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RESUMO

O crescente interesse no estudo de espécies do género Hypericum, em
decorréncia das publicacbes sobre os efeitos farmacolégicos de extratos de H.
perforatum, fez com que surgissem nos Ultimos anos estudos fitoquimicos e
farmacolégicos com H. brasiliense, demonstrando que a espécie apresenta grande
potencial farmacolégico. Neste trabatho, a partir de andlises fitoquimicas em raizes
de H. brasiliense foram isoladas as substancias acilfloroglucinol, xantona e acido
betulinico, que tiveram suas estruturas elucidadas através de técnicas de RMN de H'
e C™ EM, UV e IV. Tais substancias, juntamente com quercetina e rutina, também
identificadas nos extratos, foram quantificadas em diferentes partes das plantas
(apical, mediana superior, mediana inferior e raiz), quando em diferentes estadios de
desenvolvimento (vegetativo, florescimento e frutificagdo) e em plantas com 2 e 3
meses, apds serem submetidas a estresse hidrico (hipoxia e déficit hidrico) e térmico
(10, 30, 17 e 36°C sob baixa e alta intensidade iuminosa). A variabilidade genética do
material utilizado nos experimentos foi avaliada através da técnica de isozimas,
utilizando dez sistemas enzimaticos. Também foi estudado o potencial morfogenético
in vitro de gemas apicais provenientes de plantas em estadio de desenvolvimento
juvenil e adulto. Completando o trabalho foi realizada a analise da composicao do
6leo essencial através de CG-EM, por co-inje¢do com hidrocarbonetos de cadeia
longa e comparacgéo do indice de Kovats, dos compostos identificados, com os da
literatura. A maior producdio de compostos fendlicos ocorreu quando as plantas
encontravam-se em florescimento, mas 0 maior actimulo de acido betulinico ocorreu

quando as plantas encontravam-se em frutificagdo. Verificou-se produgao de
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metabdélitos secundarios em resposta as condigdes de estresse, havendo correlagao
inversa entre crescimento e a producdo dos compostos analisados. Em condic&o de
deéficit hidrico houveram as maiores producdes de compostos fendlicos totais e acido
betulinico, sendo que em temperatura noturna de 10°C e 36°C constante houve
maior producdo de compostos fendlicos totais. A producao de acilfioroglucinol
intensificou-se sob déficit hidrico, mas a de xantona foi maior sob hipoxia. Também
foi constatada produgdo de antocianinas em condigdes de elevada peroxidacéo
lipidica. As analises isozimaticas revelaram que as enzimas eram monomorficas,
com apenas 0,09% de variagaoc de alelos, demonstrando que apesar da espécie nao
ser domesticada, praticamente ndo ha variabilidade genética entre os individuos da
populagdo em estudo. As gemas apicais provenientes de plantas juvenis
proporcionaram desenvolvimento in vitro com dominancia apical, sendo que as
provenientes de plantas adultas, proporcionaram florescimento in vitro. Do dleo
essencial, 20 compostos foram identificados (94,17% da composi¢do total do 6leo),

sendo os principais representantes: p-cariofileno, aromadendreno, a-humuieno,
ledeno, y-cadineno, ledol, dxido de cariofileno, epdxido de humuleno |l, cubenol e «-

muuroiol.
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SUMMARY

The increasing interest in studying representatives of the gends Hypericum,
mainly because the recent publications on the pharmacological effects of exiracts of
H. perforatum, has motivated Brazilian scientists to investigate the species H.
brasiliense, demonstrating its phytochemical and pharmacological potential. In the
present work, the substances acylifloroglucinol, xanthone and betulinic acid were
isolated from rots of H. brasiliense and their structure identified by NMR-H' and C™,
mass spectrometry, UV and infrared spectra. These substances, together quercetin
and rutin also identified in the extracts, were quantified in different parts of H.
brasiliense plants (in the shoot - apical, middle and bottom of the canopy - and roots),
in different developmental stage (vegetative, flowering, frutification) and in plants (2
and 3 months old) subjected to water stress (hipoxy and deficit) and different
temperature regimes (10, 30, 17 and 36 °C under high and low light intensity). The
genetic variability was also studied in the plant material used in the above
experiments, using eleven isozyme systems. In addition, the in vitro morphogenetics
potential of apical meristems in two developmental stages, named here juvenile and
aduit stages. Other phytochemical characterization was carried out with the essential
oil fraction extracted from the whole plant which was analysed and identified by gas
chromatography-mass spectrometry and co-injection with long chain hydrocarbons,
and the data obtained compared with the Kovats index for substances already
described in the literature. From the experiments of isolation and identification of

substances with  pharmacological potential, the phenoclic substances
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(acylfloroglucinoi, quercetina, rutin and xanthone) accumulated during the fiowering.
Betulinic acid was found in higher amounts at the fructification. it was observed
increase of secondary metabolites in response to drought and a negative relationship
between plant growth and the content of these compounds. Phenolic compounds and
betulinic acid accumuiated more under water siress. In addition, constant night
temperatures (10°C and 36°C) induced the largest accumulation of phenolic
compounds. There was an increase of acylfloroglucinol with water stress and
xanthones increased under hipoxy. The stress was characterized by the increase in
anthocyanins and membrane lipid peroxidation. Regarding the genetic variability,
isozyme analyses showed that the enzymes used in the study were monomorphy
showing only 0,09% alielic variation. This results means that despite of H. brasiliense
is not domesticated genetic variability is almost absent in the population used in the
present study. The apical meristem from juvenile plants proportionated plants
displaying apical dominance while those from adults resulted in plants flowering in
vitro. Twenty substances were isolated and identified in the analysis of the essential
oil from of H. brasiliense amounting for 94.17% of the total fraction. The main

substances were B-caryophyllene, aromadendrene, a-humulene, ledene, y-cadinene,

ledol, caryophyllene oxide, humulen epoxide i, cubenol e a-muurolol.



1. INTRODUCAO

A fitoterapia brasileira, em conjunto com a de todo o mundo, encontra-se em
processo de ampla expansac desde os anos 70 (Marques, 1999). Isto em grande
parte se deve ao falo de que a oferta de plantas medicinais tem aumentado
consideraveimente nos ultimos 10 anos nos paises industrializados (Capasso et al.,
2000).

Atualmente, cerca de 40% ou mais dos produtos farmacéuticos utilizados nos
paises industrializados sao originados a partir de fontes naturais (Rout ef al., 2000) e,
segundo estimativas da Organizagdo Mundial da Satide (OMS), 80% das populacdes
dos paises em desenvolvimento fazem uso de aigum tipo de medicina tradicional
para 0s cuidados basicos da saude (Costa, 1995).

A crescente tendéncia ao uso de plantas medicinais para o tratamento de
diversas doencas tem sido promovida por diversos fatores. surgimento de novas
doencas para as quais n3o ha fratamentos apropriados; movimentos ecolégicos
surgidos nos paises ocidentais; custo elevado nos processos de sintese quimica;
impossibilidade técnica, em alguns casos, de sintese de determinadas substancias;
targo espectro de efeitos colaterais dos compostos sintéticos (Clemente Filha, 1996;
Capasso et al., 2000). Essa expansdo pode ser medida em ndmeros. Enguanto o
mercado global de medicamentos é estimado em US$ 280 bilhSes, os fitoterapicos
situam-se na casa de US$ 14 bilhdes (5%), com percentuais cada vez maiores em
relagéo aos sintéticos (Hoareau & Da Silva, 1999).

Nas diferentes regides floristicas existentes no Brasil encontra-se grande

diversidade de espécies medicinais, das quais, de acordo com estimativas otimistas,



apenas 1% foi quimicamente estudado. Esse percentual decresce ainda mais em
relacéo a estudos agrondmicos (Abreu, 1998).

De maneira geral, observa-se uma grande dificuidade no suprimento de
plantas com propriedades terapéuticas para o mercado, uma vez que a exploragao
dos recursos medicinais no Brasil estd relacionada em grande parte & coleta
extensiva e extrativista, e poucas espécies sdo cuitivadas mesmo em pequena
escala {(Vieira, 1992).

Hoje as possibilidades de cultivo de espécies medicinais, algumas vezes
geneticamente melhoradas, permitem introduzir no mercado espécies ricas em
determinadas substancias ativas. Mas a grande vantagem no cultivo dessas plantas
esta no desenvolvimento de técnicas que permitam a obtencdo de qualidade e
homogeneidade do material vegetal, uma vez que as inimeras espécies medicinais
utilizadas nos paises ocidentais nao tém sido submetidas a rigorosos testes
cientificos, sendo a sua qualidade variavel (Huxtable, 1992a,b: Carlsson, 1890).

O género Hypericum, pertencente a familia Guttiferae, contém mais de 400
espécies, sendo que algumas apresentam potencial medicinal comprovado (Robson,
1987). A espécie mais conhecida €& H. perforatum, cujos extratos s&o
comercializados na Europa e EUA como antiinflamatérios, em perturbagdes do
aparelho digestivo, asma, etc (Ozturk ef al, 1996; Muller et al, 1997: Marques,
1999). Recentemente, inimeras publicagbes comprovaram sua acéo no Sistema
Nervoso Central (Chatterjee et al, 1998; Noldner et al, 1998; Yu, 2000; Barnes,
2001), através da elevacéo das concentragbes de Na*, a qual gera inibicdo da
reabsorgao de serotonina e, consequentemente, agéo antidepressiva (Singer et al.,

1999; Muller et af,, 2001).



Com base nas inUmeras publicagbes que surgiram nos Oliimos anos, um
crescente comeércio em tornc dos extratos de H. perforatum se desenvolveu no
mundo inteiro, em tratamentos para depressdo, uma vez que o exirato dessa planta
apresenta a vanlagem de n&o apreseniar reacfes adversas, comumenis
enconfradas nos antidepressivos convencionais (Josey & Tackett, 1999; Di Carlo of
al., 2001). No exterior, o comércio em torno dessa espécie rendeu cerca de USS 70
mithdes em 1985. No Brasil, n8o h4 estatisticas em relag&o ao seu consumeo, sendo
que as primeiras ocorréncias foram noticiadas em 1999 (Margues, 1999).

H. perforatum, também conhecida como Erva de Sao Jo@io e Prozac Natural,
apresenta um complexo de substancias quimicas tais como hipericina, flavonéides,
xantonas e um derivado de acilflorogiucinol, a hiperforina, que tem sido considerado
o principal composto do extrato com agdo antidepressiva (Wills ef al., 2000; Di Carlo
et al., 2001).

Estudos sobre a agdo farmacolégica da hipericina e hiperforina demostraram
gue estas substéncias apresentavam acao antidepressiva, antiviral e anticancerigena
{Moraleda of al., 1983; Thiede & Walper, 1993; Hwang ef al., 2001; Simmen ef al,,
2001) entretanto, atualmente tem sido demonstrado que a hipericina apresenta
propriedades que ocasionam folotoxicidade, ocasionando alergias (Schempp ef al.,
2002), e a hiperforina potencializa o efeito de outras drogas quando administradas
através de formulagdes de H. perforatum (Obach, 2000).

Além das atividades farmacolbgicas citadas para H. perforatum, hé relatos de
que outras espécies de Hypericum apresentam atividade anti-cancerigena (Hu &

Sim, 1998; Graham ef al., 2000).



H. brasiliense {figura 1) é uma espécie para a
qual tem havido crescente interesse no estudo das
substancias bioativas, j& que pode ser uma alternativa a
H. perforatum. De porte herbaceo, bianual esta espécie
€& encontrada nas regifes Sul e Sudeste do Brasil
{Cardoso & Oliveira, 1996).

G seu extrato apresenta xantonas,

acilflioroglucinéis e flavondides (Rocha et al, 1994,
Figura 1. H. brasiliense

1995, 1996). Ensaios realizados in vilro determinaram que o efeito da 1,5 di-
hidroxixantona de H. brasifiense apreseniou resuliados semelhantes a hipericina,
produzida em H. perforafum, na inibicdo da enzima MAC (monoamina oxidase) Ae B
(Rocha ef al., 1994). Sendo um forte indicador de que o extrato de M. brasiliense
talvez possa ser utilizado em estudos posteriores sobre a inibicdo da re-absorcéo de
serotonina, uma vez que a sua constituicdo quimica assemelha-se a de H.
perforatum, com a vantagem de n#o apresentar hipericina” na sua constituigéo.

Estudos recentes (Mendes ef al, 2000) utilizando camundongos
demonstraram que o exirato de H. brasiliense apresentava alividade analgésica
central.

A auséncia de informacdes sobre as formas de reproducdo desta espécie,

bem como sobre os fatores que confrolam a producdo dos diferentes metabdlitos

secundarios, impulsiocnaram a realizacdo deste trabalho.

{*). Comunicacac pessoal de Leandro Rocha
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. OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a producao de metabélitos secundarios em H. brasiliense sob condicoes

de estresse hidrico e de temperatura;
Estudar a variabilidade genética e propagacéo in vitro;

Caracterizar a composig¢éo quimica do dleo essencial dessa espécie.
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Capituio 1
Produgédo de compostos fenélicos e acido betulinico em plantas de

Hypericum brasiliense submetidas a estresse hidrico e de

temperatura
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1. INTRODUGAO

Desde que H. brasiliense apresenta composicdo quimica semelhante & H.
perforatum, estudos mais detalhados dos seus metabdlifos secundarios se fornam
interessantes, uma vez que esta espécie pode tornar-se um modeio para ¢ estudo da
regulacdo metabdlica de tais substancias em outras espécies do género.

Estudos farmacoldgicos com substdncias produzidas a partir da via dos
fenilpropandides, acido chiquimico e do acido mevalénico foram intensificados nos
ultimos anos, uma vez que sao substancias muitas vezes encontradas em alimentos

e podem contribuir para o tratamento de doengas que ainda nao tém cura.

1.1. Substancias bioativas encontradas em M. brasiliense

b) Xantonas

O interesse pelo estude de xantonas pode ser facilmente explicado pela sua
importancia na farmacologia e guimiotaxonomia. Sua estrutura quimica assemelha-
se a dos flavondides (figura 1); entretanto, estes ocorrem freqlentemente na maioria
das espécies, enquanto as xantonas ocorrem apenas em oito familias:
Gentianaceae, Guttiferae, Polygalaceae, Leguminosae, Lythraceae, Moraceae,
Loganiaceae e Rhamnaceae. A maior freqiiéncia de xantonas, entretanto, esta
relacionada as familias Gentianaceae e Guttiferae {Hostettmann & Hostettmann,

1989).
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Flavonéide Xantoma

Figura 1. Estrutura basica de flavonéide e xantona.

Diversos séo os efeitos farmacoiégicos e anti:ﬁicrobianos atribuidos as
xantonas. Em ensaios realizados in vitro utilizando mitocéndrias de ratos, a S-hidroxi-
1-metoxixantona, 1,5-dihidroxixantona e 6-deoxijacareubina de H. brasiliense
controlaram a atividade do fungo fitopatogénico Cladosporium e inibiram a atividade
das enzimas MAO A e B, responsaveis pela inducdo de depress@o em humanos,
(Hostettmann & Marston,1994; Rocha et al, 1994). Xantonas isoladas das espécies
Garcinia mangostana e Callophyllum inophyilum apresentaram atividades bactericida
e anti-inflamatéria (Sundaram et al., 1983; Mahabusarakam ef al., 1986); em outras
espécies foram observadas atividades antioxidante, de prevengao contra o céncer,
fungicida, antimutagénica, inibidora da transcriptase reversa do HIV-1 e
citotoxicidade em células cancerigenas (Guha et al., 1893; Pengsuparp ef al,, 1995;
Edenharder & Tang, 1997; Cortez ef al, 1998: Kinghorn ef al, 1998
Mahabusarakam et al., 2000).

As xantonas de plantas superiores sic formadas a partir de precursores das
vias do dacido chiquimico e do acetato (Harborne, 1989). Bennett & Lee (1988)

verificaram, a partir da biossintese de mangostin (uma xantona de G. mangostana
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L.), que o precursor benzofenona € comum para a formacéo de todas as xantonas.
Assim, para a formacao destas, ha a participag@o do acido cindmico, acido benzéico,
acido hidroxibenzéico, acido maldnico e benzofenona (figura 5).

Portanto, para a biossintese da maioria das xantonas haveria a participacéo
da via dos fenilpropandides e as diferentes xantonas formadas seriam decorrentes
dos diferentes graus de hidroxilagdes que ocorrem a partir do composto benzofenona
(Hostettmann & Hostettmann, 1988). O metabolismo dos compostos fendlicos pode
ser influenciado por diversos fatores bidticos e abidticos; no entanto, ha poucos

trabalhos sobre a regulagéo do metabolismo das xantonas.

b) Quercetina e Rutina

Dos compostos fendlicos encontrados em faner6gamas, os flavondides
representam a maior classe, tendo mais de 5.000 compostos descritos na literatura.
Eles sao principalmente classificados em flavonas, flavandis (catequinas),
isoflavonas, flavondis, flavanonas e antocianinas. Todos sdoc estruturaimente
relacionados com o composto de origem, flavona (Yang et al., 2001).

Quercetina e rutina sdo os principais representantes dos flavondis e
praticamente estao presentes em todas as plantas (Harborne, 1989).

Estruturalmente, a rutina diferencia-se da quercetina por um radical

raminosideo no C-3 (figura 2).
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Flavona Quercetina Rutina

Figura 2. Estrutura da flavona, quercetina e rutina (Harborne, 1989)

Por serem substancias encontradas em muitos alimentos, as pesquisas sobre
os beneficios dos mesmos no metabolismo humano foram intensificadas nos ultimos
anos (Sugimura, 2000; Yang ef al., 2001). Verificou-se, em diversas publicagdes, que
a quercetina apresenta elevada atividade farmacolégica, podendo ser utilizada no
tratamento de diversas enfermidades, tais como: a) doencas do coracéo e inibicao da
enzima Angiotensina ll, que é responsavel pela hipertrofia das células do musculo do
coragao (Yoshizumi ef al., 2001); b) infecgdes por papilovirus, devido a ativacéo das
enzimas p53, ocasionando apoptose nas células oncogénicas (Wei ef al, 1994;
Beniston ef al, 2001); c) cancer de préstata, através da inibicdo do receptor
“androgen” envolvido no desenvolvimento e progressio desse tipo de célula (Xing et
al., 2001); d) dor, devido as agbes sobre 0 sistema nervoso central (Picq et al., 1991:
Silva ef al, 2001); e) processos patoldgicos em geral, devido as propriedades
antioxidantes (Morand ef al., 1998). Farmacologicamente, a molécula de rutina atua
defendendo o organismo contra danos oxidativos (Pérez et al., 2002), prevencdo de

artereosclerose (Aviram & Fuhrman, 2002), através da acao vasodilatadora (Pérez-

14



Viscaino et al, 2002), além de apresentar elevada capacidade antioxidante,
chegando a ser comparada com a vitamina C (Kim et al., 2002).
Apesar de serem substéncias muito bem estudados na area farmacoiégica,

pouco se conhece sobre a regulagao metabdlica de tais compostos nas plantas.

¢) Aciifloroglucinol

Acilfloroglucindis s@o compostos fendlicos que podem ser sintetizados a partir
da via do acido chiquimico e atomos adicionais seriam oriundos do acetato; podem
ser sintetizados ainda a partir do &cido hidroxibenzoéico (Dewick, 1998), (figura 5).

Os acilfloroglucindis isolados de H. brasiliense (figura 3) apresentaram
atividade antifingica e bactericida contra diferentes tipos de microrganismos (Rocha

et al., 1996).

Hiperbrasilol B iIsohiperbrasilol B Hiperbrasilol C

Figura 3. Exemplos de aciifloroglucinois de H. brasiliense (Rocha et al.,, 1996).

O estudo de substancias fungicidas e bactericidas é de grande importancia,
tanto para o controle de microrganismos fitopatogénicos, que causam grandes
prejuizos a agricultura, como no controle de micoses e infeccbes oportunistas que

ocorrem comumente em pacientes contaminados pelo virus da AIDS, em decorréncia
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das severas medicagdes tdéxicas usadas no tratamento desses pacientes
(Hostettman & Marston, 1994).

O interesse no estudo dos derivados de acilfloroglunéis ocorreu devido a
descoberta de que o extrato de H. perforatum exercia acao antidepressiva pela
inibicao da re-absorgdo dos neurotransmissores serotonina, noradrenalina, dopamina
(Muller ef al., 1998; Kaehler et al., 1999), giutamato e GABA (Di Carlo et al., 2001),
pela acdo do derivado de acilfloroglucinol, a hiperforina.

