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RESUMO

Phyllanthus amarus Schum. & Thonn é uma planta que habita regibes tropicais e
subtropicais, sendo utilizada como medicamento por diversos povos. Sua agiio medicinal €
conseqiiéncia dos distintos metabdlitos secundarios produzidos por ela, que, dentre estes,
contém grande variedade de lignanas, dimeros provenientes da via fenilpropandide,
substincias que agem contra diferentes microrganismos ¢ participam das defesas vegetais.

Os objetivos deste trabalho foram examinar os efeitos dos eliciadores acido jasmonico
e sulfato de cobre sobre os teores das lignanas filantina, filtetralina, hipofilantina, nirantina e
nirtetralina presentes nesta planta, através de analises feitas por CLAE-UV, e emprega-los
para diferenciar as duas amostras desta planta.

O tratamento com acido jasmoOnico apresentou resultados distintos, de acordo com cada
amostra: na amostra A, com teor de filantina 0,16% usada no primeiro ensaio, houve a induggo
e o acumulo das lignanas, particularmente da hipofilantina e nirtetralina, elevando o teor
meédio de hipofilantina em 36,46% ap6s 24 horas, 15,75% depois de 48 horas, e 40,08% apos
168 horas; o teor médio de nirtetralina elevou-se em 11,10%, 31,93% ¢ 44,14% ap6s 24,48 ¢
168 horas, respectivamente; na amostra B, com teor de filantina 0,76% empregada no segundo
ensaio, houve a indugio de filantina. Somando-se a isto, houve clorose e abscisdo foliar,
causando a diminui¢do da massa fresca, massa seca ¢ massa seca foliar.

O emprego da analise dos teores das lignanas para diferenciar as amostras de
Phyllanthus amarus mostrou-se eficaz pois elas apresentam perfis bioquimicos diferentes: a
amostra com teor de filantina 0,16% apresenta concentragdes elevadas de hipofilantina e
nirtetralina, enquanto que a amostra com teor de filantina 0,76 apresenta teor elevado desta

lignana e de nirantina.



O sulfato de cobre, na concentracio utilizada, provocou uma intoxicagio aguda das
plantas, ocorrendo desidratacdo e descoloragio foliar, culminando com a abscisio das folhas e
morte das plantas. Os teores das lignanas foram severamente afetados, ocorrendo a sua
diminuigdo. Concluiu-se que seriam necessirios outros pré-testes com concentragdes
gradativamente menores de sulfato de cobre para se determinar a concentragio apropriada para

analisar se haveria um efeito indutor do sulfato de cobre sem destruir as plantas.



SUMMARY

Phyllanthus amarus Schum. & Thonn is a plant that lives in tropical and subtropical
regions, and it’s used as medicine by a number of people. Its medicinal action is the
consequence of several secondary metabolites produced by the plant itself, and among them it
further contains a large variety of lignans, dimers deriving from the phenylpropanoid wia,
substances which act against different microorganisms and take part in the defense of plants.

The objectives of this work were to look into the influence of the elicitors jasmonic
acid and copper sulfate over the contents of the lignans phyllanthin, phyitetralin,
hipophyllanthin, niranthin and nirtetralin present in this plant, through analyses carried out by
HPLC, and use them to differentiate the two samples of this plant.

The treatment with jasmonic acid has shown distinct results, according to each vegetal
sample; in the sample A, with phyllanthin contents 0.16 % used for the first essay, has caused
the induction and accumulation of substances, particularly hipophyllanthin and nirtetralin, thus
raising the average content of hipophyllanthin at 36.46 % after 24 hours, 15.75 % after 48
hours, and 40.08% afier 168 hours; the average content of nirtetralin raised 11.10%, 31.93%
and 44.14% after 24, 48 and 168 hours, respectively, in the sample B, with phyllanthin
contents 0.76 % used for the second essay, has caused the induction of phyllanthin. In
addition, chlorosis and foliar abscission have been noticed, thus causing decrease in the fresh
mass, dry mass and dry leaves mass.

