
amostras em piridina foram filtradas novamente através de 1a de vidro em um funil analitico.
O filtrado foi utilizado para o doseamento de &cido eldgico. Todas as amostras foram
preparadas em triplicata.

Branco: Para o preparo do branco, adicionou-se 2 mL de piridina em um tubo de
ensaio, posteriormente adicionou-se 0,1 mL de HCI concentrado e misturou. Aqueceu-se esta
mistura até a temperatura de 30°C. Ap0s atingir a temperatura adequada, adicionou-se 0,1 mL

da solucdo de NaNO, a 1% (p/v) (solucéo cromogénica) e misturoul.
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Curva Padréo: Pesou-se 10 mg de acido elagico (hidrato de acido elagico 97% -
Alfa Aesar) e transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 mL, completando-se o volume
com piridina. Retiraram-se aliquotas de 100 pL, 200 pL, 300 uL, 400 uL e 500 pL da solugéo
inicial, transferiu-se para tubos de ensaio devidamente identificados, e completou-se o volume
para 2 mL em cada tubo com piridina. Adicionou-se 0,1 mL de HCI concentrado em cada
tubo, misturou-se e aqueceu até temperatura de 30°C. ApGs os tubos atingirem a temperatura
adequada, adicionou-se 0,1 mL de solugcdo de NaNO, a 1% (p/v) em cada tubo, deixou-se
repousar por 36 minutos e efetuou-se a leitura da absorbancia em 538 nm. Cada ponto da
curvafoi preparado em triplicata. Fez-se a Curva Padr&o absorbanciax concentracao.

Doseamento de Acido Elé4gico: Em tubos de ensaio, devidamente identificados,
transferiu-se 2mL das respectivas amostras, adicionar 0,1 mL de HCI concentrado, misturou-
se e aqueceu até temperatura de 30°C. Apds atingir a temperatura adequada, adicionou-se 0,1
mL de solugcdo de NaNO, a 1% (p/v), misturou-se e deixou em repouso por 36 minutos. Apds
o tempo de repouso, efetuou-se a leitura da absorbancia em 538 nm.

Preparo da Solucéo de NaNO- a 1% (p/v) (solugéo cromogénica): Pesou-se 1 g de
NaNO,, transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 mL e completou-se o volume com
agua destilada.

3.2.5 Doseamento de Flavonéides Totais (FvT)

Para o doseamento de flavondides totais nas folhas e na casca de L. pacari foi
utilizado o método espectrofotométrico descrito por Rolim et al. (2005) adaptado.

Preparo das amostras. Pesou-se 0,25 g da amostra (material vegetal pulverizado) e
transferiu-se para um baldo esmerilhado de 125 mL. Adicionou-se 50 mL da solucdo de
metanol:&cido acético 0,02M (99:1), agueceu-se em banho-maria sob refluxo entre 90-100°C
por 40 minutos e filtrou-se. Todas as amostras forma preparadas em triplicata

Branco: O branco foi preparado com a mistura de metanol:&cido acético 0,02M.

Curva Padréo: Pesou-se 10 mg de rutina e transferiu-se para um bal&o volumétrico
de 100 mL, completando o volume com a solucdo de metanol:é&cido acético 0,02M (99:1).
Retiraram-se aliquotas de 100 pL, 200 pL, 300 pL, 400 puL e 500 uL, transferiu-se para tubos
de ensaio, devidamente identificados, e completou-se o volume para 2 mL com a solucdo de
metanol:acido acético 0,02M (99:1 v/v). Efetuou-se a leitura da absorbancia em 361 nm. Fez-
se a Curva de Calibragdo Padrdo absorbancia x concentracdo. Cada ponto da curva foi

preparado em triplicata.
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Doseamento de Flavon6ides Totais: Em tubos de ensaio, devidamente
identificados, adicionou-se 2 mL das respectivas amostras e efetuou-se a leitura da
absorbanciaem 361nm.

Preparo da solucdo de Acido Acético 0,02M: Transferiu-se 0,57 mL de écido
acético glacial P.A. paraum baldo volumétrico de 500 mL e completou-se 0 volume com agua
destilada.

Preparo da solugio de Metanol:Acido Acético 0,02M (99:1 v/v): Em um baldo de
1L, adicionou-se 10 mL da solucdo de &cido acético 0,02M e completou-se 0 volume com

metanol .

3.3 ANALISE QUIMICA DE TECIDO VEGETAL E DO SOLO

A andlise quimica de tecido vegetal e do solo foi redlizada no Laboratério de
Andlise de Solos e Foliar, da Escola de Agronomia da Universidade Federal de Goias (LA SF-
EA/UFG), seguindo procedimento padronizado no mesmo.

Para a andlise de tecido vegetal, pesou-se uma massa de 15 g de material vegetal
seco e pulverizado para cada amostra e acondicionou-se em sacos plésticos, devidamente
identificados. Essas amostras foram encaminhadas para andlise foliar no Laboratério de
Andlise de Solos e Foliar, da Escola de Agronomia da Universidade Federal de Goias (LA SF-
EA/UFG).