O problema foi a descoberta de que a hiperforina, quando administrada
conjuntamente com outras drogas, pode potencializar o efeito de determinados
medicamentos, como por exemplo, inibidores de protease, incluindo o inibidor de
protease HIV (indinavir), o imunosupressor ciclosporina e contraceptivos orais
(James, 2000; Moore et al., 2000; Piscitelli et af,, 2000; Wentworth ef al., 2000).

Atualmente, as pesquisas estdo sendo direcionadas para a descoberta de
outros compostos pertencentes & mesma classe, que tenham agdo farmacolégica,
mas que nao atuem no citocromo p450 (Varis, 2000).

Nao ha trabalhos na literatura sobre a regulacdo de tais substancias em

plantas.

d) Acido Betulinico
O éacido betulinico (figura 4) é um triterpeno de ocorréncia em muitas espécies

vegetais, inclusive em H. brasiliense (Rocha et al., 19958).
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Figura 4. Estrutura do acido betulinico.

Triterpenos de diversos tipos estruturais sédo distribuidos em todo o reino
vegetal, sendo que algumas plantas apresentam grande quantidade desses
compostos na forma de latex, resinas, etc; estes triterpenos tem como principal
funca@o fisiologica a defesa contra patogenos e herbivoros. Diversos tesies de
atividade biologica, desenvolvidos in vitro, demonstraram o grande potencial dessa
classe de compostos para o controle de patégenos que causam doencas em animais
e humanos; entretanto, devido & sua natureza hidrofébica, a aplicacdo dessas
substdncias como agentes terapéuticos tornou-se limitada (Mahato & Sen, 1997).
Atualmente, com o desenvolvimento de técnicas que permitem a solubilizacdo dos
triterpenos, as pesquisas intensificaram-se demonstrando o grande potencial
terapéutico dessa classe de compostos (Cordel, 2000).

Franga (1999) relata que ha indmeros metabolitos cujo potencial uso
farmacologico justifica um empenho no desenvolvimento de técnicas biotecnoldgicas
de producgao, que permitam manipulagdes bioquimicas e genéticas em cuituras para
aumentar o rendimento de tais compostos. Um exemplo é o acido betulinico, um

triterpenc pentaciclico do fipo lupano. Pesquisas desenvolvidas recentemente tem
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demonstrado que essa substéncia e alguns de seus derivados desempenham um
papel relevante como potentes inibidores seletivos da replicagéo do virus HIV do tipo
1 (De Ciercq, 2000; Akihisa et al,, 2001) e como agentes bactericidas (Hess et al,
1995; Schuhly ef al, 1999). Essa substancia esta sendo atualmente utilizada em
ensaios pré~clinicos para o tratamento e prevencao de melanomas malignos, através
da indugéo de apoptose em células p53 (Thatte et al., 2000; Haridas ef al., 2001; Yu
et al., 2002).

No entanto, até o momento ndo héa referéncias sobre fatores gue podem
contribuir para maximizar a producédo dessa substancia em espécies vegetais.

O interesse na exploracéo racional desta espécie se baseia no fato de que
uma vez otimizadas as condigdes de cultivo, que permitam obter a produgéo dos
diferentes metabdlitos secundarios em quantidades significativas, sera possivel a

extracéo de tais compostos em escala comercial.

1.2. Metabolismo dos compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sao sinteti;ados a partir de diferentes rotas e
constituem um grupo heterogéneo do ponto de vista metabélico. Muitas classes de
compostos fendlicos s&o derivados da fenilalanina e através da fenilalanina aménia
liase (PAL), enzima chave do metabolismo secundario, ocorre a catdlise deste
aminoacido para acido trans-cindmico, pela eliminacéo de aménia (Raza! et af, 1996;
Towers ef al, 1997). O acido trans-cindmico é um fenilpropano e a partir deste
composto sao formados outros compostos mais complexos, como as xantonas,
quercetinas, aciifloroglucinéis e antocianinas (figura 5).

Muitas piantas superiores respondem a vérios estimulos ambientais através

da ativagdo da producdo de metabdlitos secundarios, principalmente através do
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metabolismo dos compostos fendlicos. A producéo desses compostos & controlada
por diversos fatores internos e externos como hormdnios, luz, nutrientes, agua, eic
{Harborne, 1983; Dixon & Paiva, 1995; Dey & Harborne, 1987; Weidner ef ai., 2000).
Portanto, a partir de modificagles das condicGes ambientais € possivel estimular a

sintese de diversos composios como antocianinas, flavondides, fendis, taninos, efc.

PENTOSE P | GLICOLISE

A\ v
Ertrose-4P ppp —p Acetii Coa |
AC. CHIQUIMICO | 4 i

¥
Fonilaizaning —P Ac. Cinadmico—P Ac. Benzdico —P Ac. Hidroxibenzdico
, \ i

Acetil Coa § Dihidroflavonol

/ \ Benzofenona

QUERCETINA g

s

e

e o o = P ACILFLOROGLUCINOL § —

Figura 5. Biossintese de xaniona, acilfloroglucinol, quercetina, rutina e antocianinas
(Adaptado de Torssel, 1897; Harborne, 1989: Bennett & Lee, 1988).
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Ja fol verificado que alguns compostos fendlicos, de importancia
farmacolégica como a hipericina e xantona produzidos em espécies de Hypericum e
Centaurium, responderam positivamente a diferentes condicfes de esiresse. A
biossintese de hipericina aumentou em resposia ao jasmonato, deficiéncia de
nitrogénio, qualidade da luz e eliciadores bidticos. A biossintese de xanionas
aumentou em resposta a presenca de metiljlasmonato e eliciadores bidticos
{Beerhues & Berger, 1995; Briskin ef al., 2000; Briskin et al., 2001; Walker ef af,,
2002).

Por isso, nos Ultimos anos, houve um crescente interesse pela fisiclogia do
estresse, para se saber o efeito deste no metabolismo das plantas e desta forma
verificar as possiveis adaptacfes gue poderiam ocorrer no metabolismo secundario,
uma vez que poderiam maximizar a produc@o de constifuintes ativos de planias

medicinais e condimentares (Gershenzon, 1983; Dixon & Paiva, 1995).

1.3. Metabolismo dos Triterpenos

Os terpenos constituem uma grande ciasse de metabdlitos secundarios, que
além de desempenharem funcdes fisioldgicas nas plantas, apreseniam importante
papel na farmacoiogia atual.

Todos os terpencs sdo formados a partir de unidades de isopreno (5C) e a
classificacédo ocorre em fungao do ndmero de isoprenos gue a molécula contém (Taiz
& Zeiger, 1988).

A sintese dos isocprenos tem sido convencionalmente proposta como sendo a
partir da via do acide mevalbnico, no citosol, através do Acetil CoA e isopentenil

pirofosfato (IPP). Entretanto, recentemente foi proposta uma nova via biossiniética
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para a formacdo do isopreno, a qual ocorre a partir de 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato,
produzido a partir do cliclo de Calvin (figura 6), nos cloroplastos (Lichtenthaler, 1989).

Os esterdides (friterpenos), sesquiterpenos e ubiquinonas séo sintetizados no
citosol, a partir da via do acido mevalbnico. Entretanto, os fitohorménios (acido
abscisico, giberelinas e citocininas), carotendides e monoterpenos sao sintetizados
através da via cloroplastidica (figura 7) (Lichtenthaler ef al., 1897).

O |IPP (isopentenil pirofosfato) € um precursor comum para todos os
isoprendides de ambas as vias. A IPP isomerase catalisa a conversao do IPP para
dimetilalil pirofosfato (DMAPP) para formar a unidade basica de isopreno. Em
plantas, os derivados do isopreno atuam na prote¢do e adaptagdo a condicbes de
estresse (Nakamura et al, 2001). Por exemplo, a 3-hidroxi-3-metilglutarii CoA
redutase, uma enzima chave da via do mevalonato, foi induzida por patégenos (Choi
ef al, 1992). Para proteger o sistema fotossintético da elevada intensidade luminosa,
a gquantidade e composicdo de carotendides aumenta substancialmente para
proteger o cloroplasto contra formas reativas de oxigénio molecular (Demmig-Adams

& Adams, 1996).
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Figura 6. Esquema biossintético da formacgao de 1-deoxi-D-xilulose-5P, a partir do
Cicio de Calvin. Reacdo mediada pela 1-deoxi-D-xilulose-5P-sintase (1),

(Lichtenthaler, 1999).

O acumulo de acido abscisico (ABA) também aumenta em resposta aos
estresses hidrico, térmico e salino (Yamagushi-Shinozaki & Shinozaki, 1994).
Nakamura ef al. (2001) verificou que diferentes formas da IPP isomerase respondem
diferentemente a condigdes de estresse salino e térmico, demonstrando que ainda

s&o necessarios mais estudos sobre a regulacéo dessa via metabélica.
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Figura 7. Compartimentalizagao da biossintese do isopreno (Lichtenthaler, 1999).

1.4. Metabolismo sob condi¢cdes de estresse

Entende-se por metabolismo o conjunto de reagdes bioguimicas, em
diferentes organelas, anabdlicas e catabdlicas, cujo objetivo & o suprimento de
compostos essenciais para o crescimento e desenvolvimento das plantas.

Sabe-se que diversos compostos com funcbes essenciais as plantas sao
sintetizados a partir do metabolismo secundéario, tais como: os horménios vegetais
(giberelinas, acido abscisico e brassinosterdides), sintetizados a partir da via do

acido mevaldnico; os aminoacidos fenilalanina e tirosina, sintetizados a patrtir da via
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do acido chiquimico; aiguns flavondides que possuem funcéo no transporte polar de
auxinas (Taiz & Zeiger, 1998); os alcaléides, com funcao de transporte ou
armazenamento de nitrogénio quando em condicdes de grande disponibilidade do
elemento na planta (Kutcham, 1885); além de varios outros exemplos.

Assim, em condigbes naturais, as piantas mantém os metabolismos primario e
secundario integrados, onde a maior parte do carbono fotoassimilado vai para g
manutencao do metabolismo priméario e uma parte menor para o secundario, uma
vez que os metabdlitos secundarios, na maioria das vezes, sao sintetizados em
menor propor¢cao (Hagerman, 1987).

Freqlentemente, as plantas se encontram em condigdes de estresse,
condigOes externas que sd@o adversas ao seu crescimento. Estresses podem ser de
origem biética (imposto por outros organismos) ou abiética (interferéncia do ambiente
fisico ou quimico). As condicbes ambientais que normalmente causam danos sdo:
excesso ou falta de agua, temperaturas baixas ou elevadas, salinidade, suprimento
inadequado de nutrientes no solo, muita ou pouca luz, etc (Hale & Orcutt, 1987).

Diante do estresse, uma planta pode sobreviver e continuar a crescer, mesmo
que lentamente, ou pode morrer. A resisténcia oy susceptibilidade de uma planta
depende da espécie, gendtipo e estadio de desenvoivimento da planta (Buchanan et
al., 2000).

Sob condicdes de estresse, as piantas podem se adaptar através de gendtipos
evolutivos caracterizando um mecanismo de resisténcia/tolerancia. Outro mecanismo
de resisténcia é a aclimatacao, que € o ajuste temporario do metabolismo da planta
em resposta a mudancas ambientais. Durante a aclimatagdo, o metabolismo das
plantas é alterado para produzir compostos que permitam a sua sobrevivéncia

durante a condicéo adversa (Haligren & Oquist, 1990).
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1.4.1.Estresse hidrico

A agua é um fator extremamente limitante para a sobrevivéncia das plantas
(Fitter & Hay, 1981; Urchei, 1992). Entretanto, o excesso de agua também pode ser
um problema a sobrevivéncia das plantas. Sob condicdes de anoxia ou hipoxia, as
plantas tem o© suprimento de oxigénio limitado, dificultando a realizagdo dos
processos metabdlicos, uma vez que o oxigénio € o aceptor final da fosforilagéo
oxidativa da cadeia de transporte de elétrons. Assim, mudancas metabdlicas sao
requeridas para a condi¢c&o de baixa disponibilidade de oxigénio, uma vez que
ocorrem alteragdes no pH citosdlico e acimulo de substancias, como lactato e etanol
que podem ser prejudiciais & sobrevivéncia da célula (Buchanan ef al, 2000; Souza,
2001).

Por outro lado, plantas sob baixa disponibilidade de &agua, adaptam-se
alterando a concentrac&o de diferentes metabdlitos: a concentracdo de clorofila
tende a diminuir; os teores de prolina aumentam proporcionaimente ao aumento dos
niveis de acido abscisico, decorrente do fechamento estomatico; ccorre aumento do
contetdo de ACC, ocasionando a senescéncia das plantas (El ~ Iklil ef a/., 2002). Ja
foi verificado, também, que os genes da sub-unidade menor da Rubisco sao
regulados por varios fatores externos, como estresse hidrico e salino, levando ao
comprometimento no desenvolvimento das plantas, por alteracbes nas taxas
fotossintéticas (He et al., 2002).

O comprometimento do desempenho metabdlico pode ocasionar o
redirecionamento de substratos para a produ¢do de compostos do metabolismo
secundario, acarretando estabilizacdo no crescimento vegetal. Herms & Mattson
(1992) relatam que ha relagéo inversa entre crescimento e otimizacéo na sintese de

compostos do metabolismo secundario, uma vez que em condigbes adversas a
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planta se aclimataria a nova condic@o, produzindo compostos para armazenar
carbono, resuitando na paralisagio do crescimento.

A sintese de muitos fenilpropandides sofre interféncias devido ao estresse
hidrico: os derivados do 4cido cindmico e Acido benzdico de Triticum aestivum
declinaram consideravelmente em resposta ao estresse hidrico; ja em Helianthus
annuus e Cucumis safivus as mesmas substéncias aumentam, respectivamente, em
resposta ao mesmo {ipo de estresse (Gershenzon, 1983). |

Estrada (1999) relatou que em plantulas de tomate sob intenso déficit hidrico,
a producdo de fénéis soluveis declina; em compensag¢ao, ocorre aumento na
produgado de fenilpropanéides. A produgdo de taninos em plantulas de tomate
submetidos & condicéo de déficit hidrico, diminui em fungdo do declinio do potencial
hidrico, 0 mesmo ocorrendo em baixas concentragées de CO», uma vez que o baixo
suprimento de &gua dificulta ou paralisa os processos iniciais da fotossintese
(Bialczyk & Lechowski, 1999). Entretanto, Wakabayashi ef al. (1997) verificaram que
apesar da atividade das enzimas fenilalanina aménia liase (PAL) e tirosina amoénia
liase decairem substancialmente sob condicdes de baixa disponibilidade hidrica, a

producéo de acidos fendlicos aumentou.

1.4.2. Estresse de temperatura

Extremos de temperatura geralmente resultam na inibicdo dos processos
fotossintéticos, alteragéo das funcoes celulares e mudancas no metabolismo celular,
incluindo alteracbes fisicas das membranas celulares, interrupcdo da mobilidade
protoplasmatica, descontrole do movimento de eletrélitos através das membranas
celulares e alteracdo da atividade respiratéria e em condigbes extremas, pode

ocorrer a morte da planta (Oliveira, 2000).
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Sob baixa temperatura pode haver comprometimento da estrutura e fungao
das enzimas transportadoras da membrana plasmatica, mudancas na composicéo de
lipideos, decréscimo na franspiracdo e na condutividade hidraulica das raizes, etc
(Running & Read, 1980; Whitehead & Jarvis, 1981; Kramer & Boyer , 1983).

Em condigbes de temperatura elevada plantas sensiveis tem o metabolismo
fotossintético e de aglicares comprometidos, uma vez que ocorre reducdo na
atividade carboxilase da Rubisco e sacarose fosfato sintase (SPS); conteGdo de
clorofila e atividade no fotossistema 1l em cloroplastos também sao afetados; ocorre
redugac no contetddo de amido e proteinas nas folhas, enquanto o de aminoacidos
aumenta (Criddle & Hansen, 1991; Lafta & Lorenzen, 1995; Chaitanya et al/,, 2001).

Com relacdo ao metabolismo secundario, alguns trabalhos demonstram que
algumas vias tornam-se mais ativas sob condicbes de estresse de temperatura,
demonstrando que alguns compostos podem ser sintetizados como forma de
protegao, ou de redirecionamento do fluxo de carbono (uma vez que os processos de
respiracdo ficam comprometidos). Uma possivel fungao dos compostos fendlicos
sol(iveis na aclimatagdo de plantas em baixas temperaturas é discutido por Solecka
ef al. (1999), que verificou que plantas de Brassica napus crescidas a 2°C e
aclimatadas a —5°C, apresentaram aumenio no conteldo de &cidos fendlicos
soluveis (acidos caféico, cumarico, ferlllico e sinaptico) e antocianinas, quando
comparadas com piantas que ndo sofreram aclimatagdo. Também foi verificado
aumento na atividade da PAL durante o periodo de aclimatacdo, demonstrando que
o metabolismo dos fenilpropanédides poderia ter uma importante fungdo no
desenvolvimento de resisténcia para baixas temperaturas (Solecka & Kacperska,

1985).
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Plantas de Mahonia repens, quando em baixas temperaturas, apresentam
aumento do fluxo de carbono para as via dos fenilpropr;méides e flavondides (Grace
et al, 1998). Leyva (1995) verificou que plantas de Arabdopsis thaliana, expostas a
baixas temperaturas, acumuiavam RNAm de PAL e CHS (Chalcona sintase), seguido
do acimulo de antocianinas.

Existem alguns parametros que podem ser utilizados como marcadores para

detectar se uma planta entrou em estresse:

a} Antocianinas

As antocianinas estado presentes nos vactolos das celulas do mesofilo, dos
tecidos de folhas jovens de plantas tropicais, folhas no periodo do outono e em
folhas de plantas submetidas a condigbes de estresse (Haslam, 1983).

Normalmente, o conteddo de antocianinas aumenta em resposta aos
diferentes estresses ao qual as plantas s&o submetidas. As vantagens adaptativas,
especialmente em tecidos ndo reprodutivos, ainda ndo estdo muito claras.
Geralmente as antocianinas s3o sintetizadas num estadio de desenvolvimento
especifico e podem ser induzidas em resposta a diversos fatores ambientais, como
radiagao UV, baixas temperaturas e estresse hidrico. Entao, a sintese e localizagdo
das antocianinas em diferentes 6rgdos e tecidos poderia ser uma forma de
resisténcia da planta aos diferentes estresses ambientais (Chalker - Scott, 1999).

Hoch et al. (2001) relata que espécies com risco de senescéncia foliar, devido
as condig¢bes fotoinibitorias, durante o outono, utilizam as antocianinas para proteger
o aparelho fotossintético. Quando a senescéncia ocorre ao mesmo tempo que
estresses ambientais, particularmente baixas temperaturas, a fotoinibicao severa

pode resultar na reducao da disponibilidade de nutrientes nas folhas, afetando o
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“status® da planta. Portanto, piantas deciduas produzem aniocianinas durante ©
outono, como estratégia ecoldgica e fisiolégica de fotoprotegdo durante os periodos
criticos.

Em plantas de milho, sob baixas temperaturas, ccorre aumento no contetddo
de antocianinas € abundéncia na transcri¢do de genes de produtos funcionais da via
dos fenilpropandides, como PAL, CS, 4-coumarato:Coa ligase e chalcona isomerase.
isto evidencia que os genes dos componentes da via biossintética que ira sintetizar
as antocianinas respondem posifivamente a baixas temperaturas ou as
conseqléncias dessa mudanga ambiental, demonstrandc que & um excelente
composto para caracterizar as respostas moleculares das plantas a baixas

temperaturas (Christie ef al., 1994).

b) Fluorescénc_ia da clorofila

Condicbes de estresse afetam a fotossintese; assim, 0 emprego de técnicas
que permitam a deteccdo de alteracées nestes processos séo vélidas para a
identificacdio do “status” metabdlico da planta, permitindo inferir se estas entraram ou
néo em estresse (Oliveira, 2000).

Apos a excitagdo da molécula de clorofilas a, estas emitem fluorescéncia no
vermelho, o que pode ser registrado em fungao do tempo de emisséo (Taiz & Zeiger,
1998). Qualquer amostra de tecido fotossintético apds um periodo de adaptagdo no
escuro, apresenta mudangas caracteristicas na intensidade da flluorescéncia da
clorofia &, quando iluminada com luz continua. Tais mudancas sao sinais qualitativos
de certas etapas da fase fotoquimica, que iniciam com a captagdo da energia
luminosa pelo compiexo antena, se desenvolvem com o transporte de elétrons, pelos

diversos trocadores de elétrons, até culminarem no centro de reacéo do PSIl, como
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evento fotoquimico mediado por uma molécula de clorofila a, a Pego. Alteragdes ne
rendimento da fluorescéncia refletem, indiretamente, as modificagdes que estariam

ocorrendo no metabolismo fotossintético (Oliveira, 2000).