The use of the analysis of lignan contents to differentiate the samples has shown to be
effective as they show different biochemical profiles: the phyllanthin contents 0,16% sample
shows high concentrations of hipophyllanthin and nirtetralin, while the other sample shows a

high‘content of phyllanthin and mranthin.
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Copper Sulfate at the concentration used has caused an acute intoxication of the plants
with dehydration and foliar discoloration, and culminating with the small leaves abscission
and the plants death. Lignan biosynthesis has been seriously affected, and a decrease of their
contents has occurred. The conclusion is that it would be necessary other pre-testing with
gradually lower concentrations of copper sulfate in order to find out the appropriate
concentration, and then check whether it would have an inducing effect over the lignan

biosynthesis, thus mcreasing its contents without destroying the plants.



1. INTRODUCAO GERAL

As plantas s3o uma fonte rica de substincias quimicas usadas em larga escala na
indistria farmacéutica, sendo que muitos destes compostos com propriedades medicinais sdo
metabolitos secundarios (Neill ef al, 1994). Nas plantas do género Phyllanthus
(Euphorbiaceae) verificou-se uma significativa variedade destes metabolitos e o seu potencial
de aplicagiio no tratamento de patologias complexas como a hepatite B, cirrose crbnica e
carcinoma hepatocelular (Ott er al., 1997).

Um grande numero de medicamentos atualmente utilizados veio diretamente do uso
popular ou tem precedentes nas praticas tradicionais que tiveram atividade medicinal
confirmada. Assim, é mais provavel encontrar atividades biologicas demonstraveis enire
plantas com uso medicinal popular do que entre aquelas que foram selecionadas ao acaso
(Unander et al, 1995). De 252 drogas consideradas como basicas € essenciais pela
Organizagdo Mundial de Saude, 11% s#o de origem exclusivamente vegetal, além de muitas
drogas sintéticas terem sido obtidas de precursores naturais (Rates, 2001).

As plantas do género Phyllanthus sdo amplamente distribuidas nos paises tropicais €
subtropicais, usadas ha muito tempo para tratar distirbios das vias urinarias, digestivas e
processos infecciosos. No Brasil, a medicina popular tem usado estas plantas na forma de
infusdo das folhas, caules e raizes. As espécies mais utilizadas sdo P. amarus, P. wrinaria, P.
corcovadensis, P. tenellus, P. caroliniensis, P. fraternus, P. stipulatus, e P. sellowianus
(Calixto et al., 1998). Os usos populares foram classificados de acordo com a sua agdo:
antiviral (para hepatite B), antimicrobiana, antitumoral, antiinflamatéria, analgésica,
antiespasmodica e diurética (Unander et al, 1991; Unander ef al, 1995).

Dentre os vegetais de interesse farmacologico do género Phyllanthus, a espécie

Phyllanthus amarus Schum. & Thonn tem agio contra o virus da hepatite B e propriedades



antineoplasicas (Unander er al, 1992). Testes realizados com P. amarus em pacientes
portadores de hepatite B mostraram perda de antigenos de superficie para o virus causador
desta doenga (Thyagarajan et al., 1988); extratos inibiram a DNA polimerase do virus B in
vitro (Blumberg et al, 1990), reduziram ou eliminaram os antigenos superficiais deste virus
em humanos ou os antigenos superficiais do virus da hepatite da marmota nestes mamiferos
(Unander, 1991; Unander & Blumberb, 1991). Recentemente, constatou-se que P. amarus
suprimiu a transcrigio do RNAm do virus da hepatite B in vitro (Ott er al., 1997).

As plantas mais estudadas do género Phyllanthus foram P. amarus, P. urinaria, P.
emblica, P. flexuosus, e P. sellowianus, sendo que diferentes classes de metabdlitos
secundarios foram encontrados, e, entre estes, as lignanas, os alcaldides e os taninos foram os
mais abundantes. Dentre as lignanas, as que mais amitide se apresentam sdo a filantina,

hipofilantina, nirantina, filtetralina, hinoquinina e isolintetralina (Calixto ef al., 1998).