Para a andlise dos nutrientes do solo, foram coletadas amostras em uma
profundidade de 0-20 cm em quatro locais em volta de cada espécime de L. pacari,
posteriormente homogeneizadas e secas ao ar livre. Pesou-se uma massa de 500 g de solo para
cada amostra e acondicionou-se em sacos plasticos devidamente identificados. As amostras
foram encaminhadas para andlise dos nutrientes do solo no Laboratério de Analise de Solos e
Foliar, da Escola de Agronomia da Universidade Federa de Goias (LASF-EA/UFG) seguindo
procedimento descrito por Silva (1999). O pH foi determinado em um volume de &gua-solo
narazéo 1:1. Ca, Mg e Al foram extraidos com KCI 1mol/L, e fésforo (P), potéssio (K), zinco
(Zn), cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn) foram extraidos com solucéo de Mehlich. A
matéria organica (M.O.), capacidade de troca catiénica (CTC), potencial de acidez (H+Al),
saturacao por bases (V), saturacéo de Al (m), e textura do solo foram determinadas através da
aplicacdo de métodos habituais (SILVA, 1999).
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3.4 COLETA DOSDADOS CLIMATICOS

Os dados climaticos mensais (temperatura didria média e precipitacdo diaria
média) do periodo do estudo foram coletados no site oficial do Instituto Naciona de
Pesquisas Espaciais - INPE.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos experimental mente passaram por pré-tratamento antes da andlise
estatistica. As variaveis quimico-organicas (metabdlitos), matéria organica (M.O.), saturacdo
por aluminio (m) e saturacdo por bases (V) (expressas em %) foram transformadas pelo
arcoseno(x/100)Y?, e as demais varidveis ambientais (solo/andlise foliar/climéticas), com
excecdo do pH, foram transformadas pelo log(x+1).

Os programas estatisticos utilizados foram o Canoco for Windows Version 4.5 em
associacdo com o CanoDraw for Windows 4.1, 0 SYSTAT 10e o STATISTICA 7.

A Andlise de Correspondéncia Destendenciada (DCA) foi utilizada para
estabelecer a medida do gradiente ambiental. A Andlise de Redundancia Canoénica (RDA) foi
utilizada para avaliacdo da inflacdo da variavel e da correlacdo metabdlitos © ambiente, e
posteriormente utilizada para selecionar as varidveis ambientais relevantes. A Andlise de
Agrupamento Hierarquico (HCA) foi feita para estudar as similaridades das amostras nas
bases da distribuicdo dos constituintes. Os agrupamentos hierarquicos foram formados de
acordo com o Método de Variancia Minimade Ward (WARD, 1963).

A Andlise de Discriminante Canbnico (CDA) foi utilizada para propor a
classificacéo de grupos, e o percentual de classificacéo correta foi determinado pelo teste de
Jaccknife.

A significancia para a Andlise de Redundancia Canénica foi determinada pelo
teste de Monte Carlo (com 999 permutagbes sob modelo reduzido). Valores de p<0,05 foram

considerados significativos.
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6. CONCLUSAO

Este estudo sugere haver uma forte influéncia dos fatores ambientais sobre a producédo
de compostos fendlicos em Lafoensia pacari St.-Hil ;

As folhas e a casca do caule de L. pacari se comportam de forma diferente frente as
mudangas nos fatores ambientais,

Para as folhas de L. pacari parece existir uma grande influéncia da sazonalidade sobre
a producdo de compostos fendlicos, com a temperatura e os micronutrientes foliares
(Cuf, Fef, Mnf, Znf) sendo os principais fatores de influéncia do ambiente sobre este
tecido vegetal;

Para a casca do caule de L. pacari o loca (regido) em que o espécime se encontra
parece ser o principal fator de variagdo nos teores de compostos fendlicos, com os
parametros de fertilidade do solo (macro e micronutrientes, CTC, M.O.) exercendo
maior influéncia sobre a producéo de compostos fendlicos na casca do caule;

Apesar do comportamento distinto de folhas e casca do caule frente a influéncia dos
fatores ambientais, parece haver certa relacéo entre a producéo de compostos fendlicos
e os diferentes tecidos vegetais em L. pacari, principalmente com araiz, 0 que sugere
um estudo posterior analisando também este tecido da planta;

Com base nos dados obtidos neste estudo, pode-se observar que a casca do caule de L.
pacari apresenta melhores caracteristicas para ser utilizada como matéria-prima no
desenvolvimento de um novo medicamento fitoterdpico, uma vez que apresentou
pequena variagdo sazonal nos niveis de compostos fendlicos ao longo do periodo de
estudo, o que significa uma droga vegetal com peguena variagdo nos teores de
marcadores ao longo do ano;

Ja as folhas de L. pacari, apresentam-se com melhores caracteristicas para serem
utilizadas como matéria-prima na obtencéo e producdo do &cido eldgico, uma vez que
neste tecido foram encontrados os niveis mais altos dessa substancia, com vaores de
até 10% em relacdo ao peso seco da droga vegetal em certos meses do ano.
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