¢} Peroxidacgdo lipidica

Em algumas espécies, estresse hidrico e de temperatura induzem estresse
oxidativo, resuitando na producio e acimuio de espécies reativas de oxigénio, como
radicais superdxido (QO%), peroxido de hidogénio (H20,) e radicais hidroxilicos (OH),
(Bowler et al., 1992; Foyer ef al., 1994: Inze & Van Montagu, 1995). Estas espécies
reativas de oxigénio, produzidas durante o estresse, podem danificar muitos
componentes celulares como lipideos, proteinas, carboidratos e &cidos nucléicos
(Monk ef al., 1989).

As plantas tem um elaborado sistema enzimatico para eliminar espécies
reativas de oxigénio. Por exemplo, a superéxido dismutase (SOD) catalisa a
dismutacdo do Oy para H,0; e malondiaideido (MDA), molécula que pode ser
quebrada pela catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (AP) (Jiang & Huang, 2001).
Entretanto, o funcionamento dessas reagdes pode ser interrompido diante de
condigbes adversas, como estresse hidrico e de temperatura, podendo resultar em
aumentos da peroxidagdo lipidica e conseqientes danos a integridade das
membranas (Chowdhury & Choudhuri, 1985), podendo ocasionar a morte celular
(Zykova et al., 2002).

Portanto, mudangas na concentragdo de MDA podem ser indicadoras da
integridade estrutural das membranas de plantas submetidas a diferentes condigbes

de estresse (Purvis & Shewfelt, 1993).
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. OBJETIVOS

isolar xantonas e outras substéncias que possam ser encontradas
majoritariamente no extrato diclorometanico de H. brasiliense;
Caracterizar a producdo de compostos fendlicos e acido betulinico nos diferentes

estadios de desenvolvimento de plantas de H. brasiliense.
Quantificar e estudar a regulacdo de compostos fendlicos e acido betulinico em

plantas de H. brasiliense submetidas a estresse hidrico e térmico;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Fitoguimica

3.1.1. Material vegetal

Plantas de H. brasiliense cultivadas no campo experimental do Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biolégicas e Agricolas (CPQBA), as quais
eram oriundas de sementes coletadas na cidade de Ibiina — SP, foram utilizadas
nesta etapa do trabaiho.

Uma excicata da espécie coletada foi enviada para o Instituto de Botanica do
Estado de Sao Paulo para identificagdo e comprovagao de que ¢ material em estudo

era realmente H. brasiliense, onde obteve o codigo SP 337800.

3.1.2. Extragéo

Esta etapa do trabalho foi desenvolvida no laboratério de quimica organica do
Instituto de Quimica — Unicamp, sob orientagéo da Dra. Anita J. Marsaioli.

Raizes frescas (500 g) de plantas de H. brasiliense, em diferentes estidios de
desenvolvimento, foram coletadas no CPQBA, lavadas e, apos retirada do excesso
de umidade com papel estas foram ftrituradas.

O material vegetal (triturado) foi submetido a extracdo exaustiva em éter de
petroleo, para uma limpeza prévia do material e, posteriormente, o material foi
submetido a extrag@o em diclorometano. A extracdo em ambos os solventes foi
realizada sob agitacdo (em shaker), por 5 dias. O extrato diclorometanico, quando
seco em rotoevaporador a 45°C, obteve um rendimento de 2 g. O extrato obtido a

partir de éter de petréleo foi descartado.
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3.1.3. Fracionamento

O fracionamento foi realizado a partir do extrato diclorometénico, o qual tem
sido considerado o melhor extrator de xantonas. Como os trabalhos anteriores com
H. brasiliense demonstraram que esta espécie continha xantonas com atividade anti-
depressiva, o fracionamento foi iniciado com o intuito de isolar xantonas.

Todas as etapas do fracionamento e purificacdo das substancias podem ser
visualizadas na figura 8.

2g do extrato diclorometanico de raizes frescas de H. brasiliense (HBFDR)
foram aplicados em coluna (18 x 6 cm) contendo silica G “flash”, seguindc o método
descrito por Still ef al (1978). A eluicdo das substincias iniciou — se com
diclorometano (100 %) e a polaridade foi aumentada gradativamente (a cada 10 %
até chegar em 100 %) com a adigdo de metanol.

As fragbes foram coletadas em volume de 5 mL e aliquotas destas foram
aplicadas em placas cromatograficas de silica (G 60 F254 -~ Merck), sendo a
cromatografia desenvolvida com hexano : acetato de etila (8:2, v/v). A visualizagao
das corridas cromatograficas foi realizada em UV a 254 e 366 nm e com anisaldeido
(etanol: acido sulftrico: acido acético: anisaldeido - 90: 5. 1: 5, v/viviv). Por
semelhanca do perfil cromatografico, as fragdes foram agrupadas em 13 fracdes.

A fracdo 6 (100 mg) foi submetida a cromatografia de camada delgada, em
placa cromatografica de silica “preparativa®, usando—-se hexano e acetatc de etila
(80:20 v/v) como fase moével. Foram visualizadas 6 manchas a 254 nm, as quais
foram separadas e identificadas como 6.1 a 6.6. A fragdo 6.3 (27 mg), que era
majoritaria, quando aplicada em placa cromatografica, apresentou mais de uma
mancha quando visualizada no UV, e entao esta foi novamente aplicada em placa de

silica “preparativa’, utilizando-se mistura de hexano, diclorometano e acetato de etila
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na proporcao 70: 20: 10 (v/viv). Dessa corrida cromatografica foram separadas 4
fragbes, denominadas de 6.3.1 a 6.3.4, sendo que 2 fracdo 6.3.2. (10 mg) foi
purificada e denominada HB67/96F3.2.

A fragdo 8 (797 mg) foi solubilizada em cloroférmio e uma fracéo insoltvel foi
separada (100 mg), sendo denominada HBFSRES. A fragéo solavel foi aplicada em
coluna (18 x 3 cm) contendo silica G “flash’, a qual foi equilibrada com diclorometano
(100 %). A polaridade foi aumentada gradativamente (a cada 10 %) até chegar em
100 % de metanol. Foram coletadas fracbes de 5 mL, as quais foram posteriormente
agrupadas pela semelhanga do perfil cromatografico em 8 fragbes (8.1 a 8.8). A
fracdo 8.4 foi lavada com hexano e uma fragé@o insoluvel foi isolada e identificada

como HBF8.4.

3.1.4. ldentificacdo das substincias isoladas

Com excecgéo da fragdo MBF8 4, que nao foi obtida em quantidade suficiente
para ser analisada por RMN de C*, Dept (90 e 135°) e 1V, todos os compostos
isolados foram analisados por espectrometria de massas (EM), ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio e de carbono (INOVA ~ 500 mhz) (RMNH' C™3),
Dept 90 e 135° (intensificacao do sinal sem distorgao por transferéncia polarizada),
ressonancia bidimensional (HSQC e Cosy), infra vermelho (IV) e ultravioleta (UV).

Os espectros de infravermelho foram obtidos a partir do espectrometro FT-IR
Perkin Eimer 298.

Os espectro de RMNH' foram obtidos nos espectrometros Varian INOVA 500,

operando a 500 mhz, ou Bruker AC 300AP, operando a 300 mhz, utilizando
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cloroférmio deuterado (CDCls) ou acetona deuterada (acetonas) como solvente e
tendo Me,Si (TMS) como padrdo interno.

Os especiros de RMN de C™ foram obtidos com o espectrometro Varian
INOVA 500, utilizando CDClz come solvente e MeaSi {TMS) como padrao interno. A
discriminacéo dos carbonos ligados a 1H, ZH e 3H foi realizada através da obtengio
dos espectros de Dept a 90° e 135°. k£ a RMN bidimensional, realizada entre H,H

(Cosy) e H,C (HSQC), foi realizada no especirémetro Varian INOVA 500 a 500 mhz.

Lot
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Figura 8. Resumo da etapa fitoquimica do exirato diclorometanico de H. brasfiiense.
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3.2. Caracterizacdo da producio de diferentes metabdiitos secundérios nos

diferentes estadios de desenvolvimento

Para esle experimento foram utilizadas plantas com aproximadamente 15 em
de altura (oriundas de sementes), as quais foram transferidas para vasos com
capacidade para S litros de subsfrato e permaneceram em casa de vegetagao, com
irrigacdo diaria. O experimentc consistiu de 3 estadios de desenvolvimento
{vegetativo, florescimento e frutificacdo) e 4 partes da planta: apical (A), mediana
superior (M8}, mediana inferior (Mi) e raiz (R). As diferentes partes coletadas podem
ser visualizadas no esquema 1.

C tratamento onde as plantas eram mantidas no estadio vegetativo foi
encerrado quando as plantas finham 4 meses e apresentavam em torno de 30 cm de
altura, o de florescimento aos 5 meses e ¢ de fruiificac8o, aos 6 meses. Apds a
coleta das diferentes partes das plantas, foi determinada a massa fresca e o material

foi submetido & extracdo exaustiva em éter de petrélec e metanol.

Esquema 1. Diferentes paries dé pianté dé H brééilien.ée.
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3.3. Estresse de temperatura

O trabalho foi desenvolvido no Departamentc de Fisiclogia Vegetal em
fevereiro de 2000, cuja temperaiura média na época na casa de vegetacdo era de
30°C durante o dia e 19°C durante a noite.

Plantas com dois meses (15 cm), formadas a parlir de sementes, foram
utilizadas no experimento. As plantas foram submetidas a diferentes regimes de
temperatura e duas intensidades luminosas: conirole (temperatura ambiente),
temperatura ambiente durante o dia e 10°C a noite (TA10N); temperatura ambiente
durante o dia e 30°C a noite (TA3ON); 17°C durante o dia e noite {17 DN); 25°C dia e
noite (25 DN} e 36°C dia & noite (36 DN).

Plantas mantidas a 17, 25 e 36°C, permaneceram durante o dia e noife em
cémaras do tipo Fitotron, com fotoperiodo de 16 horas de luz ¢ 8 de escuro e com
radiagdo fotossinteticamente ativa variando de 20 a 30 moles de fotonsicm®s. As
plantas mantidas em temperatura noturna de 10 e 30°C permaneceram em casa de
vegetacio durante o dia (recebendo a iluminagdo do dia até aproximadamente
17:00) e a noite foram transferidas para encubadora do tipo BOD, cujas temperaturas
foram ajustadas para 10 e 30°C. A irrigacdo, tanto para as plantas controle como as
dos demais tratamentos, foi diaria.

Apds quinze dias da instalacdo do experimento foram realizadas as seguintes
determina¢des na parte aérea: |

s Eficiéncia quéniica do fotossisiema Il (PSH);

e Massa fresca (g);

e Determinagio dos teores de prolina

¢ Quantificacdo e caracterizacdo das antocianinas;
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+ Quantificagao e caracterizacao das antocianinas;
+ Quantificacao de fendis totais;
¢ Determinagao da peroxidagao lipidica de membranas;
e Extracdo da parte aérea de 3 plantas em metanol, durante cinco dias, sob
agitacao;
s Quantificacdo nos extratos metandlicos, dos compostos isolados na etapa
fitoguimica. |

Cada tratamento foi composto por 3 repeticbes e os dados coletados foram
ana!isavdos através de analise de variancia e as médias comparadas pelo teste

Tukey (5 %).

3.4. Estresse hidrico

O experimento foi desenvolvido no Departamento de Fisiologia Vegetal — IB -
Unicamp, em junho de 2000.

Foram utilizadas no experimento, plantas com trés meses (25 cm), crescidas
em vasos com capacidade para 700 mi (confendo terra e areia, na proporgéo 2:1),
as quais foram submetidas a hipoxia (hipoxia) e déficit hidrico.

O regime de imigagio para as plantas mantidas no tratamento controle foi
diario.

Para manter a hipoxia, os vasos foram regados em excesso e posteriormente
colocados dentro de outros recipientes maiores contendo agua até quase a borda.

Para a indugéo do déficit hidrico, optou-se em fazer uma retirada gradativa da
agua de irrigagdo. No primeiro dia de instalacdo do experimento os vasos foram

saturados e pesados. Posteriormente, foram realizadas pesagens diarias dos vasos
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e metade da massa perdida era reposta por agua (em mL). Ap6s quinze dias, as
plantas comegaram a entrar em estado de murcha e o experimento foi encerrado.

Em todos os fratamentos foram utilizadas 3 repeticbes, num delineamento
inteiramente casualizado. Todos os dados foram submetidos & andlise de varidncia e
as medias comparadas através do teste Tukey (5 %).

Apos o encerramento do experimento, 3 plantas de cada tratamento foram
separadas em parte aérea e raiz e submetidas a exiragao exaustiva em éter de
petréleo, diclorometano e metanol. O material vegetal foi mantido em cada solvente
por 5 dias, sob agitacgao.

Nos trés tratamentos foram realizadas as seguintes avaliacbes:

Determinacéo do potencial hidrico;

» Massa fresca (g) da parte aérea e raiz;

Determinacéo dos teores de prolina, antocianinas e fenéis fotais;

Determinacéo da peroxidagéo lipidica das membranas;

Quantificag@o das substancias isoladas na etapa fitoquimica, nos extratos em

diclorometano, éter de petréleo e metanol da parte aérea e raiz.

3.5. Andlises Biogquimicas

3.5.1. Determinacgao da eficiéncia quédntica do PSiI

A fotossintese foi avaliada através da determinagio da fluorescéncia da
clorofila dentro de condi¢des de luz ndo saturada, utilizando um “analisador da
producao fotossintética ~ MINI-PAN" (MHeinz Walz GmabH). As medicées dos

parametros de producado foram realizadas em folhas completamente expandidas e
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sob iluminacéo solar. Este paradmetro determinou a eficiéncia quéantica da conversao
da energia fotoquimica em fotossintese, conhecida como parametro Genty (Genty ef

al., 1989).

3.5.2. Determinagao do potencial hidrico

As determinagdes do potencial hidrico {y) foram realizadas quando as plantas
mantidas no fratamento sob déficit hidrico, apresentaram sinal de murcha. Entao, as
determinactes foram realizadas em todos os tratamenios e o experimento
encerrado.

Os primeiros cinco nds (contados do apice para a base) de cada planta foram
cortados, com o auxilio de uma {amina, e colocados em uma bomba de presséo -

“Bomba de Scholander” para ser determinado o potencial hidrico (bars).

3.5.3. Preparo do extrato em MCW

As determinagdes bioquimicas seguiram a mesma metodologia para os dois
experimentos. Foram utilizados aproximadamente 5 g de material vegetal para serem
extraidos em 5 mL de metanol — cloroférmio — agua (12:5:3, viviv).

O material permaneceu intacto dentro da solugdo, a 4°C, com agitacéo
ocasional, por aproximadamente uma semana (tempo suficiente para retirada total da
clorofila). Apos, a solugao ser retirada da amostra, foram adicionados 1,5 mL de
cloroférmio e 7,5 mL de agua destilada sob agitagdo continua. O extrato apresentou
duas fragdes, uma cloroférmica e outra contendo metanol — agua. A fragdo contendo
metanol — agua foi retirada e seca em Speed Vac {(Savant). Apés secagem, a fragéo

foi solubilizada em agua e utilizada nas diferentes analises.
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3.5.4. Quantificacdo e identificacdo das antocianinas

As dosagens de antocianinas seguiram os métédés descritos por Mancinelli &
Schartz (1984) e Rabino & Mancinelli (1986).

Da fragéo aquosa do MCW, 1 mL foi submetido 4 secagem em Speed Vac e
solubilizada em 2,0 mL de metanol (contendo 2 % HCI). Apos agitacédo, foi realizada
leitura da absorbéncia a 530 e 657 nm em espectrofotdmetro. A concentracdo de
antocianina foi obtida através da equagao: ABS= ABS 530 nm - (0,25 ABS657 nm).
A subtracéo de 25 % da ABS de 657 nm foi feita para retirar possiveis interferéncias
ocorridas pela presenca de clorofila.

A identificacio da classe das antocianinas foi realizada da seguinte maneira:
2 g de parte aerea foram extraidos por uma hora em metano! contendo 1% de HCI. O
extrato, apos secagem em rotoevaporador, foi ressuspendido em dgua e submetido &
cromatografia em papel Whatman 3 MM, utilizando o seguinte sistema de solventes:
butanol : acido acético : H20 (4:1:5, viviv).

A visualizagao dos compostos foi realizada em UV a 254 e 366 nm. O perfil
cromatografico do extrato demonstrou a presenca de apenas um tipo de antocianina.
Esta fracao foi recortada e extraida novamente em metano! contendo 1% de HCl e
foi submetida & cromatografia de exclusdo, sendo a purificagdo realizada em coluna
de sephadex LH-20, contendo &gua - acido acético (50%) como eluentes. Uma
fracéo vermelha foi coletada e apds secagem em Speed Vac, foi realizada a hidrélise
de aglcares através da solubilizagdo da amostra em HC! 2N a 100°C, por
aproximadamente 1 hora. Em seguida, a amostra foi centrifugada a 15.000 rpm por
10 minutos. O sobrenadante, contendo a antocianidina, foi analisado em HPLC,
sendo injetada em coluna microsorb — C18, com detecgao a 540 nm, utilizando os

solventes: metanol(A) e acido acético (B), para um gradiente de eluicdo que variou
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de 10 % a 50 % de B em 50 minutos, com fluxo de 1 mL/min. A antocianidina foi
coletada e identificada segundo as suas propriedades espectrais. As leituras foram
realizadas em espectrofotdmetro, onde foi tracada uma varredura e foi possivel
identificar em qual comprimento de onda ocorria a méxima absorgéo da amostra. Os
resuitados foram comparados com os dados espectrais para diferentes classes de

antocianidinas, encontrados em Mabry et al. (1970).

3.5.5. Quantificacdo de prolina

Para a dosagem de prolina, foi utilizada a fracdo aquosa do MCW. As
dosagens foram realizadas de acordo com o método da ninhidrina acida, descrito por
Bates & Waldren (1973).

A ninhidrina acida foi preparada utilizando os seguinte reagentes: 600 mg de
ninhidrina; 15 rpL de acido acético glacial e 10 mL de &cido ortofosforico. Foram
utilizados 2,0 ml. da fragdo aguosa do MCW e em seguida foram adicionados 0,1 mL
de glicina (94.5 mg/10mL H>0) sob agitagdo. O volume foi completado para 3 mL
com agua. Apoés adicdo de 2,0 mL de acido acético e 2,0 mL de ninhidrina acida sob
intensa agitacdo, a mistura permaneceu por 35 minutos em banho ~ maria a 100 °C.
Apods rapido resfriamento em gelo, foram adicionados 4,0 mL de tolueno sob
constante agitacdo. Duas fra¢gdes foram separadas, sendo a fracéo résea (toluénica)
utilizada para leitura em espectrofotémetro a 515 nm. A curva padrao variou de 5 —

25 ug/mL de prolina.
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3.5.8. Quantificacio de fendis totais

As dosagens seguiram o método desenvolvido por Swain & Hillis (1959).
Foram utilizados 20 pl de extrato em MCW e o volume foi completado para 3,5 mL
com agua. Adicionou-se 0,25 mL do reagente Folin — Ciocalteau e, exatamente 3
minutos depois, adicionou-se 0,5 mL de Na,CO5 (saturado) e 0,75 mL de agua. Apés
agitacéo a mistura permaneceu em repouso por uma hora, e em seguida as leituras
foram realizadas a 725 nm em espectrofotémetro. A curva padrédo foi realizada nas

concentragbes de 20 a 200 ug/mL de acido fénico.

3.5.7. Determinacdo da peroxidacio lipidica

Foram utilizados 0,250 g de material vegetai (parte aérea ou raiz) que foram
macerados em 5 mL de &cido tricloroacético (0,1 %), contendo aproximadamente 20
% de povinilpolipirrolidona. Ap6s perfeita homogeneizacao, 1,4 mL foram transferidos
para eppendorf para centrifugagao a 10.000 rpm por 5 minutos. Foram adicionados 2
mL de acido tricloroacético (20 %, contendo 0,5 % de acido tiobarbitdrico) em 0,5 mL
do sobrenadante e a mistura foi mantida por 30 minutos a 95°C. Ao ser retirada do
banho — maria, a amostra sofreu um rapido resfriamento em gelo. Com o intuito de
separar algum residuo formado durante o aquecimento e também para clarear a
amostra, 1,4 mL foram transferidos para eppendorf para centrifugacédo a 10.000 rpm
por 10 minutos.