1.1. Caracterizacio geral das espécies

A familia Euphorbiaceae, uma das maiores dentre as dicotiledéneas, compreende cerca
de 290 géneros e aproximadamente 7.500 espécies distribuidas em todo o mundo,
principalmente nas regides tropicais e subtropicais. Os maiores centros de dispersdo
encontram-se nas Américas e na Africa. Sio vegetais de habito bastante variado, existindo
ervas, arbustos, arvores e trepadeiras. Suas flores sfio sempre de sexos separados, em geral
monoclamideas, ocorrendo também diclamideas em plantas mondicas (Joly, 1983). No Brasil
ocorrem 72 géneros e cerca de 1.100 espécies, de habitos e habitat diferentes, difundidas em
todos os tipos de vegetacdo (Barroso, 1991).

Este género foi descrito por Linnaeus em 1737, é numeroso, apresentando,
aproximadamente, 550 a 750 espécies subdivididas em 11 subgéneros: Isocladus, Kirganelia,

Cicca, Emblica, Conami, Gomphidium, Phyllanthodendron, Xylophylla, Botryanthus,
2



Ericocus, e Phyllanthus. Acredita-se que cerca de 200 espécies estejam amplamente
distribuidas nas Américas, principalmente no Caribe e no Brasil. No Brasil, estas plantas sdo
conhecidas popularmente como quebra-pedra, erva pombinha, arrebenta pedra, etc. (Calxto et
al., 1998).

As espécies tém porte herbiceo;, a altura varia entre 10 e 50 cm; ramificagGes
filantdides deciduas, com aproximadamente 10 a 25 folhas; folhas membranaceas, elipticas,
agudas na extremidade, agudas ou arredondadas na base, com 6 a 25 mm de comprimento;
cimulas proximais com duas a trés flores masculinas, com aproximadamente 3,0 mm de
didmetro, com cinco a seis segmentos de disco nectarto, carnosos, papiloso, com trés estames
soldados até a metade; e trés a sete flores femininas, com aproximadamente 4,0 mm de
didmetro, disco pateliforme; ovario tricarpelar, liso; estiletes livres ou unidos na base; o fruto
€ uma capsula de 3,5 mm de didgmetro, com sementes papilosas (Becker, 1997).

As sementes de P. amarus necessitam de luz para germinar, as mais novas germinam
mais lentamente do que as mais vethas (Unander et al, 1995). O crescimento das plantas €
relativamente lento no inverno, chegando ao seu tamanho e vigor maximos entre 0 5° e 0 7°
més depois da semeadura. E aconselhavel semea-las no fim do inverno para se obter a maior
biomassa no verdo. Em regides tropicais, cresce espontaneamente em lugares tmidos,
rochosos, de preferéncia ricos em calcareo (Unander et al, 1993). Todavia, no Brasil, seu
crescimento € mais rapido, atingin&o o ponto de transplante com 2 meses e o de corte aos 4

meses (Magalthdes, P. M., comunicagio pessoal).

1.2. Definiciio e estrutura molecular das lignanas
A primeira defini¢3o, dada na passagem do século XIX para o século XX, foi que as

lignanas seriam dimeros formados por unidades precursoras CgC3 com ligagdes § - B* (8-87),



mas, ulteriormente, descobriu-se que existem outros tipos de ligagdo quimica ( 8-5°, 8-3°, 8-1°,
etc.). Atualmente sabe-se que as lignanas englobam um largo espectro de modelos estruturais
e tamanhos moleculares, constituindo um grupo de compostos fenilpropandides encontrados
em diversas partes da planta, incluindo caules, rizomas, raizes, sementes, Oleos e resinas
exsudadas, flores, folhas e casca, e as suas quantidades variam de acordo com os tecidos e as
espécies (Lewis ef al., 1998).

Das cinco lignanas analisadas presentes em P. amarus, a filantina e a nirantina
pertencem a classe das diarilbutanas, enquanto que a filtetralina, hipofilantina e nirtetralina
pertencem a classe das ariltetralinas (Satyanarayana & Venkasterwalu, 1991). As suas

estruturas moleculares podem ser visualizadas na figura 1.