As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro Pharmacia a 535 e 600
nm. As determinagbes das concentragdes de MDA foram realizadas através da
formula:

C= ABS (535 - 600) / E.b, onde:
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E= Coeficiente de extingdo = 155 mM/cm; b= comprimento optico;
De onde pode-se obter: C= ABS (535 - 600) x 155mM e os resultados sao expressos

em mMol de MDA / g de massa fresca.

3.5.8. Quantificagdes dos metabdlitos secundarios

a) acilfloroglucinol

As quantificagdo de acilflorogiucinol foram realizadas nos exiratos
diclorometanicos e de éter de petroleo obtidos a partir de raizes.

As quantificacbes foram realizadas em HPLC (Shimadzu) a 25°C, com
separagdo em coluna C18, microsorb-MV™ e detecgéo em 284 nm. O gradiente foi
composto por duas fases moéveis: fase A (0,5 % de acido acético em agua) e fase B
(0,5 % de acido acético em acetonitrila). As condi¢cdes das analises foram: 0-20 min,
10 % de B; 20 - 40 min, 50 % de B; 40 — 50 min, 60 % de B; 50 — 60 min, 100 % de
B. O fluxo foi de 0,6 mL/min e o volume injetado de 50 pL. Os picos do padréo foram
comparados com 0 das amostras através do tempo de retencéo e da co-injecdo da
amostra com o padrao.

A partir da area do padrao no espectro, contendo concentragdo conhecida (5

pg/ul), foi possivel realizar as quantificages da substéncia nos espectros.
b) Xantona, quercetina e rutina

As quantificacOes de xantona foram realizadas nos extratos obtidos a partir de

éter de petréleo e diclorometano e de quercetina e rutina no extrato metandlico.
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As quantificagdes foram realizadas, em HPLC (Shimadzu) a 25°C, com
separacdc em coluna Supelco - LC18 e deteccéo em 254 nm. O gradiente foi
composto por duas fases méveis: fase A (0,5 % de acido acético em agua) e fase B
(metanol). As condigbes das analises foram: 0-5 min, 30 % de B; 05 - 20 min, 80 %
de B; 20 - 30min, 100 % de B. O fluxo foi de 1.0 mL/min e o volume injetado de 25
pL. Os padrées utilizados foram: xantona (isolada na etapa fitoquimica), quercetina
(Sigma) e rutina (composto purificado no CPQBA), os quais tiveram os seus picos
comparados com o das amostiras, através do tempo de retengéo e da co-injecao da
amostra com o padréo.

A partir da area dos padrées nos espectros, contendo concentragdes
conhecidas (5 pg/ul), foi possivel realizar as quantificagbes das substancias nos

espectros dos diferentes extratos.

¢) Acido betulinico

As gquantificagoes foram realizadas, a partir da metodologia de Oliveira et al.
(2002), nos extratos em éter de petréleo e diclorometano. No caso do experimento
de estresse de temperatura, onde os exiratos foram obtidos apenas com metanol,
aliqguotas do extrato foram evaporadas em Speed Vac e solubilizadas em
diclorometano.

As quantificagdes foram realizadas em HPLC (Shimadzu) ~ DAD (Diode Array
Detector), com separacdo em coluna C-18, MicrosorbM™ e deteccao em 210 nm. O
sistema utilizado foi o isocratico, contendo acetonitrila - agua (pH 3,0 com acide

fosforico) ~ (9:1, viv). C fluxo foi de 1,0 mL/min e o volume injetado de 20 pl.
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A identificacio da substancia nas amostras foi realizada pela porcentagem de
similaridade entre os picos, através da comparagéo dos perfis espectrofotométricos.

A equacdo da reta foi construida a partir de 3 repeticdes do padrao, cujas
concentragbes variaram de 20 a 60 pg/ul. A partir desta, foi possivel fazer as

quantifica¢des de acido betulinico nos extratos.
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4. RESULTADOS

4.1. lIdentificacdo das substincias purificadas na etapa fitoquimica

a) Fracdo 67/96 F3.2: isouliginosina B

A seguir sdc apresentados os resultados espectrais da substancia em: EM,
RMN H'e C® UV, IV, s3o:
TLC: Silica (G F254 — Merck), CHCIs: metanol (19:1), Rf=048
EM: 498 [M"] (%); 483 (23), 364 (14), 275 (15), 262 (44), 247 (100}, 219 (63), 193
(52), 167 (24), 149 (48), 91 (18), 71 (28) (Anexo 1).
Uy pocetonitriia pmy (ABS): 226 (0,35), 270 (0,49) (Anexo 2).
IV vE"2¢%2 em (filme): 3259 (m, v), 2930 (m, v) , 2872 (f, 8), 2655 (f, §), 1743 (f, v),
1642 (Fmv), 1604 (F, v), 1427 (F, v), 1383 (m, v), 1285 (m, v), 1240 (m, v), 1133 (m,
v), 1191 (m, v), 1159 (m, v} (Anexo 3).

RMN H' e C* (CDCls, a 500 mhz): tabela 1 e anexos 4 e 5.

Os dados espectrais, juntamente com os dados de RMN de H' e de C™, Dept
135° e 90°, RMN - 2D (Cosy e HSQC) foram comparados com os dados da
literatura (Rocha et al., 1995), onde foi possivel elucidar a estrutura da substincia

isolada como sendo a de um acilfloroglucinol, anteriormente denominada em ouiras

espeécies de Hypericum como isouliginosina B.
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Tabela 1. Dados de RMN H' e C'® de isouliginosina B de H. brasiliense

c
1 199.17 | 154 60

2 106,99 6’ 104,48

3 170,97 OH-9,05s 7 160,47 OH-11,69s

4 44,09 , 8’ 104,7

4-Me 25,00 157 s o 160,47 OH-14,14 s

5 187,26 10° 102,11

6 111,35 17 210,98

7 17,05 3,52 (m) 12° 39,5 4.12(sep, =7 Hz)
8 211,08 12-Me [18,9

9 36,78 14,19 (sep j=7 Hz)

9-Me {18,93 1,19 (d, j=THz2)

2 180,52

2'-Me §27.7 1,59 s

3’ 124,13 5,47 (d, =10 Hz)

b) Fracao F8 RES: acido betulinico

Os resultados das andlises realizadas em EM, RMN H' e C", UV, IV, sdo
apresentados a seguir:
TLC: Silica gel, CHClz:acetona Rf = 0,45
EM: 457,3039 [M"] (%); 456 (60), 438 (20), 248 (45), 234 (25), 220 (27), 207 (57),
189 (100), 175 (32), 135 (41), 107 (35), 69 (38) (anexo 6).
UV 32" nm (ABS): 196 (0,74), 291 (0,07) (Anexo 7).
IV v em ™ (filme): 3429 (F, 5 ), 2939 (m, & ), 2872 (f, v), 1692 (m, v), 1653 (F, 3),
1460 (f, 8), 1102 (f, v), 883 (f, v), 618 (f, v) (Anexo 8).
[a]o "2 0.5 +/- 7.

RMN H' (acetonaga 300 MHz) e C'* (CDCl; a 500 MHz): tabela 2 e anexos 9 e 10.
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Tabela 2. Dados espectrais de RMN H' e C' do &cido betulinico de H. brasiliense.

1 38,31 16 131.79 2H

2 26,36 2H 17 55,79

3 77,25 OH,d, 5328 |18 46,57 H

4-Me 27,37 3H,s.6124 |19 48,7 1H

14,8 3H,s, 5094 |20 150,26

5 54,97 1H 20-Me {18,58 3H, s, 5 1,65
5 17 8 2H 21 29,18 2H

7 33,9 2H 22 36,7 2H

8 40,2 28 178,75

8-Me 15,46 3H,s, 50,79 |29 108,9 2H, s, 5 4,67
9 50,12 1H

10 [36.7

10-Me  |15,28 3H, s, 50,91

11 20,41 2H
12 25,07 2H

13 37.87 1H

14 41,95

T4-Me  |14,05 3H.s, 50,71

15 30,08 2H

s

Os espectros de RMN H' e C* | juntamente com os de Dept (90 e 135),
HSQC e COSY foram comparados com a literatura onde foi possivel a elucidagdo da

estrutura do triterpeno como sendo a do acido betulinico.

c) Fracdo F8.4: xantona

Os resultados das andlises espectrais de massas, UV e RMN H' sao
apresentadas a seguir:
TLC: Silica (G F254 — Merck), CHCl3:MeOH (19:1, viv) - Rf = 0,40

UV o292 nm (ABS): 202 (0,25), 224 (0,35), 252 (0,32) e 312 (0,04)
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EM: 295 [M"], 284 (1), 273 (1), 256 (1), 241 (1), 236 (1), 228 (100), 200 (B), 171 (7),
115 (10), 81 (18), 69 (38), 57 (20) (Anexo 11).

A substancia foi obtida em pequena quantidade e por isso nao foram
realizadas as analises de RMN de C™, portanto ndo sendo possivel elucidar a sua
estrutura.

O perfil dos espectros de massas e de RMN de H' foram comparados com a

literatura (Rocha et al,, 1994), onde foi possivel identificar a substancia como sendo

a de uma xantona.

4.2. ldentificacdo das substincias nos extratos

As substancias identificadas na etapa fitoquimica (xantona, acilfloroglucinol e
acido betulinico) juntamente com quercetina e rutina, foram utilizadas como padrées
para a quantificagdo nos exiratos das plantas submetidas aos tratamentos de
estresse. A identificagdo foi feita em HPLC, através da comparacdo do tempo de
retencdo com a co-injegdo da amostra com o padrdo (figuras 9,10,11, 12) e da

porcentagem (90%) de similaridade do pico entre o padrio e a amostra.
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Figura 9. Espectros cromatogréficos em HPLC (284 nm) do extrato em
diclorometano da raiz (A) de plantas de H. brasiliense submetidas a déficit hidrico, do
padrao de acilfloroglucinol (B) e da co-injecdo da amostra com o padrao (C).
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Figura 10. Espectros cromatograficos em HPLC (254 nm) do extrato em
diclorometano da raiz de plantas de H. brasiliense submetidas a déficit hidrico (A),
do padrao de xantona (B) e da co-inje¢ao da amostra com o padréo (C).
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Figura 11. Espectros cromatograficos, em HPLC (254 nm) do extrato metandlico da
parte aerea de plantas controle de H. brasiliense pertencentes ac experimento de
estresse hidrico (A), do padréo de guercetina (B) e da co-injecso da amostra com o
padréo (C).
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Figura 12. Espectros cromatogréaficos, em HPLC (254 nm) do extrato metandlico da
parte aérea de plantas de H. brasiliense submetidas a temperatura constante de
36°C (A), do padrao de rutina (B) e da co-injecéo da amostra com o padrao (C).
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4.3. Caracterizacio da produc@o dos metabdlitos secundarios nos diferentes

estadios de desenvolvimento

A producéo dos metabdlitos secundarios foi analisada nas diferentes partes
das plantas (A = regido apical; MS = regido mediana superior; Mi = regio mediana
inferior € R = raiz), nos diferentes estadios de desenvolvimento (vegetativo,

florescimento e frutificacéo) e os resultados s&o mosirados na figura 13.
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Figura 13. Conteddo de xantona (A), quercetina (B), rutina (D) nas diferentes partes
das plantas (A= regido apical; MS= regido mediana superior; Mi= regi&o mediana
inferior; R= raiz) e acilfloroglucinol (C) nas raizes de H. brasiliense, em diferentes
estadios de desenvolvimento. Quando néo indicado na figura, significa que néo foi
detectada a presenc¢a da substancia.
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Verifica-se que a producéo de xantona ocorre em todas as partes das piantas,
nos diferentes estadios de desenvolvimento. Quando as plantas encontram-se na
fase vegetativa, ocorre maior acumuio da substincia na regido mediana superior,
mas quando as plantas entram na fase de florescimento ha reducdo na regido apical
e maior acumulo na regido mediana superior, sendo que na fase de frutificacéo
ocorre maior acumulo na regido apical. Verificou-se que a4 medida que as plantas
comegaram a ter diferenciacdo das gemas apicais para flores e frutos, houve uma
gqueda no acumulo de xanionas nas raizes.

Quercetina e rutina foram enconfradas nos diferentes estadios de
desenvolvimento e, com excecao das raizes, foram encontradas em todas as partes
das plantas. Essas substancias concentram-se principalmente na regido mediana
superior, durante a floragao.

Verificou-se correlagio inversa enfre quercetina e rutina nas diferentes partes
das plantas quando estas se encontram na fase vegetativa de crescimento, enguanto
que na fase de frutificacdo a conceniracdo de quercetina decresce a guantidades
minimas quando em Ml. Mas de maneira geral, os contetdos de rutina sdo muito
superiores aos de quercetina, independente da parte da planta ou fase de
crescimento.

O acilfioroglucinol em estudo foi encontrado apenas nas raizes, havendo um
elevado acimulo na fase de florescimento.

Com relagéo & producgdo de acido betulinico nas diferentes partes das plantas
verifica-se que a produgéo desse triterpeno é baixa quando as plantas estdo em fase
vegetativa ou em florescimento (figura 14}, sendo que na fase de frutificagdo, ocorre
maior acumulo nos frutos, diminuindo nas partes mais baixas das plantas, sendo

menor a concentracao nas raizes.
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Figura 14. Contetddo de acido betulinico nas diferenies paries das plantas (A= regido
apical; MS= regido mediana superior; Ml= regidoc mediana inferior; R= raiz) de H.
brasiliense (contendo a massa em g) em diferentes estadios de desenvolvimento.
Quando ndo indicado na figura, significa que ndo foi detectada a presenca da
substancia.

Quando foi analisado o contetdo de compostos fendlicos totais e de acido
betulinico na planta inteira, nos diferentes estagios de desenvolvimento (figura 15),
verificou-se que 0s compostos fendlicos acumulavam-se predominantemente quando
as plantas estavam em floracdo, apresentando concentracdes minimas guando em
fase de frutificacéo. Mas, verificou-se que a produgéo de acido betulinico foi superior
quando as plantas estavam em fase de frutificagéo, nao havendce diferengas quando

estavam em estadio vegetativo ou em floragédo.
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Figura 15. Contetdo total de compostos fendlicos (xantona, rutina, quercetina e
acilfloroglucinol) (A) e acido betulinico (B) em planta inteira de H. brasiliense em
diferentes estadios de desenvolvimento.




4.4. Estresse de temperatura
As piantas mantidas em condicbes de iluminagao natural, apresentaram maior
ganho de massa fresca quando a temperatura noturna foi de 30°C, mas quando a
temperatura noturna foi de 10°C, ¢ ganho foi inferior ao das plantas controle {figura
16). Além de ter proporcionado maior ganho de massa fresca, a temperatura noturna
de 30°C também estimulou o florescimento das plantas (dados nao apresentados).
Sob baixa intensidade luminosa, as plantas mantidas a 25°C (controle)

apresentaram massa fresca superior as plantas dos demais tratamentos.

® luminagdo Natural Baixa Intensidade

Massa Fresca (g)
w

¥ ] I

Controle TATON TA30N Controle 17D/N  36D/N

Figura 16. Massa fresca da parte aérea de plantas de H. brasiliense submetidas a
trés regimes de temperatura (controle = temperatura ambients; TA10N = temperatura
ambiente durante o dia e 10°C durante a noite; TA30ON = temperatura ambiente
durante o dia e 30°C noturna) com iluminagéo natural (casa de vegetagdo) e trés
regimes de temperatura constante durante o dia e noite (controle = 25°C; 17D/N e 36
- DIN = temperatura constante de 17°C e 36°C durante o dia e noite}, sob baixa
intensidade luminosa (luz artificial). Letras diferenies indicam significancia a p<0,05
pelo Teste Tukey.

Para tentar caracterizar a condicdo de estresse nas planias submetidas aos

diferentes regimes de temperatura e intensidade luminosa, foram realizadas as
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determinactes da eficiéncia guantica do PSHl e a determinag¢do do contelido dos
indicadores bioguimicos de esiresse, MDA e prolina na parte aérea (figura 17).

Na temperatura noturna de 10°C observou-se menor eficiéncia quantica do
PS8l (figura 17A}, enguanio que os demais tratamentos, dos dois experimenios,
apresentaram valores semelhantes. Com relacfio ac acimulo de MDA (figura 17B), o
qual é um indicador da ocorréncia de peroxidacéo lipidica das membranas celulares,
ndo foram observadas diferencas significativas enfre os tratamentos exposios a
iluminacao natural, mas em condicdo de baixa intensidade luminosa, as plantas
mantidas a 17°C apresentaram elevada producéo de MDA, sugerindo a ocorréncia
de dano nas membranas celulares.

O acumulo de prolina foi estatisticamente significativo nas plantas mantidas a
10°C noturno (figura 17C), sendo que em condigdes de baixa intensidade luminosa
houve maior acimulo nas plantas mantidas em temperatura constante de 17 e 36°C,
quando comparadas com as plantas controle.

A baixa eficiéncia quantica do PSIi e o elevado actmuio de prolina nas plantas
mantidas em temperatura noturna de 10°C demonstram gque estas plantas podem ter
entrado em estresse, por danos ocorridos no aparelho fotossintético. Entretanto, em
condicdes de baixa intensidade luminosa, as plantas mantidas em temperatura
constante de 17°C, o indicador de estresse foi a elevada peroxidacgéo lipidica nas
membranas, o qual teve como conseqliéncia ¢ acimulo de prolina.

As plantas mantidas em temperatura constante de 36°C tiveram baixo
actimulo de MDA e a eficiéncia do PSil néo foi alterada. No entanto, ocorreu acumulo

de prolina, demonstrando que estas podem fer entrado em esiresse.
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Figura 17. Eficiéncia quéntica do PSIl (A}, conteddo de MDA (B) e prolina (C) na
parte aérea de plantas de H. brasifiense submetidas a trés regimes de femperatura
{controle = temperatura ambiente; TA10N = temperatura ambiente durante o dia e
10°C durante a noite; TA30N = temperatura ambiente durante o dia & 30°C noturna)
com iluminacdo natural (casa de vegetacfio) e trés regimes de temperatura constante
durante o dia e noite (controle = 25°C; 17D/N e 36 D/N = temperatura constante de
17 e 36°C durante o dia e noite), sob baixa intensidade luminosa (Juz artificial). Letras
diferentes indicam significncia a p<0,05 pelo Teste Tukey.
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Ao final dos experimentos, algumas plantas apresentaram coloracac vermeiha
e, entdo, foram realizadas as determinacdes de fendis totais e antocianinas (figura
18), com o intuito de verificar se elas tiveram o seu metabolismo aclimatado aos

tratamentos estabelecidos.
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Figura 18. Contetido de fendis totais (A) e antocianinas (B) na parte aérea de plantas
de H. brasiliense submetidas a trés regimes de temperatura (controle = temperatura
ambiente; TA10N = temperatura ambiente durante o dia e 10°C durante a noite;
TA30N = temperatura ambiente durante o dia e 30°C noturna) com iluminacéo
natural (casa de vegetacao) e trés regimes de temperatura constante durante o dia e
noite {controle = 25°C; 17D/N e 36 D/N = temperatura constante de 17°C e 36°C
durante o dia e noite), sob baixa intensidade luminosa (luz artificial). Letras diferentes
indicam significancia a p<0,05 pelo Teste Tukey.
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A producdo de fenois totais fol superior nas plantas mantidas a 10°C, sob
luminosidade natural (figura 18A) provavelmente porque este tratamento também
proporcionou maior acimulo de antocianina (figura 18B).

A baixa intensidade luminosa parece ter sido prejudicial para a sintese de
antocianinas, uma vez que estatisticamente as médias dos tratamenios nado diferiram
entre si. Essa condigao de luminosidade também interferiu na producdo de fendis
totais, uma vez que as plantas controle produziram menos que as plantas controle,
mantidas em condic@o natural. Entretanto, a produgdo de fendis totais das plantas
mantidas em temperaturas constantes de 17 e 36°C, foi superior as plantas confrole
(25°C).

As plantas mantidas em femperatura noturmna de 30°C n&o apresentaram
aumento na producao de fendis iotais e antocianinas em relacéo as plantas conirole,
mas parecem ter ajustado o seu metabolismo & condicdo adversa, uma vez que
observou-se a ocorréncia de florescimento (dados ndo apresentados). © mesmo
pode ser verificado com relacdo a preducdo de quercetina e rutina (figuras 19B,C),
uma vez que as plantas em ftemperatura noturna de 30°C produziram tais
substancias fendlicas em menores quantidades do que as plantas controle. Mas,
nestas mesmas plantas a producéo de xantonas fol superior a das plantas controle,
porem, em quantidades muito inferiores a das plantas mantidas em temperatura

noturna de 10°C (figura 1S A).

64



800 :
@ luminacdo Natural O Baixa Intensidade
700 - a

600 -
500 -
400 -
300 -
200 -
100 -

Xantona (ug/g MF)

200
180 - a
160 - |
140 -
120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20

Quercetina (ug/g MF)

400
350 -
300 -
250 - c
200 a
150 -
100 -

50 -

Rutina (ug/g M)

Controle TA1ON TA30N Controle 17D/N 36DN

Figura 19. Conteddo de xantona (A), quercetina (B) e rutina (C) na parte aérea de
plantas de H. brasiliense submetidas a trés regimes de temperatura {(controle =
temperatura ambiente; TA10ON = temperatura ambiente durante o dia e 10°C durante
a noite; TA3ON = temperatura ambiente durante ¢ dia e 30°C noturna) com
iluminacéo natural (casa de vegetagdo) e trés regimes de temperatura constante
durante ¢ dia e noite (controle = 25°C; 17D/N e 36 D/N = temperatura constante de

17°C e 36°C durante o dia e noite), scb baixa intensidade luminosa (luz ariificial).
Letras diferentes indicam significancia a p<0,05 pelc Teste Tukey.
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A baixa intensidade luminosa parece ter influenciadc nhegativamenie na
producéc de xanionas, uma vez que as plantas controle mantidas em tais condigbes
praticamente ndo produziram esta substancia, quando comparadas com as plantas
controle crescidas em condigdes de luminosidade natural {figura 194). O mesmo
pode ser observado para as plantas mantidas em temperatura constante de 17 e
36°C, que tiveram a producdo dessa substlncia em quantidades inexpressivas
guando comparadas com as plantas mantidas em condicéo de luminosidade natural.

Os resultados da figura 19 foram agrupados na figura 20 para melhor
expressar a producéo de compostos fendlicos totais. Verifica-se que ¢ conteddo de
compostos fendlicos € inverso ao crescimento, uma vez gue os ifratamentos que
apresentaram os malores ganhos de massa fresca apreseniaram as menores
produgdes de metabdlitos secundarios, independente da intensidade luminosa ou

regime de temperatura.

66



lluminagéo Natural Baixa Intensidade
12 4
1,71 mg/pi
10 - a 7 Compostos fendlicos totais (mg/g) x 10
. Massa Fresca (g)
> 0,36 mgipl

084malpl 0,16 mgipl 0,27 mg/pl

Conirole TA1ON  TA30ON Controle  17D/N 36D/N

Figura 20. Tecr (mg/g) e conteldo (mg/parte aérea) de compostos fendlicos totais
{xantona, quercetina e rutina) e massa fresca da parle aérea de plantas de H.
brasiliense submetidas a trés regimes de temperatura (conircle = temperatura
ambiente; TA1ON = temperatura ambiente durante o dia e 10°C durante a noite;
TASON = temperatura ambiente durante o dia e 30°C noturna) com iluminacéo
natural (casa de vegetacio) e trés regimes de temperatura constante durante o dia e
noite (controle = 25°C; 17D/N e 36 D/N = temperatura constante de 17°C e 36°C
durante o dia e noite), sob baixa intensidade luminosa (luz artificial). Letras diferentes
indicam significancia a p<0,05 pelo Teste Tukey, para cada par&metio analisado.

Engquanto as planias mantidas em temperatura noturna de 30°C, aumeniaram
¢ ganho de massa fresca, produzindo baixa guantidade de compostos fendlicos, as
plantas mantidas em temperatura constante de 36°C, apresentaram baixo ganho de
massa fresca, mas com aumenio da producdo de compostos fendlicos totais,
sugerindo um desvio do fluxo de carbono para essa via biossintética.

Com relag8o a producio de acido betulinico, na figura 21 verifica-se que a
producdo dessa sustincia foi estatisticamente inferior nas plantas mantidas em

temperatura noturna de 30°C, sendo que ndo houve diferenca entre as plantas

conirole e as mantidas em temperatura noturna de 10°C, quando em condicdes de
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casa de vegetag&o. Entretanto, quando as plantas foram mantidas em condigdes de
baixa intensidade luminosa, houve aumento na producdo do triterpeno gquando a

temperatura era de 17 & 36°C constante.
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Figura 21. Contelido de acido betulinico na parte aérea de plantas de H. brasiliense
submetidas a trés regimes de temperatura (controle = temperatura ambiente; TA10N
= femperatura ambiente durante o dia & 10°C durante a noite; TA3CN = temperatura
ambiente durante o dia e 30°C noturna) com iluminagao natural (casa de vegetacéo)
e trés regimes de temperatura constante durante o dia e noite (controle = 25°C;
170/N e 36 DIN = temperatura constante de 17°C e 36°C durante o dia e noite), sob
baixa intensidade luminosa (luz artificial). Letras diferentes indicam significancia a
p<0,05 pelo Teste Tukey.

Quando se analisa a produggo de acido betulinico em relagdo ao ganho de
massa fresca (figura 22), verifica-se gue em baixa intensidade luminosa houve
correlacéo inversa entre os parametros analisados, obtendo-se r = -0,99,

Tanto em condicbes de casa de vegelacdo como de baixa intensidade

luminosa, a menor producao de acido betulinico ocorreu nos tratamenios onde houve
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Figura 22. Teor (mg/g), contetido (mg/parte aérea) de acido betulinico e massa
fresca (g) da parte aérea de plantas de H. brasiliense submetidas a trés regimes de
temperatura (controle = temperatura ambiente; TA1ON = temperaiura ambiente
durante o dia e 10°C durante a noite; TA3I0ON = temperatura ambiente durante o dia e
30°C noturna) com iluminagdo natural (casa de vegetacdo) e {rés regimes de
temperatura constante durante o dia e noite (controle = 25°C; 17D/N e 36 D/N =
temperatura constante de 17°C e 36°C durante o dia e noite), sob baixa intensidade
luminosa {luz artificial). Letras diferentes indicam significancia a p<0,05 pelo Teste
Tukey, para cada parametro analisado.

O tratamento T38D/N proporcionou ¢ actmulo de 0,7% de &cido betulinico em
relacdo & massa fresca, sendo um ganho de aproximadamente 0,5% em relagao as
plantas controle crescidas tanto em condigbes de casa de vegetagdo como em baixa

intensidade luminosa.
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4.5. Estresse hidrico

Com relacao ao crescimento das plantas estudadas, o maior ganho de matéria
fresca na parte aérea ocorreu nas plantas controle (figura 23), uma vez que nos

demais tratamentos as condicfes de crescimento foram limitantes.

Massa fresca (g)
E.Y

Controle Hipoxia  Déficit hidrico

Figura 23. Massa fresca (g) da parte aérea de plantas de H. brasiliense mantidas
sob estresse hidrico, durante 15 dias. Letras diferentes indicam significdncia a
p<0,05 pelo Teste Tukey.

Para caracterizar a condicdo de estresse, ac término do experimento, foram
realizadas, as determinacdes do potencial hidrico, do teor de prolina na parte aérea e
da peroxidagao lipidica na parte aérea e raiz (figura 24). Verificou-se que as plantas
mantidas sob déficit hidrico, apresentaram potencial hidrico (figura 24A) muito inferior
ao dos demais tratamenios, indicando que estas entraram em estresse. Entretanto,
verificou-se que fanio folhas como raizes das plantas mantidas em hipoxia
apresentaram maior produgdo de MDA (figura 24B), demonsirando elevada
peroxidacao lipidica. No final do experimento, as raizes destas planias

apresentavam-se com aspecto escurecido e parcialmente necrético, provavelmente

70



ocasionado pela auséncia de oxigenagao do substrato. No mesmo tratamento, foram
detectados maiores teores de prolina (figura 24C), nao havendc diferenca
significativa entre as plantas mantidas em condictes de déficit hidrico e as plantas

conirole.
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Potencial Hidrico (Bars)
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Pare aérea
B Raiz

MDA (mol MDA/gNF)
L4 )]

Prolina (ug /g MF)

Controle Hipoxia Deficit hidrico

Figura 24. Potencial hidrico (A), teor de MDA na parte aérea e raiz (B) e teor de
prolina (C) na parte aérea de plantas de H. brasiliense submetidas a estresse hidrico
durante 15 dias. Letras diferenies indicam significdncia a p<0,05 pelo Teste Tukey,
para cada orgao.
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Ao final do experimento as plantas mantidas em hipoxia apresentaram-se com
coloragac avermelhada, sugerindo que alguns compostos do metabolismo
secundario poderiam estar sendo produzidos. Entdo, foram realizadas as
determinagbes dos teores de fendis fotais e concentracio de antocianinas (figura
25). Verificou-se que o teor de fendis totais na parte aérea nao diferiu
estatisticamente entre as plantas mantidas em hipoxia e déficit hidrico, mas foram
maiores do que o confrole (figura 25A). A concentragdo de antocianinas foi superior

nas plantas mantidas em hipoxia (figura 25B).
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Figura 25. Teores de fendis totais na parte aérea e raiz (A) e antocianinas (B) em
plantas de H. brasifiense submetidas a estresse hidrico durante 15 dias. Letras

diferentes indicam significAncia a p<0,05 peio Teste Tukey, para cada 6rgdo
analisado.
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Na purificagio da antocianina verificou-se a presenca de apenas um tipo no
extrato e as analises do espectro de ultravioleta revelaram que as antocianidinas tem
esirutura de cianidina (figura 28), as quais apresentam maxima absorgdoc no

ultravicleta em 535 nm.

Figura 26. Espectro no UV e estrutura da cianidina de H. brasiliense.

Na figura 27 séo apresentados os resultados dos conteldos de
acilfiorogiucinol em raizes de H. brasiliense. A substéncia n3o foi detectada na parte
aérea das plantas. Verifica-se que os maiores conteddos ocorreram guando as
plantas foram mantidas sob déficit hidrico e a melhor extragéo do composto ocorreu

em éter de petrélec.
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Figura 27. Conteddo de acilflorogiucinol, em extraios obtidos a partir de éter de
petréleo e diclorometano, em ralzes de plantas de H. brasiliense submetidas a
estresse hidrico durante 15 dias. Letras diferentes indicam significancia a p<0,05
pelo Teste Tukey, para cada pardmetro analisado.

O extrato em éter de petrdlec foi realizado como forma de fazer uma pré-
impeza do material, para que depois fossem realizadas as determinagdes de
xantona no extrato em diclorometano que, segundo a literatura, é o melhor extrator
para esta substancia. Mas no entanto, esta substancia foi detectada nos exiratos em
éter de petroleo, diclorometano e metanol, sendo que a melhor extracéo ocorreu em
diclorometano. Os valores obtidos nas gquantificacbes de xantona, em cada extrato,
foram somados e apresentados na figura 28. Verificou-se que o estresse hidrico
estimulou a producéo de xantona, uma vez que na parte aérea a producédo foi
superior nas plantas mantidas em condi¢des de hipoxia, sendo gue nas raizes a

producéo foi superior nas plantas mantidas em condicbes de déficit hidrico.
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Figura 28. Teores de xantonas na parte aérea e raiz de plantas de H. brasiliense
submetidas a estresse hidrico durante 15 dias. Letras diferentes indicam significancia
a p<0,05 pelo Teste Tukey, para cada 6rgéo.

Tanto os resultados de acilfloroglucinol como os de xantona estio coerentes
com os de fendis totais (figura 25A), onde foram verificados maiores teores na parte
acrea das plantas submetidas a hipoxia e déficit hidrico e nas raizes de plantas
mantidas em déficit hidrico.

Quercetina e rutina foram detectadas nos exiratos da parte aérea em
diclorometano e metanol, sendo os valores somados e apresentados na figura 29. O
metanol demonstrou ser o melhor exirator. Os valores encontrados nos exiratos
radiculares continham valores inferiores a 0,001 mg/g e, portanto ndoc séo
apresentados.

As plantas mantidas sob déficit hidricc apresentaram maior conteido de
quercetina. No entanto, houve reducdo do composto nas plantas mantidas em

hipoxia, quando comparadc com as plantas controle. A producéc de rutina, que
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diferencia-se da quercetina apenas por um radical de glicose e ramnose no carbono
3, foi superior em condigbes de hipoxia.
Na figura 29, verifica-se que ha evidente relaco inversa entre os contetidos

de quercetina e rutina, nas plantas controle @ em hipoxia.

251 B Quercetina: a a
& Rutina
2 .
a ‘;,S | . AR
&

Controle Hipoxia Déficit hidrico

Figura 29. Produgdo de quercetina e rutina na parte aérea de plantas de H.
brasiliense submetidas a estresse hidrico durante 15 dias. Letras diferentes indicam
significancia a p<0,05 pelo Teste Tukey, para cada substincia analisada.

Os dados das figuras 27, 28 e 29 foram agrupados e apresentados na figura
30, confrontando com os dados de massa fresca da planta inteira (parte aérea e
raiz). A producac de composios fendlicos (xantona, acilfloroglucinol, quercetina e

rutina) apresentou correlacéo inversa com o crescimento da planta, comr = -0,96.
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Figura 30. Teor (mg/g) e conteldo (mg/planta) de compostos fendlicos totais
(xantonas, aciifloroglucinel, quercetinas e rutina) e massa fresca da planta inteira
(parte aérea e raiz) de plantas de H. brasiliense submetidas a estresse hidrico.
Letras diferentes indicam significancia a p<0,05 pelc Teste Tukey, para cada
parametro analisado.

O acido betulinico foi detectado tanto no extrato em éter de petréleo como em
diclorometano. Assim, os valores foram somados e analisados estatisticamente.

Na figura 31, é apresentado o contelido de &cido betulinico nas plantas
submetidas aocs diferentes fratamentos. Verificou-se que, tanto na parte aérea como
na raiz, houve aumentc na producao do triterpeno em relagdo as plantas controle.
Entretanto, n@o observou-se diferenca estatistica entre os tratamentos de hipoxia e
déficit hidrico na parte aérea ou raiz.

A partir da figura 32 verifica-se que houve correlagéo inversa {r = -0,99) entre

a producac total do ftriterpeno e o ganho de massa fresca total das plantas,

comportamento semeihante & producioc de compostos fendlicos totais.
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Figura 31. Teor de acido betuiinico na parte aérea e raiz de plantas de H. brasifiense
submetidas a estresse hidrico, durante 15 dias. Letras diferentes indicam
significancia a p<0,05 pelo Teste Tukey, para cada 6rgéo analisado.
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Figura 32. Teor total (mg/g) e contetido (mg/planta) de &cido betulinico e massa
fresca {parie aérea e raiz) de piantas de H. brasifiense submetidas a estresse hidrico
durante 15 dias. Letras diferentes indicam significancia a p<0,05 pelo Teste Tukey,
para cada parametro analisado.
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5. DISCUSSAQ

5.1. Fitoquimica:

5.1.1. Fracao 67/96F3.2: isouliginosina B
A substéncia apresentou-se como sélido amareio amorfo. O espectro no UV
demonstrou bandas em 226 e 270 nm.

O espectro de massas com impacto eletrbnico apresentou ion molecular de
miz 498.1424, consistente com a férmula molecular CzsH3408. O pico base foi de m/z
247.0 o qual corresponde a Cq4i4504.

O espectro no infravermelho apresentou bandas tipicas de estiramento de
grupos hidroxilicos (3258 cm™), carbonilicos (1642 e 1604 cm™), de ligacdo C=0,
devido & presenca de insaturacdes o (1600 — 1700 cm™), estiramentos de ligagoes

C-0 (1000-1200 cm™), duplas ligagGes em sistemas aromaticos (1604 e 1383 cm™) e

de C-H metilicos e metilénicos (2974, 2930 e 2871 cm™).

O espectro de ressondncia magnética nuclear de H' apresentou diversos
sinais entre & 0,88 — 1,59 que foram airibuidos a grupos metilicos, em & 3,54
verificou-se um sinal correspondente a dois hidrogénios. Os dois sinais duplos em &
5,45 (J 10 Hz) e 5 6,75 (J 10 Hz) estdo acoplados entre si, fato confirmado no mapa
de contorno de RMN de 2D (Cosy) pela correlacao entre os dois sinais.

Os deslocamentos do espectro de RMN de C™ foram comparados com o
espectro de Dept 90 e 135°C e com os espectros de RMN bidimensional entre H' e
C™, os quais foram comparados com a literatura, verificando-se que a substancia

isolada € um acilfloroglucinol, que j&@ havia sido isolada anteriormente, sendo
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denominada Isouliginosina B (Rocha ef al, 1895). A figura 33 representa os

deslocamentos de RMN de C™ na molécula de Isouliginosina B de H. brasiliense.

189

18,8

Figura 33. Atﬁbuigéo do deslocamento de C™ na molécula de Isouliginosina B de H.
brasiliense.
5.1.2. F8 RES: acido betulinico

O espectro de massas com impacto eletrénico apresentou ion molecuiar de
m/z 456, consistente com a férmula molecular CgpHasOs. O pico base foi de m/z
189,0752.

O espectro no infravermelho apresentou bandas tipicas de estiramento de
grupos hidroxilicos (3429 cm™), carbonilicos (2939 e 2872 cm™) e de duplas ligagbes
(1653 cm™).

A substancia apresentou um espectro no UV com bandas em 195 e 300 nm.

O espectro de RMN de H', da substancia dissolvida em acetona deuterada

apresentou sinais entre 5 0,71 e 1,24 que foram atribuidos a grupos metilicos, de §

1,65 a 2,22 atribuidos a anéis alifaticos e § 4,24 a 4,59 3 grupos metilénicos e em &
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4,67 a grupo isopropenil, os quais foram comparados com os dados da literatura

(Galgon ef al., 19989).

O espectro de RMN de C™ realizado em cloroférmio deuterado demonstrou
sinais do grupo isopropenil em 8 150,0 e 108,76 (contendo dupla ligagéio) e & 18,59
atribuido ao grupamento metila, carboxilico em & 178,75 e carbono hidroxilado em §
77,78. Os dados foram confirmados pelo espectro de Dept (90 e 135°) e comparado

com os dados da literatura (Oliveira ef al., 2002), de onde foi possivel a confirmagao

de que a substancia isolada é o 4cido betulinico (figura 34).

2737 148

Figura 34. Atribuicio dos deslocamentos de C'™ na molécula de 4cido betulinico de
H. brasiliense

513. F84

A substéncia apresentou auséncia de cor. O espectro no UV demonstrou

bandas em 202, 224 e 252 nm.

O espectro de massas com impacto eletrbnico apresentou ion molecular de

mfz 296 consistente com a férmula molecular de C47H4/0s. O pico base dos
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fragmentos obtidos no espectro de massas demonstrou ser de m/z 228, o qual é
consistente com a férmula molecular C13HgO4, semelthante & da xantona 1,5-
diidroxixantona de H. brasiliense (Rocha et al, 1984). O padrdo de fragmentacao
dessa molécula foi entdo comparado com os fragmentos obtidos no espectro de
massas da substancia F84 (anexo 11), onde verificou-se que eram idénticos.
Entretanto, a molécuia isolada apresentou massa adicional de m/z 68, o qual poderia
ser consistente com C4H30.

Portanto, pode-se concluir que a xantona isolada apresenta a estrutura basica
da molécula de 1,5-diidroxixantona, com outros radicais adicionais nao identificados

{figura 35).

Figura 35. Estrutura da 1,5-Diidroxixantona de H. brasiliense, com possiveis radicais
adicionais nao identificados.

Os espectros obtidos ndo permitiram a elucidacdo da estrutura dessa
substancia; entretanto, comoe o principal objetivo do presente trabatho era o estudo
da regulagéc da via metabdlica de diferentes classes de metabélitos secundarios de
interesse farmacoldgico, a confirmacdo de que a substancia isolada pertencia a

classe de xantonas foi suficiente para decidirmos pela continuidade dos estudos.
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5.2. Caracterizacdao dos metabdlitos secundarios nos diferentes estadios de

desenvolvimento e partes das plantas.

Os melhores extratos para o isolamento de xantonas séo os obtidos a partir de
raizes (Chang ef al., 1995; loset ef al., 1998); no entanto, ndo ha dados na literatura
referentes a producdo destas substincias em raizes de plantas em diferentes
estadios de desenvolvimento. Também, além dos trabathos fitoquimicos, ndo ha
estudos em plantas pertencentes ac género Hypericum, utilizando raizes para o
estudo da reguiacao de metabdlitos secundarios.