OMe
Filantina Nirantina
PM=418 PM =432

NS Y-

Me OMe
Filtetralina Hipofilantina Nirtetralina
PM =418 PM = 430 PM= 430

Figura 1. Estrutura molecular das lignanas filantina, filtetralina, hipofilantina, nirantina e

nirtetralina presentes na planta Phayllanthus amarus Schum. & Thonn,



As lignanas s3o classificadas segundo a sua estrutura molecular. As mais comuns sio
as diarilbutanas, tetralinas, furofuranas e 1-fenilnaftalenas. A sua principal caracteristica
quimica ¢ a atividade dptica: a maior parte das lignanas é opticamente ativa (Umezawa et al.,
1991). Freqiientemente sdo encontradas em uma espécie de planta uma forma optica € o seu
antipoda € observado em outra espécie. Por exemplo, (+) piroresinol esta presente nas espécies
de Forsythia, enquanto que o seu antipoda (-} ocorre em Daphne tangutica (Lewis ef al.,
1998).

Segundo MacRae & Towers (1984), suas principais atividades farmacolégicas sdo:

1. antitumoral: atividade citostatica e citotoxica, tanto in vive como in vitro,
particularmente provocado pelos derivados da podofilotoxina e analogos, € antimitética.

2. acidos nucléicos: inibigio da sintese de DNA, RNA ¢ proteinas em cultura de
células, por inibir a difusdo facilitada de timidina, uridina, adenosina e guanosina para dentro
da célula, além de provocar danos aos cromossomos das células tratadas.

3. antiviral: esta atividade é observada através do uso de extratos de plantas ricas nestas
substdncias em pacientes com herpes, condiloma acuminado, sarampo e gripe.

4. antimicrobiana e antimicotica: as lignanas podem inibir o crescimento de certas
espécies de Streptococcus, Staphylococcus aureus, ¢ Bacillus subtilis. Atividade antimicotica
foi observada contra Rhizoctonia solani, R. oxisporum, Pythium sp. e Rhizopus nigrans.

Elas teriam, ainda, atividade antialérgica, antiinflamatoria, hjpolipidémica ¢ alimentos
ricos em fignanas diminuiriam a possibilidade do desenvolvimento do cincer de mama, em

virtude da sua atividade antiestrogénica (Ward, 1997).

1.3. Distribuic3o, funcdes e biossintese
Elas estdo amplamente distribuidas tanto em gimmospermas como em angiospermas.

Em 1978, foram citadas em 46 familias, 87 géneros e 146 espécies, tendo sido isoladas em
5



todas as partes da planta, principalmente nos tecidos lenhosos. Nio se sabe exatamente o seu
local de acimulo, mas supde-se que sejam acumuladas no vaciolo e secretadas na parede
celular (Umezawa ef al., 1991).

Suas fungdes estdo relacionadas primariamente & defesa vegetal, sendo a sua formagio
constitutiva ou induzida por estresse; seus depositos contribuem para a durabilidade, cor e
qualidade dos tecidos vegetais (Burlat ef al., 2001). Assim, suas fungdes seriam antioxidante,
anti-herbivoros, bactericida, fungicida, antiviral, e fitotoxica para outras espécies vegetais
(Chu et al., 1993). Existem evidéncias de que o actimulo de lignanas em locais lesados inibe
as enzimas secrefadas por fungos, impedindo a degradagio da lignina (Ward, 1997).

Quanto 2 sua biossintese, esta ocorre em diferentes etapas, iniciando-se no
metabolismo primério, na via do &cido chiquimico, onde se formam os aminoacidos
arorndticos a partir de carboidratos provenientes da glicOlise e da via da pentose fosfato. A
partir da fenilalanina, inicia-se a via fenilpropandide, que originara os compostos fenolicos e,

entre estes, as lignanas e os seus precursores (Lewis et al., 1998).

1.3.1. Via de acido chiquimico

Ela se inicia com a condensa¢io da D-eritrose-4-fosfato com o fosfoenolpiruvato, cujo
produto, sofrendo a aglio da enzima bifuncional chiquimato dehidrogenase (SKDH),
transforma-se em o acido chiquimico. Depois de algumas reages, surgira o acido prefénico,
que, apos sofrer uma transaminagdo, formara o aminoacido fenilalanina (Simdes ef al., 1999).