Xantonas de H. perforatum, atuam na atividade antidepressiva, através da
acéo nos sistemas dopaminérgico e serotonérgico (Muruganandam ef al., 2000), mas
mesmo tendo a sua importancia farmacol6gica comprovada, estas ainda ndo foram
estudadas com relagéo a producéo nas diferentes partes da planta ou estadios de
desenvolvimento. Porém, ja foi verificado que a producéo de hipericina varia durante
as diferentes estacdes do ano, sendo maior nos meses do verdo e concentram-se
prioritariamente nas flores (Southwell & Bourk, 2001).

Em plantas de H. perforatum também foi verificada correlagao inversa entre os
conteudos de rutina e quercetina (Buter ef al, 1998), uma vez que a formacao de
rutina ocorre a partir da quercetina (Harborne, 1989).

H. brasiliense € fotoperiddica, uma vez que floresce sob condicdes de dias
longos, mais precisamente entre dezembro e margo. A produgdo de composios
fendlicos totais foi muito superior nesta fase, quandc comparado com os demais
estadios de desenvolvimento.

Durante o ciclo de vida das plantas, as células continuamente respondem a

sinais (intemos e externos) que alteram a sua fisiologia, morfologia e
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desenvolvimento. As respostas das plantas a estes estimulos sao modulados pela
idade, época do ano, niimero de horas de luz durante o dia, etc (Buchanan et al.,
2000).

O florescimento é o melhor exemplo das mudancas no desenvolvimento
programado de plantas superiores. Tais mudancas néo envolvem apenas a formacéo
do meristema floral, mas muitas outras estruturais e fisiologicas, passando da fase
de juvenilidade para a reprodutiva (Fosket, 1994).

O fitocromo € conhecido por ser o pigmento receptor da sinalizaggo do
fotoperiodo para conirolar o florescimento. O sinal fotoperiodico é recebido pelas
folhas e transferido para o meristema apical, onde inicia o processo de estimulo ou
inibicao da diferenciagao do meristema vegetativo para o reprodutivo (Fosket, 1994).

Uma vez desencadeado o processo a luz, absorvida pelas folhas verdes,
promove a atividade dreno na corola, proporcionando crescimento da estrutura floral
e pigmentagao (Lingakumar & Kulandaivelu, 1993: Moscovici ef al.,19986), processo
que seria mediado pelo fitocromo, em conjunto com hormdnios endogenocs; como
resuitado do processo verifica-se aumento da atividade das enzimas fenilalanina
amdnia liase e chalcone sintase (Beggs ef al, 1987) e aumentos dos produtos finais
relacionados, como antocianinas, quercetina e qualquer outra substancia que seja
produzida por essas vias.

Tal elevag&o na atividade metabélica das plantas de H. brasifiense por ocasido
do florescimento poderia proporcionar a produgao de acilfloroglucinol em
quantidades muito superiores, cerca de quatorze vezes mais, quando comparado
com plantas em estadio vegetativo. Tais plantas apresentaram maior massa do

sistema radicular, o que n@ic & uma ocorréncia comum, dado que quando em
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floragéo, as plantas paralisam o seu crescimento para priorizar os processos de
desenvolvimento do érgao floral (Fosket, 1994).

De maneira geral, os floroglucindis atuam sinergisticamente com auxinas,
através da inibicdo das AlA-oxidases, na formacgéo de raizes adventicias e brotaces
iaterais (Nandi ef al., 1996, Kooi ef al., 1899). Portanto, cabe a questio: a elevagéo
da producdo de massa radicular (dados nao apresentados) no estadio de
florescimento foi conseqgiiéncia do actimulo dessa substincia?

Durante a fase de frutificagédo o fruto atua como um dreno, re-direcionando o
fluxo de carbono para a formagao da semente, principaimenie para a sintese de
compostos de reserva (Buchanan et al, 2000). Nesta fase, as plantas cessam o
crescimento e apresentam atividade metabolica reduzida. Resultados semeilhantes
aos obtidos neste frabalho foram obtidos quando plantas de H. perforatum
encontravam-se em estadio de frutificacdo, onde houve queda significativa na
producdo de compostos fenélicos, quando comparado com plantas em floragao
(Pietta ef al., 2001). Resuitados semelhantes também foram obtidos por Tekel'ova et
al. (2000), que verificou gueda na produgdo (10 vezes) de quercetina em frutos
quando comparados com flores de H. perforatum.

Entretanio, a fase de frutificacdo de H. brasiliense proporcionou maior
acumulo de acido betulinico, obtendo-se quantidades semelhantes as encontradas
na cortica de Platanus acerifolia e superiores as encontradas na casca de Betula
pendula {(Gaigon ef al., 1999). Os resuitados ndo puderam ser comparados com
outras espécies de Hypericum, uma vez que ainda nao foi realizado este tipo de
estudo no género.

A elevada producao de compostos fendlicos totais nas plantas floridas se deve

ao elevado iteor de aciifloruglinol nas raizes; portanto, quando o interesse for a
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produgao desta substancia, a melhor época para coleta é a de floragdo e utilizando
as raizes. Por outro lado, quando o interesse for xantona, pode-se utilizar as partes
apicais de plantas em estadio de frutificacdo ou a planta inteira nos estadios
vegetativos e em florescimento.

Quando em estadio vegetativo, as plantas apresentaram ampla distribuicdo
dos diferentes metabdlitos em todas as suas partes porém, em quantidades
inferiores as encontradas durante a florac&o. Apesar disso, a fase vegetativa poderia
ser utilizada para o estudo dos compostos fendlicos analisados, com a vantagem de
poder ser realizada durante o ano todo.

A caracterizagdo da produgio de metabdlitos secundarios nos diferentes
estadios de desenvolvimento, bem como a localizacdo na planta, é de extrema
importéncia, uma vez que ja foi verificado em diversos trabalhos que a composicao
dos fitoterapicos de H. perforatum, encontrados no mercado, varia muito (Wills ef al.,
2000; Bergonzi et al, 2001). De fato, os resultados deste trabaltho mostraram que a
fase de crescimento, bem como as diferentes partes de plantas de H. brasiliense

interferem muito na quantidade dos metabdlitos de interesse.

5.3. Estresse de temperatura

5.3.1. Inducao de estresse

Exposigbes a baixas temperaturas desencadeiam mudangas bioquimicas e
fisiologicas nas plantas, como forma de ajuste do metabolismo para condiges
adversas (Zhang ef al., 1997). Plantas cultivadas em condi¢des de baixa temperatura
podem exibir perda de vigor e redugdo no crescimento, mudangas na estrutura e

composigao das membranas e parede celular (Zabotin ef al., 1998). Além de afetar o
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metabolismo como um todo, exposicSes a baixas temperaturas podem afetar as
etapas fotoquimicas da fotossintese (Oquist, 1983).

A eficiéncia na captura, transferéncia e utilizacao de energia luminosa nas
reacoes fotoquimicas do PSIl, requer uma seqiiéncia de eventos fotoguimicos,
bioguimicos e biofisicos. Estes em (ltima analise dependem da energia, para a
sintese de compostos constitutivos (proteinas), metabdlicos (enzimas) e estruturais,
como as membranas dos tilacoides. Dessa forma, a manutencao da estrutura do
apareiho fotossintético dispende energia, sendo indiretamente afetada pela queda no
metabolismo causada pela temperatura de resfriamento (Wang & Camp, 2000).

Segundo Oliveira (2000), alguns efeitos de danos causados pela baixa
temperatura s6 se manifestam quando as plantas retornam a temperaturas acima da
temperatura de resfriamento. Isso pode ser observado nos resultados obtidos no
presente trabalho, onde foi verificada queda na eficiéncia quantica do PSIl nas
plantas mantidas em temperatura noturna de 10°C e durante o dia expostas a

temperaturas de 30°C (ambiente). Sendo que, nas plantas mantidas em temperatura

constante de 17°C n@o foi possivel detectar danos causados no aparato
fotossintético.

Baixas temperaturas também podem causar danos irreversiveis, durante o
ajuste metabdlico, que podem ser mediados por espécies reativas de O, (Janas ef
al., 2000). As cadeias de acidos graxos das membranas das organelas celulares sao
altamente vulneraveis 8 peroxidacgo lipidica. A degradagao de acidos graxos poli-
insaturados pela peroxidacdo produz ions peroxido e malondialdeido (MDA),
induzindo um aumento na rigidez das membranas. Aumentos excessivos dessa

rigidez podem ocasionar a morte das células (McKersie & Leshem, 1894). A
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peroxidagao lipidica, caracterizada pelo acimuio de MDA, em conseqiiéncia do
acamulo de espécies reativas de O, foi superior nas plantas crescidas em ambiente
com temperatura consianie de 17°C, sendo que nos demais tratamentos os
contelidos foram semelhantes ac controle.

Em altas temperaturas € comum a ocorréncia de sintomas morfologicos e
ontogénicos, como aceleragéo do desenvolvimento e reducdo no tamanho das folhas
(Paolacci ef al., 1997). As plantas mantidas a 30°C noturno apresentaram maior
ganho de massa fresca em relagéo aos demais tratamentos, sendo que ao final do
experimento iniciou-se o processo de floragéo. Resultados semelhantes nao foram
obtidos a 36°C, uma vez que a producdo de massa fresca foi inferior as piantas
controle. isso talvez tenha ocorrido porque estas plantas encontravam-se em
condicao de estresse.

Altas temperaturas afetam a integridade da membrana plasmatica e causam
desnaturacdo térmica de enzimas, afetando a fotossintese, principalmente em
espécies Cs. Além disso, aumentam a atividade oxigenase da Rubisco, favorecendo
a fotorrespiracéo (Conroy et al, 1994). Dessa forma, a partir da glicolato oxidase
ocorre a producéo de H>O; espécie reativa de oxigénio, produzida no peroxissoma,
que pode ser potencialmente toxica para as células. Em condicdes de estresse as
enzimas calatase e ascorbato peroxidase, podem ter a sua atividade reduzida e nao
quebrar a molecula de H2O, ocorrendo como conseqiiéncia danos nas membranas
celulares. O acumulo de HO; pode estimular a producdo de substincias com
fungbes antioxidantes, como alguns flavonéides (Paolacci et al, 1997: Jiang &

Huang, 2001).
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Baixas temperaturas podem ocasionar decréscimo no conteGdo de agua e
mudanc¢as estruturais nas folhas. Wanner & Jﬁntilia (1999) demonstraram que a
producéo de prolina ndo tem funcdo especifica no aumento da toleréncia as baixas
temperaturas, mas poderia ser importante no ajuste do metabolismo ao estresse
hidrico induzido pelas baixas temperaturas. Steponkus (1984) relatou que baixas
temperaturas podem resultar no acimulo de substancias toxicas de metabdlitos da
respiracéo anaerdbica, como etanol, CO; e acido latico, tornando o pH citossélico
acido.

Em muitas plantas, o actimulo de prolina livre ocorre em resposta a imposicao
de estresses ambientais, como déficit hidrico, salinizagdo, altas e baixas
temperaturas, etc (Draper, 1972; Heuer, 1994; Wermer & Finkelstein, 1995; Chang &
Lee, 1888). O actimulo de prolina muitas vezes é gerado de forma a reduzir a
acidificacédo celular ocasionada por condicGes de estresse. Grande sintese de prolina
durante uma condicio de estresse poderia manter a razdo NAD(P)'/NADPH, em
valores compativeis com o metabolismo em condi¢cbes normais (Hare & Cress,
1997). Aumento na razao NADP*/NADPH durante a sintese de prolina pode resuitar
no aumento da atividade da via das pentoses-fosfato, a qual fornece importantes
intermediarios para a sintese de metabdlitos secundarios (Kohl ef a/.,, 1990).

Neste trabalho, a producao de prolina aumentou significativamente quando a
temperatura noturna foi de 10°C e em femperatura constante de 17 e 36°C.
Coincidentemente, nestes mesmos tratamentos observou-se os maiores conteidos
de fendis sollveis totais. Resultados semelhantes foram encontrados por Sahai &

Shuler (1984) e Janas ef al. (2000).
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Embora as plantas mantidas na temperatura constante de 36°C nao tenham
apresentado elevadas concentragcbes de MDA, elas apresentaram aumento no
contelido de prolina € redugdo no ganho de massa fresca e, portanto, podem ter
entrado em estresse. Resultados semelhantes foram encontrados por Chang & Lee
(1999), que verificaram correlagdo inversa entre crescimento e actumulo de prolina

em plantas de G. fenuistipitata.

5.3.2. Producao de compostos fendlicos e acido betulinico

Santis ef ali (1999) demonstraram que algumas espécies séo tolerantes a
extremos de temperatura quando adquirem capacidade para aumentar a sintese de
enzimas antioxidantes, como a peréxido dismutase, catalase e peroxidases. Estes
mecanismos previnem o acumulo de espécies reativas de oxigénio (Prasad, 1996).
Entretanto, outras espécies intensificam a produgéo de compostos antioxidantes,
como antocianinas, quercetina e rutina (Grace et al., 1998; Close et al., 2000).

Tem sido proposto que as antocianinas atuam como pigmento fotoprotetor nos
tecidos vegetais e acumulam-se em resposta a baixas temperaturas (Rabino &
Mancinelli, 1986; Zhang et al., 1997). Levya et al. (1995) realizaram estudos sobre a
regulacao da biossintese de antocianinas durante a adaptacédo metabdlica em baixas
temperaturas, verificando que o processo é dependente de iuz. Isto poderia ser
explicado pelo fato de que as antocianinas s&o produzidas para atenuar a qualidade
e quantidade de luz capturada pelas clorofilas e carotenéides (Feild et al., 2001).

A radiacao fotossinteticamente ativa na casa de vegetagédo e nas camaras de
crescimento com temperatura e luz controladas foi de 1000 a 1500 e 20 a 30 umoles

fotons/m”s, respectivamente. Portanto, os resultados do presente trabatho
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demonstram que a produgao de antocianina e xantona foi dependente da intensidade
luminosa, uma vez que em condi¢des de baixa intensidade luminosa, a produgzo de
antocianinas ndo aumentou, independente da temperatura, e a producdo de
xantonas, nestas condigbes de luminosidade, praticamente foi inexistente nas
plantas controle.

Ha autores que relatam que a produgdo de antocianinas ndo faz parte do
desenvolvimento programado dos tecidos fotossintéticos, mas a producao dessas
substdncias ou a express@o das enzimas regulatorias da sua biossintese séo
conhecidas por serem reguladas pela aita intensidade fuminosa ou tratamentos que
limitem a utilizaglo da energia fotoquimica, sugerindo que as antocianinas podem ter
uma fungéo na protecdo das plantas conira o excesso de luz (Christie et al, 1994;
Nooden ef al,, 1996; Chalker-Scott, 1999).

As enzimas chave da via dos fenilpropandides, a fenilalanina aménia liase e
chalcona sintase, tem sido descritas por responderem a varios tipos de estimulos
ambientais (Davies & Ausubel, 1989; Kubasek et al, 1992). Levya ef al. (1995)
verificaram que 0 aumento da atividade dessas enzimas ocorria em baixas
temperaturas, unicamente na presenga de luz. Os resultados deste trabalho
demonstram que as mesmas condicdes que permitiram a maxima produgédo de
antocianinas, também promoveu a sintese de xantona. Apesar de nao termos
elementos para comprovar, € possivel que os mesmos efeitos que a luz e
temperatura tém sobre fenilalanina aménia fiase e chalcona sintase, ocorram
também sobre as enzimas da via biossintética de xantonas.

A producéo de quercetina e rutina foi superior nas plantas mantidas a 10°C,
demonstrando que estas substancias podem ter sido produzidas em consegliéncia

do estimule inicial reailizado sobre as enzimas chave da via dos fenilpropandides. O
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mesmo pdde ser verificado nas plantas mantidas em temperatura constante de 36°C,
que tiveram maior producéo de rutina. Segundo Schindler & Lichtenthaler (1994), a
sintese de metabolitos cloroplastidicos poderia atuar como uma protegdo contra a
formagéo de radicais livres e, consequentemente, peroxidacéo lipidica. A rutina, que
€ metabolizada nos cloroplastos, pode ter sido sintetizada em resposta & produgéo
de H202, durante a fotorrespiracdo, que normaimente & mais acentuada em plantas
C3 crescendo em altas temperaturas, como foi o caso das plantas de H. brasiliense
mantidas a 36 °C. Pelas mesmas razées, pode ter ocorrido maior acimulo de acido
betulinico nas plantas mantidas neste tratamento, uma vez que tem sido relatado que
o isoprenc muitas vezes é sintetizado para proteger a célula contra o estresse
oxidativo, através da sintese de IPP no cloroplasto e posterior transporte para o
citossol, 0 qual pode ser metabolizado em moléculas maiores como os triterpenos
(Lichthentaler, 1999).

Em condi¢bes de baixa intensidade luminosa, as plantas mantidas a 17 °C
apresentaram maior conteddo de &acido betulinico do que as plantas controle.
Nakamura ef al. (2001) j4 haviam demonstrado que em condigbes de baixas
temperaturas ocorria um aumento na expressdo de mRNA de IPP isomerase
citossolica, justificando os resultados obtidos no presente trabalho.

A partir dos resultados observados no presente trabalho pode-se concluir que
0s compostos fendlicos responderam positivamente aos tratamentos de baixa
temperatura. Entretanto, a preducédo de quercetina, seguida de rutina, respondeu
positivamente a imposicdo de aitas temperaturas, sob baixa intensidade luminosa,

como forma de amenizar possiveis danos causados peio estresse.
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Em condigcbes de baixa intensidade luminosa, tanto a baixa como a alta

temperatura proporcionaram aumentos na producéo de acido betulinico.

5.4. Estresse hidrico

5.4.1. Déficit hidrico

Em condig&o de déficit hidrico, houve acimulo de MDA na parte aérea em
relacdo as plantas controle entretanto, essa diferenca nao foi estatisticamente
significativa. Talvez isto tenha ocorrido, porque a técnica utilizada para induzir
gradativamente o estresse hidrico, ndo foi tdo drastica ao metabolismo da planta,
nao havendo tempo habil para a ocorréncia do estresse oxidativo e conseqglente
acumulo de MDA. Em outras espécies, a retirada repentina do fornecimento de agua
levou ao acﬂmt_sic significativo de MDA (Rensburg & Kruger, 1994; Jiang & Huang,
2001).

Com relag@o ao acimulo de prolina, que também tem sido um parametro
utilizado para caracterizar a condicdo de déficit hidrico (Heuer, 1994), ndo houve
diferenca estatistica entre plantas controie e estressadas, resultados que diferem dos
encontrados em outras espécies (Alexieva et al.,, 2001). Novamente, pode ser que a
retirada gradual de agua tenha influenciado no resuitado.

Entretanto, a grande queda do potencial hidrico da parte aérea permite
concluir que as plantas entraram em estresse pelo déficit hidrico, uma vez que
chegou a ser o dobro dos valores encontrados nas plantas controle, e ao final do
experimento estas apresentaram inicio de murcha no apice.

A produgdo de antocianina ndo diferiu e a de fenéis totais foi superior aos

valores encontrados nas plantas controle. Resultados semelhantes aos nossos foram
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encontrados por Alexieva et al. (2001), quando submeteu ervilha e trigo a déficit
hidrico; nas mesmas espécies também foram verificados menores ganhos de massa

fresca.

5.4.2. Hipoxia

Em condicdes de deficiéncia de O,, a glicolise e a fermentacéo latica ou
alcéolica podem ser as Gnicas formas de producéo de energia nas células vegetais.
A produgéo de lactato, seguida de etanol favorece o abaixamento do pH citossdlico,
sendo que ¢ lactato pode ser armazenado no vactolo ou ser liberado para o meio
(Souza, 2001).

A sintese de prolina, é conhecida por estar relacionada com o abaixamento de
pH citossolico, sob condigbes de estresses severos (Kurkdjan & Guern, 1988). O
acumulo de prolina, nas plantas em hipoxia, pode ter ocorrido como forma de
amenizar os danos causados pela falta de O,. Tais resultados podem ser
comparados com os obtidos por Elhaak et al. {1993).

Um dos principais parametros que afeta a coloragdo das flores e tecidos
vegetais € o pH vacuolar, que é regulado por fatores genéticos e ambientais,
podendo variar de 2,8 a 5,5, sendo que nestas condicbes a sintese de antocianinas é
muito favorecida (Cooper ~ Driver, 2001; Farzad et al., 2002).

Atividade antioxidante tem sido atribuida as antocianinas, devido a sua agéo
no sequestro de peroxido de hidrogénio e outras formas de radicais livres (Cooper-
Driver & Bhattacharya, 1998). A producdo do sistema antocianina —~ peroxidase no
vaclolo pode contribuir para o mecanismo de protecdo das plantas contra danos

oxidativos (Yamasaki, 1997).
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As plantas mantidas em condicdo de alagamento apresentaram acumulc de
MDA, sugerindo a ocorréncia de elevada péroxidagéo lipidica nas membranas.
Resultados semelhantes foram encontrados em outras espécies (Hurng & Kao, 1994;
Kalashnikov et ai., 1994; Bennicelli ef al., 1998; Blokhina ef al., 2001). Nas mesmas
plantas, também observou-se elevada concentracdo de antocianinas, quando
comparadas com as plantas controle, sugerindo que a sintese deste flavondide pode
ter ocorrido como um mecanismo de defesa das plantas contra o estresse oxidativo,

gerado pela deficiéncia de Oo.

5.4.3. Producao de compostos fendlicos e acido betulinico

Em plantas de tabaco, a hipoxia proporcionou aumento no contetdo de fendis
totais em relacdo as piantas controle (Hurng & Kao, 1994), resultados semelhantes
aos encontrados neste trabatho.

A producdo de compostos fendlicos, geralmente é regulada por fatores
ambientais e genéticos, uma vez que estdo envolvidos em muitas interagbes de
origem bidtica e abidtica das plantas: patogenos, alta luminosidade, UV, baixas
temperaturas, herbicidas, etc (Weidner ef al., 2000).

Muitas plantas superiores respondem a vérios estimulos ambientais, pela
ativacao de vias de sintese de metabdlitos secundarios, como a via dos compostos
fendlicos. Geralmente em condigdes de estresse, ha aumento na transcricdo de
genes que codificam as correspondentes enzimas biossintéticas, resultando no
aumento dos produtos finais (Estrada ef a/., 1999).

O estresse hidrico tem um grande efeito no metabolismo das plantas,
ocasionando aumento de muitos metabdlitos secundarios, pelo re-direcionamento de

carbono, devido & redugdo no crescimento (Herms & Mattson, 1992). isto foi
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observade neste trabaiho, em relagao & producéo de compostos fendlicos e acido
betulinico.

Em condigbes de déficit hidrico, verificou-se aumento na producio de todos os
metabdlitos estudados em relacao as plantas controle, demonstrando que a
metodologia utilizada foi eficiente para ajustar o metabolismo das plantas 3 sintese
destes compostos. Houve actmulo de quercetina e rutina em proporgdes superiores
aos de xantonas e acilfioroglucinol, demonstrando que pode ter ocorrido 'um
particionamento de carbono entre as diferentes vias. Este particionamento também
foi verificado em cbndigées de hipoxia, entre antocianinas, xantona e quercetina. O
mesmo foi verificado em relagdo 3 producéo de acido betulinico, que foi superior em
condicbes de déficit hidrico, uma vez que pode ter sidoc um reflexo do “status”
fotossintético em que as plantas se encontravam, uma vez que o isopreno pode ser
sintetizado como forma de amenizar danos causados pelo esfresse oxidativo das
células (Niyogi et al., 1997).

Diversos compostos, como os acidos fendlicos, geralmente ocorrem na forma
conjugada e os niveis de formas livres nos tecidos sio estritamente controlados,
demonstrando que eles convertem-se de um tipo para outro durante os diferentes
processos fisiologicos (Weidner ef al,, 2000). O mesmo foi verificado entre a sintese
de quercetina e rutina, onde foi constatada a ocorréncia de uma correlacao inversa
entre as duas substéncias nas plantas controle e as mantidas em condicdo de
hipoxia. Essa correlacdo também foi verificada em plantas de H. perforatum (Buter,
1998).

Apesar dos conteidos de aciifloroglucinol e xantona terem sido
proporcionalmente menores aos de quercetina e rutina, verifica-se gue sao

substancias que responderam aos tratamentos impostos, demonstrando que as vias
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de sintese dos diferentes compostos fendlicos respondem positivamente aos
tratamentos de estresse hidrico, seja por hipoxia ou falta de agua.

Outros estudos ja haviam demonstrado que o déficit hidrico ocasiona aumento
da sintese de IPP, com resultante sintese de acido abscisico, carotendides e
xantofilas (Milborrow, 2001). No entanto, até 0 momento ndo ha trabalhos sobre a
produgéo de triterpenos em condigcbes de estresse hidrico. Dessa forma, € possivel
utilizar os resultados obtidos em plantas de H. brasiliense, quando em condigéo de
estresse hidrico, como um modelo para estudos da regulacdo de compostos

fendlicos e acido betulinico em outras espécies de Hypericum.
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Capitulo 2

Variabilidade genética e florescimento in vitro de Hypericum

brasiliense
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1. INTRODUGAO

A exploragdo de plantas de uso medicinal da flora nativa, através do
extrativismo nos ecossistemas tropicais, fem levado a redugbes drasticas das
populagbes naturais dessas espécies, seja pelo processo predatério de exploragéo,
seja pelo desconhecimenio dos mecanismos de perpetuacdo das mesmas. Assim, a
domesticacdo e cultivo aparecem como opg¢do para obtencdo da matéria prima de
interesse farmacologico e reducédo do extrativismo nas formacgdes diversas (Reis e
Mariot, 1999).

O género Hypericum compreende mais de 400 espécies agrupadas em 31
secgbes. O género é variavel em muitos caracteres e ha poucas informagdes sobre os
sistemas de reprodugdo (Martonfi & Brutovské, 1996).

H. brasiliense é uma espécie com ampla distribuigao nos estados brasileiros,
em regides com elevadas altitudes, desde a Bahia (Serra da Barra do Choca -
Itapetinga), Espirito Santo (Pico da Bandeira e Serra do Caparad), Minas Gerais
(Ouro Preto, Parque de Ibitipoca, Monte Verde, Serra do Caraga, Maria da Fé), Rio
de Janeiro (Setra dos Orgéos, Serra de ltatiaia e Petrépolis), S&o Paulo (Campos do
Jorddo e Ibitna), Parana (Laranjeiras do Sul e Balsa Nova) até Santa Catarina
(Chapecé) (Jimenez, 1980, Robson, 1967).

Ja foi verificado que diferentes populagdes de H. perforatum podem ter
variacoes genotipicas intra e inter populacional (Matzk ef al, 2001). Entretanto, o
pré-requisito para uma espécie medicinal ser explorada como fonte de metabdlitos

secundarios com qualidade é a reprodugdo de variedades homogéneas e 0 seu
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cultivo ser reafizado em condigdes controladas, como forma de controle da qualidade
do produto final (Steck et al., 2001).

Os avancos cientificos na area bioidgica, apds a metade do sécuio XX,
proporcionaram o desenvolvimento de dezenas de técnicas, que estdo facilitando a
realizacdo de estudos de genética e melhoramento de plantas. Neste contexto,
podem ser empregadas ferramentas biotecnolégicas associadas ao usc de
marcadores moleculares para caracterizacdo e monitoramento da diversidade
genética. O estudo da estrutura genética de populagdes naturais, de interesse
farmacolégico, é imprescindivel para o sucesso do melhoramento de caracteristicas
desejaveis (Nodai & Guerra, 1999).

No methoramento genético de piantas medicinais deve-se considerar os
recursos geneticos disponiveis, bem como o conhecimento prévio do sistema
reprodutivo e da variabilidade genética das especies consideradas, como forma de
se definir detalhes dos programas de melhoramento. Estudos sobre a identificacéo e
caracterizacdo da variabilidade genética em plantas medicinais concentram-se em
diversos aspectos, tais como os caracteres morfolégicos, aspectos do DNA e seus
fragmentos, genes mutantes, cromossomos, isozimas, PCRs, RAPDs, RFLPs e
microssatélites (Martins, 1996 Lopes, 1998).

A vantagem no uso de marcadores bioquimicos e molecuiares, em detrimento
dos marcadores morfoldgicos, esta na possibilidade de serem identificaveis em
qualquer idade da planta (Alfenas, 1998).

No género Hypericum, a espécie mais estudada é H. perforatum e, no intuito
de selecionar individuos geneticamente superiores para a produgdo de fitofarmacos,
a variabilidade genética de diferentes populagcées tem sido descrita na literatura com

0 uso de marcadores moleculares, bem como a utilizacdo de técnicas
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biotecnolégicas de clonagem das linhagens selecionadas (Martonfi et al, 1996;
Haluskova & Cellarova, 1997; Brutovska ef al,, 1998; Arnholdt-Schmitt, 2000; Matzk
et al., 2001; Steck et al., 2001).

Uma vez definida a variabilidade genética de uma populacdo, o passo
seguinte € a selecdo de gendtipos superiores em detrimento aos inferiores (levando-
se em consideracdo alguma caracteristica desejavel). Para a fixacdo dos genotipos
selecionados, da-se preferéncia a reprodugio assexuada no intuito de e#itar perdas
dos caracteres desejados (Palevitch, 1891).

Em trabathos experimentais, realizados com espécies que ainda nao foram
domesticadas, os resultados sao expressos em médias € mesmo levando-se em
consideracédo o erro experimental (1 ou 5%), pode-se estar super ou subestimando-
o0s, quando a variabilidade entre individuos € muito alta (Pimentel Gomes, 1987).

Portanto, o conhecimento da variabiiidade genética de uma populagdo
especifica, em estudo, é de extrema importdncia para a homogeneidade de
resultados experimentais. Por exemplo, no capitulo 1 deste trabatho fol verificado um
aumento na producdo de compostos fendlicos sob condigbes de estresse hidrico e
térmico em plantas de H. brasiliense. Entretanto, ndo ha informagGes na literatura
sobre as formas de reproducgao ou sobre a variabilidade genética desta espécie.

A abordagem biotecnolégica tem sido direcionada para a obtencdo de
cultivares com elevado contelido de metabdlitos secundarios, uma vez que
compreende técnicas que permitem ampliar a multiplicagdo clonal de genétipos de
interesse (Urbanova et al., 2002).

A micropropagacéao de varias espécies medicinais tem sido descrita por varios
autores durante as quatro Uitimas décadas (Carew & Staba, 1965; Cook et af., 1988;

McCartan & Van Staden, 1998; Zschocke & Van Staden, 2000). Do ponto de vista
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pratico e farmacolégico, a propagacao de meristemas pré-existentes nao é
tecnologicamente dificil, proporcionando a producdo de plantas geneticamente
idénticas a planta mée (Rout ef al, 2000).

A capacidade de um explante regenerar uma plantula, num curto intervaio de
tempo, € dependente do seu potencial morfogenético. A morfogénese in vitro é
conseqiiéncia dos processos de divisio e diferenciacédo celular integrados. Tais
processos dependem do grau de diferenciagio do tecido e da regulacdo hormonal
interna ou externa, os quais agem direta ou indiretamente ac nivel génico,
desencadeando processos especificos de sintese €, cComo conseqléencia, alteragdes
bioquimicas e metabdlicas diversas. Tais processos sio dependentes, além do tipo
de explante, das condigbes de desenvolvimento em que as plantas matrizes se
encontram (Abreu, 1998).

Sendo assim, a partir do conhecimento sobre a variabilidade genetica e do
ajuste de uma metodologia de propagacao in vifro de H, brasiliense, sera possivel
conduzir os trabalhos de otimizagao da regulacdo do metabolismo secundario desta

espécie in vitro ou in vivo, de forma a se obter resuitados homogéneos.
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2. OBJETIVOS

e Estudar a variabilidade geneética de plantas de H. brasiliense, oriundas de
Ibitina/SP, através da técnica de eletroforese de isozimas.
¢ Verificar o potencial morfogenético in vitro de gemas apicais oriundas de plantas

juvenis e adultas de H. brasiliense.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Material Vegetal

Sementes de diversas plantas de H. brasiliense, coletadas em 2000 na cidade
de Ibidna (SP), foram misturadas e colocadas para germinar em vermiculita, a 20°C,
na luz. As plantulas obtidas, num periodo de 30 dias, foram transferidas para casa de
vegetacdo e mantidas em condicdes de crescimento naturais, sob sombrite,
proporcionando 50% de luminosidade, e irrigacao diaria.

Quando as plantas atingiram 5 cm de altura, elas foram transferidas para
vasos com capacidade para 5 litros, contendo terra e areia, na proporgao 2:1.

Plantas com 15 (juvenis) e 30 cm (adultas) foram utilizadas como
fornecedoras de explantes para os experimentos de cultura de tecidos.

As analises isozimaticas foram realizadas em plantas com dois anos de idade.

3.2. Analise da variabilidade genética através do uso de isozimas.

Para tentar caracterizar a diversidade genotipica das plantas de H. brasiliense,
pertencentes a populacdo de Ibitina (SP), foram utilizadas 10 plantas adultas (com 2
anos de idade), provenientes de sementes e mantidas em de casa de vegetacao.

Pequenos pedacos de tecido do apice foliar de cada planta, foram macerados
em aproximadamente 20 pl de tampao de extracdo (modificado de Sun & Ganders,
1990): Tris HCI 0,1M, pH 7,0; sacarose 0,02M; 0,6g de PVP, EDTA 0,13mM; 0,15%

de BSA; 0,13% de DIECA; 0,6% de Borax e 10% de B-mercaptoetanol.
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Os extratos foram absorvidos em retangulos (0.4 x 10 mm) de papel
Whatmann 3 MM , que foram aplicados em gel de amido Sigma (8,5%), de 1 cm de
espessura.

Foram realizados varios testes com diferentes sistemas gel/eletrodo, para

definir em quais ocorriam as methores separacdes das enzimas:

a) Sistema 1(Clayton & Tretiak, 1972):

Solugdo do Eletrodo: &cido citrico 0,04M, pH ajustado para 6,1 com N-(3-
aminopropil)-morfolina;

Solugéo do Gel: a mesma solugao do eletrodo na diluicao de 1:20

Condig&o da corrida: 150V

b) Sistema 2 (modificado de Stuber ef al, 1977).

Solucédo do Eletrodo: histidina 0,065 M, pH ajustado para 6,5 com acido cifrico
Solugao do Gel: a mesma solucéo do eletrodo na diluicdo de 1:4.

Condicéo da corrida: 150 V.

c) Sistema 3

Solugéo do Eletrodo: 0,6g de hidroxido de litio; 5,9g de acido bérico e 1,1g de
EDTA em 1000 mL de &gua (pH8,0).

Solucéo do gel: a mesma do eletrodo na diluigéo de 1:10.

Condicao da corrida: 30 mA.

d) Sistema 4 (Clayton & Tretiak, 1972 modificado):

Solugdo do eletrodo: acido citrico 0,04M, pH ajustado para 7,5 com N-(3-
aminopropil)-morfolina.

Solucdo do gel: a mesma solugéo do eletrodo na diluicdo de 1:20.

Condicao da corrida: 30 Ma.
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e) Sistema 5:

Solugéo do eletrodo: 37g de 4acido bérico: 4,8g de NaOH em 1000 mL de agua,
pH 8,0 (ajustado com HCI).

Solugao do gei: (2,49/1000 mL) Tris com pH 8,5 ajustado com HCI (1N).
Condicao da corrida: 50 mA.

Todo o processo desde a extragdo até o final da corrida foi realizado a 4°C.

A eletroforese foi conduzida até o marcador de corrida (azul de bromofenol)
atingir aproximadamente 9 cm do local de aplicacéo. |

Os sistemas eletroforéticos foram testados para coloragdo nos sistemas
enzimaticos apresentados na tabela 1.

A partir dos melhores resultados (tabela 1) foram selecionados os seguintes
sistemas com as respectivas enzimas: sistema 1 {MDH, PG!, GOT, IDH); sistema 2
(SKDH, IDH, MDH) e sistema 3 (PGM, AK, EST).

Decorrente dos resultados obtidos com apices foliares, foi realizada a coleta
de um fruto da planta matriz nimero 10 e todas as sementes (do mesmo fruto) foram
colocadas para germinar em placa de Petri, contendo papel de filtro umedecido, a
20°C e na luz.

Apos 30 dias, de 80 sementes apenas 6 haviam germinado e as plantulas
originadas, com aproximadamente 0,3 cm de comprimento totai, foram utilizadas
para as andlises isozimaticas. Cada plantula foi macerada em 5 ul de tampao de
extracdo. Os extratos foram absorvidos em papel Whatmann 3MM (0.4 x 5 mm) e

aplicados em gel de amido Sigma (8,5 %), de 0,5 cm de espessura. O sistema 3 foi
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utilizado na corrida, nas mesmas condicbes descritas anteriormente. Testaram-se

dois sistemas enzimaticos: PGl e MDH.

Tabela1: Sistemas enzimaticos testados em apices foliares de H. brasiliense.

. Iato guinase
Alanina desidrogenase ALDH
Alcool desidrogenase ADH
Enzima malica ME
Esterase EST
Fosfatase acida ACPH
Fosfogiuco isomerase PGI
Fosfoglucomutase PGM
Fumarase FUM
Glicose-6-fosfo G&PDH
desidrogenase
Glutamato — oxalacetato GOT
transaminase
Glutamato desidrogenase GDH
Hexocinase HK
Isocitrato desidrogenase IDH
Leucina aminopeptidase LAP
Malato desidrogenase MDH
Chiquimato Desidrogenase | SKDH

o;go

enzima (EC)

14.1.1
1.1.1.1
1.1.1.40
3.1.1.1
3.1.3.2
5.3.1.9
27.5.1
4212
1.1.1.49

26.1.1

1.4.1.2

2711
1.1.1.42
3.4.11.1
1.1.1.37
1.1.1.25

1e2

1e3
12e4
1,2e5

Sistema

Melhor
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As solugbes de coloragdo dos sistemas enzimaticos foram nreparadas

segundo Alfenas (1998).

3.2.1. Anélise dos resultados

Os padrbes de bandas encontrados para cada individuo foram interpretados

geneticamente a partir de observagao direta nos zimogramas.

3.3. Estabelecimento da cultura de gemas apicais in vitro
Gemas apicais, com aproximadamente 0.5 cm de comprimento, coletadas de
plantas com 15 e 30 cm de altura (denominadas doravante como juvenis a adultas),

foram utilizadas como explantes.

3.3.1. Assepsia do matjerial vegetal

Os explantes foram submetidos ao seguinte processo de assepsia: agua
corrente por 30 minutos, imersdo em etanol 70 % por 30 segundos e, em seguida,
em hipoclorito de sddio comercial (20 %) por 30 minutos. Em camara de fluxo
laminar, os explantes foram lavados por seis vezes em agua destilada e autoclavada,

excisados e inoculados em meio de cultura.

3.3.2. Meio de cultura e condigbes de incubagio

Os explantes oriundos de plantas adultas e juvenis foram inoculados em meio
de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962), contendo 3 % de sacarose, pH ajustado
para 5,8, sem a adicdo de reguladores de crescimento, na presenca e auséncia de
agar (0,7 %). Foram utilizados tubos de ensaio (25 x 150mm), contendo 10 mL de

meio de cultura. Nos tratamentos sem a adigéio de agar, para evitar a imersac do
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explante no meio de cultura, foram utilizadas pontes de papel como suporte. Apds a
inoculacéo, os tubos foram mantidos em sala de crescimento com temperatura de 25
+ 1°C e fotoperiodo de 16 horas de luz branca fria (25 pmol.m 2s". Os
experimentos foram conduzidos com aproximadamente 30 repeticdes durante 20
dias.

Apés o encerramento do experimento, analisou-se: nimero de gemas, altura e

presenca ou auséncia de florescimento.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Andlise de isozimas em plantas de H. brasiliense

Os sistemas isozimaticos examinados para os dez individuos da populacéo de

H. brasiliense oriundos de Ibitina-SP sao mostrados na figura 1.

PGI (5)

PGM (1)  EST@4) = AK(2)

S——

Figura 1. Zimogramas de diferentes isozimas de apices foliares de plantas adultas

de H. brasiliense, com os respectivos nimeros de locus, realizados nos sistemas 1, 2
e 3.
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Verifica-se que, com excegdo da PGI, todas as demais enzimas mostraram
ser monomoérficas. Entretanto, a variacdo de locus ocorrida na PGI ndo pode ter os
seus alelos analisados.

De todos os locus das isozimas analisadas, apenas 0,09% demonstraram ser
polimorficos, o qual ocorreu apenas na PGl.