Nesta via, a SKDH tem um papel fundamental no controle da biossintese de compostos
fenolicos. Diaz ef al. (1997) observaram em plantulas de Capsicum armuum L. que, quando
houve falha da atividade desta enzima nos cotilédones, ocorreu decréscimo na concentragio de

acido clorogénico, acido ferdlico e acido caféico durante o desenvolvimento de folhas



primarias. Diaz & Merino (1998) constataram que, ao promover ferimentos em plintulas de

Capsicum anruum L., ocorria aumento na atividade da SKDH, causando acimulo de lignina.

1.3.2. Via fenilprepandide

A via fenilpropanoide inicia-se com a eliminagio de uma molécula de amonia da
fenilalanina produzida na via do acido chiquimico, originando o acido cindmico, primeira
substdncia desta via (fig. 2). A enzima fenilalanina amonialiase (PAL) catalisa esta reagio de
deaminagio, que € um ponto de separagdo entre o metabolismo primario e secundario, passo
fundamental na regulagdo da biossintese destas substincias (Dixon & Paiva, 1995). A
atividade da PAL ¢ aumentada por fatores ambientais, tais como baixo teor de nutrientes, luz e
infecgdes. As infecgdes desencadeiam a transcricdo de RNAm que codifica a PAL na planta,
assim estimulando a sintese de compostos fendlicos (Taiz & Zeiger, 1998). Observou-se em
plantas de alface feridas experimentalmente aumento de 12 vezes da atividade da PAL e
aciimulo de compostos fendlicos em 3 dias, alterando, também, a cor das fothas (Saltveit,
2000); constatou-se que folhas de alface cortadas passaram a produzir um sinal molecular a
partir do ferimento que induziu a sintese de PAL e acumulo de compostos fendlicos nas
células até 2,0 cm do local do ferimento (Campos-Vargas & Saltveit, 2002). Verificou-se que
o aumento da suberizacdo de tubérculos de batata e da lignificacdo de células de Pinus taeda

em cultura era acompanhado por aumento da atividade da PAL (Bemards et al., 2000).



FENILALANINA

% PAL
ACTDOD _ ACIDO BENZOICO ACIDO
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o
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Figura 2. Via fenilpropandide {azul) & 0s metabdiitos derivados.

Paiva {2000) expds a relacio das subsidncias da via fenilpropandide com o0s seus
derivados e suas respectivas funcSes nas plantas como segue abaixo:

a) Os derivados benzoatos do 4cido cindmico t8m ag3o antimicrobiana ¢ fitotOxica,
podendo estar envolvidos nas interagBes alelopaticas enire as plantas. O acido salicilico (AS),
um dos seus derivados, tem acio antimicrobiana e participa da transdugfo de sinais na plants
durante ¢ ataque de patdgenos.

b) A hidroxilagic do acido cinfmico pela enzima cinamato-4-hidroxilase (CA4H)
origina © acido p-cumdrico, que sera hidrolisado e metilado para formar 08 écidés caféico,
fertlico e sindpico. Estes compostos fenilpropandides simples servirfo de blocos para a
construcio de polimeros complexos, a subsrina ¢ a lignina, com a funglc de formar barreiras

polifendlicas formadas apds ferimentos mecfnicos ou infecglo por patdgenocs.



¢} A partir do acido cindmico formam-se compostos fenilpropanoides simples que,
dimerizados pela “proteina dirigente”, originaro as lignanas.

d) A orto-hidroxilagdo do acido cindmico produz o acido orto-cumarico, precursor das
cumarinas, que tém a¢io antimicrobiana e contra herbivoros.

e) Os fenilpropanoides, pela agdo da enzima chalcona sintase (CHS), servem come
ponto de partida para a sintese de chalconas e flavonoides através da via de condensagdo do p-
cumariol-CoA e malonil-CoA. Estas substincias protegem as plantas contra a luz ultravioleta,
influenciam os estagios iniciais da fixag8o biologica do nitrogénio nos nodulos das raizes de

leguminosas, e desempenham agio antibacteriana e antifingica.