Para tentar verificar com que freqiiéncia ocorria a variagéo de locus da PGl,
procedeu-se a analise da enzima em plantulas de H. brasiliense formadas a partir de

sementes oriundas de um mesmo fruto, proveniente do individuo 10 (figura 2).

Figura 2. Zimogramas das isozimas de MDH (A) e PGI (B) analisadas em plantulas
germinadas a partir de sementes do mesmo fruto (individuo nimero 10) de H.
brasiliense.

Os zimogramas dos ensaios enzimaticos realizados tanto para a PGl como
MDH demonstram que as enzimas sdo monomoérficas nas plantulas analisadas e que
o material proveniente de sementes é idéntico ao da planta-mae, demonstrando a
baixa variabilidade genética tanto nas plantas adultas como no material proveniente
de sementes ou seja, na populacdo em estudo.

Esse é o primeiro estudo sobre a variabilidade genética em H. brasiliense, nao
havendo informagdes sobre as possiveis maneiras de reprodugéo dessa espécie que

justifiquem tais resultados. Entretanto, alguns estudos tem sido realizados como
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forma de caracterizar as formas de reproducdo de algumas espécies do género
Hypericum (Marfonti ef al., 1996; Matzk et al., 2000, 2001).

A reproducao de H. perforatum foi descrita por Noack em 1939 (citado por
Brutovska et al., 1998), o qual verificou que a célula-mae dessa espécie é capaz de
desenvolver partenocarpia e que o nlcleo polar poderia ser fertilizado
(pseudogamia). Tambem relatou que ao redor de 97% das sementes se
desenvolvem apomiticamente e que apenas 3% se formam a partir de fusdo sexual.
Trabalhos posteriores, utilizando contagens de cromossomos, relataram que o
numero é variavel (2n= 16, 32 e 48), provavelmente em conseqiiéncia da ocorréncia
de apomixia facultativa na espécie (Robson & Adams, 1968; Robson, 1981).

Entretanto, Brutovska ef al. (1998) ndo confirmaram a elevada freqliéncia de
apomixia em H. perforatum, quando estudaram a variabilidade citogenética em
plantulas regeneradas in vifro. Entdo, utilizando técnicas de fluxo de citometria,
Matzk et al.(2000) verificaram as possiveis formas de reproducdo em H. perforatum e
H. patulum, demonstrando que a formacéo de sementes na primeira espécie ocorria
sexualmente, por pseudogamia (apomixia) e partenocarpia, € na segunda espécie se
formavam a partir de fuséo sexual e apomixia. Posteriormente, Matzk ef al. (2001)
analisou sementes de espécies apomiticas de H. perforatum e verificou a existéncia
de um controle génico para tal evento.

Sendo assim, os resultados do presente trabalho demonstraram que a
provavel baixa variabilidade da populacdo em estudo possa ser decorrente de algum
tipo de reproducéo assexual, como observado em outras espécies do género.
Entretanto, estudos mais detalhados seriam necessarios para comprovar

definitivamente tal sugestao.
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Os resultados também sugerem que, face a baixa variabilidade genética das
plantas de H. brasiliense pertencentes a populagdo de Ibiuna (SP), os resultados
obtidos em experimentos sobre a regulacdo metabdlica nestas plantas séo
representativos, uma vez que sdo homogéneos e, portanto, possivelmente podem

ser extrapolados para outras espécies do género.

4.2. Florescimento in vitro de H. brasiliense

A cultura de gemas apicais, realizada em meio MS sem a adicdo de
reguladores de crescimento, promoveu o crescimento de plantulas, cujo
desenvolvimento ocorreu com dominéncia apical e enraizamento. O desenvolvimento
foi semelhante ao obtido em cultura nodal de H. brasiliense (Cardoso & Oliveira,
1996) e H. perforatum (Cellarova et al., 1992; Murch et al., 2000), em meio solido.

Quando crescidas em meio liquido, as plantulas oriundas de explantes juvenis
apresentaram crescimento superior as plantulas crescidas em meio sélido, tendo
maior altura e nimero de gemas, mas estes resultados ndo foram observados nas
plantulas originadas a partir de explantes de tecido adulto (figura 3).

Os explantes oriundos de plantas matrizes juvenis, quando em meio liquido,
proporcionaram a formagdo de pléntulas com maior altura e numero de gemas,
quando comparadas aquelas provenientes de matrizes adultas, sendo que em meio
solido esta diferenca foi menor.

As plantulas de H. brasiliense formadas a partir da cultura de apice vegetativo
(provenientes de plantas juvenis) tanto em meio sélido como liquido, apresentaram,
de maneira geral, maiores internédios do que as plantulas de H. brasiliense,

formadas a partir de cultura nodal em meio sélido (Cardoso & Oliveira, 1996).
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Maiores internédios facilitam o manuseio durante as fases de repicagens para
a obtencao de grandes quantidades de plantulas, uma vez que o desempenho de um
explante, para a regeneracéo de plantulas, em condi¢des controladas, depende nao

s6 da idade, mas também do tamanho (Abreu, 1998).

14
12 | BJuvenil O Adulto
10,5(+/-1,15)
10 -
g - 7 (L1 5) (+~0,7)

5(+-09)

Ndmero de gemas

14 12,5 (+/-1,34)

10 8 (+1-0,95)
5 (+/-0,85)

Altura (cm)
o

Meio sélido Meio liquido

Figura 3. Numero de gemas e altura de plantulas de H. brasiliense, cultivadas em
meio sdlido e liquido in vitro durante 20 dias, oriundas de gemas apicais de plantas
em estadio de desenvolvimento juvenil e adulto.

Na figura 4 & possivel visualizar as plantulas formadas a partir de explantes
oriundos de matrizes juvenis (figura 4a) e adultas (figura 4b). Os explantes
provenientes de plantas adultas tiveram as suas gemas diferenciadas em gemas

florais, resultando no florescimento. J& os explantes retirados de plantas juvenis,

resultaram na formagéo de pléntulas com crescimento vegetativo. Por  isso, as
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plantulas provenientes de material adulto, tanto no meio sélido como no liquido,

apresentaram menor altura e nimero de gemas.

Figura 4. Desenvolvimento de plantulas de H. brasiliense in vitro, aos 20 dias: (A)
plantulas formadas a partir de gemas apicais provenientes de matrizes juvenis; (B)
florescimento de plantulas formadas a partir de gemas apicais oriundas de matrizes
adultas.

O florescimento in vifro ja havia sido demonstrado em outras espécies
(Margara, 1969; Sehgal ef al, 1993; Jumin & Nito, 1995; Franklin ef al., 2000).
Resultados semelhantes também foram encontrados por Guiati ef al. (1996), que
verificaram a ocorréncia de florescimento em plantulas de Arfemisia annua cultivadas
in vitro e formadas a partir de explantes oriundos de plantas adultas.

A capacidade de regeneracdo de um explante in vifro parece estar associada
ndo apenas ao gendtipo, mas também a atividade fisiologica da planta—mae, sob o

controle de diversos fatores endégenos (Grattapaglia & Machado, 1998). Em

espécies lenhosas, a passagem do estado juvenil para o adulto resulta em alteractes
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na capacidade morfogenética dos tecidos, a qual é marcante na diferenciacéo inicial
dos explantes (Bonga, 1987; Hackett, 1987).

Sehgal et al (1993) relataram que na especie Polypleurum stylonim o
florescimento in vitro ocorria apenas quando as plantulas eram transferidas do meio
liquido para o semi-sdlido, sugerindo que o estresse hidrico poderia ter uma
importante funcio regulatéria nesse evento. Tais resultados discordam dos
encontrados no presente trabalho, uma vez que houve florescimento quando os
explantes foram estabelecidos diretamente em meio liquido.

Para diversas espécies do género Hypericum ja foram definidos protocolos de
propagacao in vitro (Cardoso & Oliveira, 1996; Moura, 1998; Murch et al, 2000;
Prefto & Santarem, 2000); entretanto, este & o primeiro relato sobre a ocorréncia de
florescimento in vitro neste género.

A ocorréncia de florescimento in vifro pode ser uma vantagem no estudo das
bases moleculares da regulagdo hormonal do florescimento e os fatores fisiolégicos
que controlam as transformacbes do meristema vegetativo em meristema floral
(Dickens & Van Staden, 1990). Também, ha possibilidades de se realizarem estudos
ecolégicos e genéticos, e estudos sobre a polaridade, citologia, bioquimica, e
determinar os fatores internos e externos que afetam o florescimento (Lang & Halery,
1989), assim como é uma técnica que poderia ser utilizada nos programas de
hibridizagéo (Franklin ef al., 2000).

No capitulo 1 deste trabalho, verificou-se que a maior producdo de compostos
fendlicos ocorria quando as plantas de H. brasiliense encontravam-se em
florescimento. Entdo, a ocorréncia do florescimento in vitro, nesta espécie, também

permite o estabelecimento de um modelo para a realizacdo de trabalhos sobre a
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regulacdo dos diferentes metabdlitos secundarios produzidos por esta espécie,
durante o florescimento.

Os explantes oriundos de matrizes juvenis proporcionaram o desenvolvimento
de plantulas com aproximadamente 12 cm, num prazo de 20 dias. Em condicOes de
casa de vegetacao, leva-se em torno de seis meses para uma planta atingir em torno
de 15 cm (dados observados durante a condugdo das piantas em casa de
vegetacao). Portanto, a utilizacdo da técnica seria muito vidvel para a produgéo de
mudas de H. brasiliense em grande escala, num curto periodo de tempo, com

posterior aclimatagao in vivo.
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Capitulo 3

Composicédo do 6leo essencial de Hypericum brasiliense



1. INTRODUGAO

Atualmente, existe grande interesse em se estudar a composicdo do dleo
essencial de H. perforatum, uma vez que ele apresenta efeitos comprovados no
tratamento de machucados, queimaduras, mialgia (Schempp et al., 2002), além das
atividades antifingica e bactericida (Gudzic et al, 1997; Nahrstedt & Butterweck,
1997). O dleo é atualmente comercializado nos Estados Unidos e Europa, chegando
a custar U$ 10,00/mL do éieo puro (www.tobfnfarms.com/st—jchns-wort-oi!).

Com base nestes dados, outras espécies comecaram a ter a composicao dos
seus oleos estudada, sempre tendo como base a comparagdo com as substancias
encontradas no 6leo de H. perforatum (Santos et al, 1999; Bertoli ef al., 2000;
Couladis et al., 2001; Gudzic et a/., 2001: Sajjadi ef al., 2001).

Apesar de serem encontrados na literatura trabathos fitoquimicos com H.
brasiliense (Rocha et al., 1994; 1995: 1996), até o momento nao existem
informagdes sobre a composi¢éo do seu dleo essencial.

Os oOleos essenciais sdo misturas complexas de muitas substancias,
principalmente dos grupos mono e sesquiterpenos, fenilpropanodides e substancias
alifaticas. A composicdo de um o6leo essencial é influenciada pelas mudanc¢as
climaticas durante o crescimento da planta e da existéncia de quemotipos, que
poderiam produzir oleos com a composigdo quimica totalmente diferente (Pauli,
2002).

O método mais utilizado para andlise da composi¢cao quimica de um dleo
essencial & através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.

Os dados gerados no espectrémetro de massas podem entdc ser comparados com
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aqueles constantes em bibliotecas, contendo os espectros de diversos padrdes,
permitindo certo grau de identificagdo. Entretanto, essa identificacdo ocorre a partir
de uma estimativa em porcentagem que nem sempre € precisa. Entdo, uma outra
maneira de fazer a identificacdo das substéncias é através da co-inje¢do da amostra
com uma mistura de hidrocarbonetos e realizar a determinagéo do indice relativo de
retencac (Van Den Dool, 1963), ¢ qual pode ser comparado com o indice de Kovats
(1965) (IK), encontrado na literatura, para cada substancia. Desta maneira, os

padrdes de fragmentacédo podem ser comparados e o composto identificado.
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2. OBJETIVO

Caracterizar a composigéo quimica do dlec essencial de H. brasiliense,

através de analises em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Material Vegetal

O material vegetal foi coletado em 1998, na cidade de Ibiina — SP, do qual
uma excicata foi depositada no herbario do Instituto de Botanica do Estado de Sao

Paulo.

3.2. Extracao
Apds secagem ao ar, o material vegetal (100 g de planta inteira) foi submetido
a hidrodestilagdo por 3,0 horas, utilizando-se um extrator do tipo Clevenger. O dleo

foi armazenado a 4°C.

3.3. Analises por cromatografia gasosa-espectrometria de massa

As analises foram realizadas utilizando um equipamento Hewiet-Packard (HP-
5990/5970) munido de coluna capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25
:m, J & W Scientific). As analises foram realizadas com programas de aquecimento
a partir de 50°C até 290°C (4°C/min). As temperaturas do injetor e detector de
ionizacdc de chama (FID) foram mantidas a 220 e 285°C, respectivamente. Hélio foi
utilizado como gas de arraste (1,16 mL/min}, no modo “split”. O volume injetado foi
de 0,5 :L de uma solugao contendo, aproximadamente, 10 mg de dleo essencial por
mL de acetato de etila. Os especiros de massas foram obtidos a 70 eV e a
velocidade de varredura de 0,84 scan/sec de m/z 40 para 550. Os componentes do
oleo foram inicialmente identificados a partir da biblioteca Wiley MS Data Library

(National Institute of Standards and Technology / Wiley Library - Wiley 275).
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3.4. Identificacdo das substincias

A identificacdo das substancias foi realizada através de co-injecédo do dleo
com uma mistura homogénea de hidrocarbonetos de cadeia longa linear contendo de
Cio @ Cz, onde foi possivel calcular o indice de retengédo relativo para cada

substancia, através do método de Van Den Dool & Kratz (1963), utilizando a

equacsio:
IR= An. 1 OO‘TRA_TRHA + N. 100
TRHDwTRHA
Onde:

Tra= tempo de retencado da substancia da amostra na co-injecao;

Trua= tempo de retencgéo do hidrocarboneto que sai antes;

Trup= tempo de retengéo do hidrocarboneto que sai depois;

An= diferenca entre o nlimero de carbono do hidrocarboneto que sai antes e
depois da substancia;

N= quantidade de carbono que tem o hidrocarboneto que sai antes;

A partir dos dados do indice relativo de retencdo da amostra (calculado apés a
co-injegaoc) e dos espectros de massas, obtidos da biblioteca do massas (National
Institute of Standards and Technology / Wiley Library - Wiley 275) foi possivel fazer
uma comparacac com os especiro de massas e IK em coluna DB-5 fornecido pela

literatura (Adams, 1995).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAOC

A producio de oleo essencial, a partir do material seco, foi de C/1 %,
apresentando coloracéo amarelada e odor especifico.

As substancias identificadas nas analises no CG/EM estdo resumidas na
tabela 1, com os seus tempos de retengéo (TR), indice relativo de retencéo calculado
(IR), IK e porcentagem (%) no total do 6leo. Tais substancias estdo listadas de
acordo com a sua ordem de eluigdo da coluna. Verifica-se que 20 substancias foram
identificadas, as quais representam 94,17 % da composicdo total do odleo.
Aproximadamente 1 % do 6leo é constituido por monoterpenos e 93,17 % de
sesquiterpenos.

Entre os monoterpenos, o principal representante € o trans-ocimeno (0,99%)
e dos sesquiterpenos, o B-Cariofileno (29,53 %), que foi a substancia majoritaria
encontrada no 6leo; este sesquiterpeno também representa a maior porcentagem no
dleo de H. perforatum (14,2 %) (Gudzic et al., 2001}, mas é o menor componente do
6leo de H. olympicum (0,3 %) e H. foliosum (1-7 %) (Santos, 1899; Gudzic ef al,
2001).

Na tabela 1, verifica-se que os sesquiterpenos oxigenados constituem 12,7 %,

sendo o Oxido de cariofileno (9,95 %) o maior constituinte desta fragao.
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Tabela 1. Substéncias identificadas no dleo essencial de H. brasiliense, com as suas
estruturas, tempo de retencéo, indice relativo de retengéo calculado (IR), indice de
Kovatz (IK) e a porcentagem (%) no éleo essencial.

s
|
Cis- Ocimeno T 8,286 1033 1040 0,01

Trans-Ocimeno 8,627 1044 1050 0,99
7]
o~ Copaeno ¥ 19,949 | 1370 1376 0,66

a-Gurjuneno gp 20,973 | 1404 1409 0,91

21,428 | 1418 1418 | 29,53

B-cariofileno

Aromadendreno 21,997 1434 1439 | 7.152
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o - Humuleno 22,566 1454 1454 | 12,736
v-Muuroleno @ 23,0211 1465 | 1477 T
. =/
Acoradieno s, 7 23,192 1 1471 1466 1,78
.
Ledeno 23,704 1487 1483 6.43
a - Selineno | - {23,875] 1493 1494 T
y-Cadinene @ 24444 | 1511 | 1513 | 4.41
‘/;\ H
A- Cadineno CEHE; 245571 1515 1524 T
a- Calacorene 25,297 | 1537 1542 | 0,60

161



Ledol S;@ 25809 1559 1565 5,70

Espatulenol 26,378 | 1576 1576 0,01

26,492 | 1581 1581 9,95

Humuleno Epdxido I @ 27,402 | 1608 1606 2,75
/’5\\5-‘0

28,369 | 1641 | 1642 7,46

Qxido de Cariofileno

Cubenol

Epi o - Muuroloi K 128,768 | 1655 1641 2,28

et (001%

As substéncias y-Muuroleno, Ledeno, Ledol e epi o-Muurolol foram
identificadas por comparac&o dos espectros obtidos a partir da biblioteca de massas
(Wiley) com os espectros encontrados na literatura para eluicdo em coluna DB-5
(Adams, 1995). Aproximadamente 50 % das substancias identificadas no dleo de H.
brasiliense diferem das encontradas no éleoc de H. perforatum: cis-ocimeno, a-
gurgujeno, aromadendreno, acoradieno, ledeno, a-selineno, a-calacoreno, ledol,
oxido de cariofileno, epi-muurolol (Gudzic et al., 2001). Destas, com excegdo das

substancias ledol, a-selineno e acoradieno, as demais s30 encontradas nos 6leos de
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H. perfoliatum, H. olympicum, H. hircinum (Gudzic, et al., 2001; Couladis ef al., 2001;
Bertoli et al., 2000).

A composicao dos Oleos essenciais, de maneira geral, é afetada pelas
condicbes de crescimento e desenvolvimentc em que as plantas se encontram,
idade, estagio de desenvolvimento, condigbes edafoclimaticas e interagdes do tipo
pianta-patégeno (Sangwan ef al., 2001). Por essa razéo, podem ocorrer variagbes na
composicdo quimica quando sdo comparadas diferentes espécies cultivadas em
regides distintas.

Em torno de 52 % do oleo de H. brasiliense € composto por B-cariofiieno
(29,53 %), a-cariofileno (a-humuleno) (12,74 %) e oxido de cariofileno (9,95 %).
Compostos que apresentaram elevada atividade no conirole de fungos uftilizados
como alimento das formigas cortadeiras (Afta cephalotes), as quais sao herbivoros
causadores de grandes prejuizos na agricultura (Hubbel et al, 1983); atividade
antialergénica (Tanaka et al, 1996) e anticarcinogénica (Zheng, 1992).

Os resultados obtidos a partir deste trabalho demonstram que a produgao do
6leo (0,1 %) nesta espécie ¢ inferior @ das demais espécies estudadas no género,
que varia de 0,256 a 045 % e que, predominantemente, € composto por
sesquiterpenos.

Estudos posteriores sd@o necessarios para avaliar o potencial terapéutico do

6leo essencial desta espécie.
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4. CONCLUSOES FINAIS

Tém - se como conclusdes deste estudo que o metabolismo secundario das
piantas de H. brasiliense respondeu positivamente aos estresses, sendo que desta
maneira pode-se atribuir uma cotrelagao inversa entre o crescimento da planta e a
producédo dos metabélitos secundarios estudados.

Estas plantas quando, em estadio de floragdo, promovem maior actimulo de
compostos fendlicos, porém quando em frutificacdc ha o predominio de acido
betulinico.

A baixa variabilidade genética na populagdo em estudo pode ser uma
vantagem em experimentagdes, embora futuros trabalhos visando o melhorando da
mesma, tornam-se necessarios como forma de selecionar individuos, potencialmente
superiores para a produgao de metabdlitos secundarios.

O dleo essencial da espécie estudada apresentou compostos de interesse
farmacolégico, mas estudos posteriores, utilizando ensaios biologicos, s&o

necessarios para a sua real comprovacao.
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