1.3.3. Biossintese das lignanas

As unidades fenilpropano formadas na via fenilpropanoide siio acopladas, formando
dimeros que originardo a estrutura molecular basica das lignanas. Ocorre que estes processos
ainda ndo foram devidamente elucidados nas plantas do género Phyllanthus. Assim,
utilizaremos o modelo de biossintese de lignanas descoberto na espécie Forsythia intermedia,
mas que parece servir como um modelo geral da biossintese destas substincias (Lewis &
Davin, 1998; Lewis et al., 1998).

Segundo este modelo (fig. 3), a biossintese inicia-se no 4cido cindmico, que é
transformado em 4cido p-cumarico pela enzima CA4H. O acido p-cumarico originara o ilcool
p-cumarilico, o acido ferufico, precursor do alcool coniferilico, e o acido sinapico, precursor
do alcool sinapilico. Estes alcoois sdo os precursores das lignanas derivadas dos monolignéis,

assim como da lignina.
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Estes alcoois precursores sdo as unidades que serfio acopladas, processo denominado
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Figura 3. Biossintese das lignanas derivadas dos monolignois.

dimerizag@o, que € controlado pela “proteina dirigente”, uma proteina de 78 Kilodaltons que
faz a ligagdo 8-8’ entre duas unidades fenilpropano. Esta proteina nio tem capacidade
oxidativa, mas possui sitios que ligam os mondmeros com orientac3o especifica, guiando o
acoplamento. Esta proteina foi primeiramente isolada na planta Forsythia intermedia, a qual
produz o enantidmero puro (+) piroresinol, uma lignana dimérica formada a partir de duas
moléculas do alcool t-coniferilico. Ela acopla compostos fendlicos simples, gerando o

esqueleto basico das moléculas das lignanas. A descoberta desta proteina explica a



especificidade de acoplamento na biossinfese das lignanas ¢ da lignina, um passo fundamental
na formacgdo destas substincias (Lewis er al, 1998). Segundo Lewis {(1998) “¢é evidente que
existe uma nova classe de proteinas que é capaz de acoplar de modo especifico os distintos
mondmeros, formando os diferentes esqueletos das lignanas presentes em varias outras
espécies de plantas”. Apods o acoplamento dos mondmeros, ocorrerdo outras transformacgdes
bioquimicas, tais como oxidagOes, redugdes, demetilacSes, reacdes de clivagem de ligacSes
carbono-carbono, etc., que determinardo a estrutura final da molécula. Como a proteina
dirigente controla a sintese de lignina e das lignanas, estas substdncias sdo produzidas e
acumuladas nos mesmos tecidos, a lignina para dar rigidez e as lignanas para proteger a planta

contra Os MICTOTZanismos.

1.4. Sistema de defesa nas plantas

As lignanas sintetizadas na via fenilpropandide tém um papel protetor, sendo
elementos participantes da defesa das plantas. Quanto ao sistema de defesa vegetal, ele €
dividido em dois tipos de mecanismos: a defesa mecénica pré-formada e a resisténcia induzida
(Menezes & Jared, 2002).

As defesas mecénicas pré-formadas sdo compostas por barreiras fisicas e quimicas que
detém o ataque de microrganismos, insetos e herbivoros. O enrijecimento geral da superficie
da planta € a forma mais simples desta se defender. Os vegetais também apresentam estruturas
especializadas, tais como a cuticula, tricomas e espinhos, que restringem o acesso de insetos e
herbivoros as partes mais nutritivas da planta (Leon ef al., 2001). Associadas as barreiras
macroscopicas, existem defesas pré-formadas, nas células e tecidos, compostas por estruturas
fisicas e quimicas que buscam impedir a invasio dos microrganismos. A parede celular é a
primeira e a principal barreira fisica, rica em celulose, com uma rede organizada de

polissacarideos, proteinas, e polimeros fenilpropanodides que formam uma camada resistente
11



em volta da membrana plasmitica. As barreiras quimicas pré-formadas tém um amplo
espectro de substincias quimicas participantes, tais como terpendides, acidos
hidroxicindmicos, glicosideos cianogénicos, peptideos e compostos fendlicos, agindo contra
microrganismos e insetos (Menezes & Jared, 2002).

Além das defesas mecanicas pré-existentes, as plantas também possuem barreiras de
defesa bioquimica induzida em resposta a herbivoros e patdgenos que tentem invadir a planta.
Estas respostas de defesa induzida envolvem a ativagio de genes por agentes eliciadores,
resultando em duas formas de resposta, local e sistémica (Menezes & Jared, 2002). Por causa
da sua imobilidade, as células vegetais tiveram que se tornar competentes para cada uma fazer
as suas respostas de defesa quando lesadas, através da ativagdo da transcricio de genes
especificos. A ativagdo destas respostas a leses € dirigida a cura dos tecidos lesados e para a
ativagdo dos mecanismos de defesa que previnam danos futuros. A maioria das respostas
induzidas ocorre entre poucos minutos até muitas horas apos o ferimento, inclusive a geragio,
percepgio e transducgdo de sinais especificos para a subseqiiente ativagio dos genes de defesa
relacionados ao ferimento. Estes genes de defesa desempenham as seguintes fungGes: (i)
reparacio do tecido lesado; (if) produgio de substincias que mibem o crescimento do inseto
predador, como aquelas que diminuem a digestibilidade do tecido vegetal; (iii) participagio na

ativagio de vias de sinais de defesa a ferimentos (Ledn ef al., 2001).

1.5. Resisténcia induzida contra patégenos

A resisténcia induzida contra patogenos é dividida em dois sistemas distintos: a

Resisténcia Sistémica Adquirida (SAR) e a Resisténcia Sistémica Induzida (SIR).
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1.5.1. Resisténcia sistémica adquirida

A SAR ¢ uma forma de resisténcia que se desenvolve no local e sistemicamente em
resposta ao patogeno que se inicia através de uma lesdo necrotica local, que pode ser resultado
de uma infeccio bem-sucedida ou de uma reagio de hiperssensibilidade (HR). A HR acontece
em células imediatamente vizinhas ao local da infec¢io, que motrem imediatamente, privando
0 patogeno de nutrientes e impedindo a sua passagem para partes ndo-contaminadas da planta.
Esta resisténcia € efetiva contra uma grande variedade de patogenos e estd associada a
produglo das proteinas PR, enzimas hidroliticas {quitinases, glucanases, etc.) que atacam a
parede celular do fungo ou da bactéria, Além da produgio das proteinas PR na resposta local,
ocorre, nos primeiros instantes apos a lesfio, a produg3o das espécies reativas de oxigénio
(ROS) nos tecidos lesados. As ROS servem para matar diretamente o patogeno e contribuem
para a morte celular em virtude da peroxidagio lipidica ¢ degradaciio dos acidos nucléicos.. A
SAR envolve também rea¢Oes sistémicas, que sfo feitas através da formagdo de AS, que age

como sinalizador para que todas as demais células produzam fitoalexinas (1.eon ef al., 2001).

1.5.2. Resisténcia sistémica induzida

A SIR € um fenbmeno no qual a resisténcia aos patégenos é induzida sistemicamente
por uma infec¢do localizada, pelo tratamento com componentes ou produtos microbianos, ou
por um grupo diverso de compostos orgnicos ou inorginicos ndo-relacionados. O processo
pelo qual a planta se torna resistente € ativo: apds o estimulo, a planta sintetiza ¢ acumula
compostos que contribuem para o aumento da resisténcia, respondendo rapidamente is
infecgbes (Kué, 2000). Um exemplo de resisténcia induzida € a resposta & colonizacio das
raizes das plantas por certas bactérias rizoforas, conhecidas como rizobactérias promotoras do
crescimento da planta. Este tipo de resisténcia ¢ mediado pela via do AlJ/Etileno, e nio

envolve a expressio das proteinas PR (Hammerschmidt, 1999).
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Todavia, alguns pesquisadores observaram que patogenos diferentes ativam vias
diferentes e especificas para cada patdogeno. Em ensaios feitos por Thomma ef al. (1998),
verificou-se que em Arabdopsis thaliana deu-se a ativagio de genes diferentes apos a infecgiio
por patdgenos distintos, ocorrendo, também, a sintese de AJ pelas plantas para alguns
patogenos € de AS para outros, demonstrando que estas vias sdo ativadas de acordo com o

patOgeno infectante.

1.6. Resisténcia induzida contra herbivoroes

As lesdes locais provocadas por herbivoros ativam os mecanismos de defesa em toda a
planta, tanto nos tecidos diretamente danificados (resposta local) e nas areas nio-danificadas
(resposta sistémica). Enquanto a cura ou a reparagio do tecido lesado ¢ uma fungiio
relacionada a respostas locais, as defesas contra o herbivoro sfio locais e sistémicas, com
mudangas metabolicas e inducio da expressdo de genes (Leon et al., 2001).

As plantas se defendem contra herbivoros através da produgdio de proteinas inibidoras
de proteinase, que bloqueiam a agfo proteolitica das enzimas digestivas do predador (Taiz &
Zeiger, 1998). A aplicagdo topica de acido linoléico, de intermedidrios da via octadecandide,
ou de AJ e seus derivados ativam os genes de defesa, expressando estas proteinas (Doares ef
al., 1995). Cohen ef al (1993) confirmaram que a aplicagio de AJ e MeJa em folhas de
tomateiro ¢ batateira causou aumento dos niveis de duas proteinas inibidoras da proteinase. O
MeJA ¢, também, uma molécula sinalizadora volatil, produzida na planta afetada, ¢ que
atingira outras plantas ndo-afetadas. Constatou-se que o Mela, aplicado na superficie de folhas
de tomateiro, induziu a sintese de proteinas inibidoras da proteinase, tanto nas plantas tratadas
como nas que estavam ao redor, ndo-tratadas (Farmer & Ryan, 1990).

A resposta sistémica das plantas contra a aciio de herbivoros envolve a acfio de duas

moléculas sinalizadoras: o oligopeptideo sistemina e o AJ. Todavia, apesar das evidéncias de
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que a sistemina ¢ um sinal primario transmissivel a longa distincia, a sua existéncia e fungio
estio bem documentadas somente em solanaceas (Leon ef al, 2001). A sistemina ¢ liberada
pela celula lesada e, rapidamente, se difunde por toda a folha e, pelo floema, atinge as demais
folhas da planta, atuando sobre receptores que ativam a via octadecandide, iniciando a sintese
de AJ que induzira a produgio das proteinas inibidoras da proteinase (Ryan & Pearce, 1998).

O papel da sistemina na ativagdo das respostas a ferimentos esta fortemente ligado, em
plantas solanaceas, ao acumulo local e sistémico de altas concentragdes de AJ e acido
abscisico (ABA), hormonios vegetais que medeiam a expressio de genes ativados por
ferimentos, através de uma via de transducio de sinais aparentemente unificada. Estes
aumentos dos teores de AJ e ABA estio provavelmente relacionados & inducfo pelo ferimento,
provocando nova sintese destes hormonios, que, no caso do ABA, possivelmente estard
relacionado com a dessecagdo da folha lesada, apesar de ndo ser conhecido qual passo na sua
biossintese € ativado pelo ferimento mecinico. Por outro lado, AJ € sintetizado através da via
octadecanoide, tendo como precursor o acido [inoléico. Desde que a aplicagio deste acido em
tomateiros produziu resultados semelhantes aos da inducdo dos genes de AJ, deduziu-se que a
liberag@o de acidos graxos da membrana lipidica é um ponto fundamental na biossintese de AJ
(Ledn et al, 2001). Mutantes de Arabdopis deficientes em acido linol€ico apresentaram
mortalidade de 80% apos o ataque da larva do inseto Bradysia impatiens. Com a aplicagdo
exogena de MeJa, a mortalidade foi reduzida para aproximadamente 12% (McComn ef al.,
1997). Uma vez ativadas as vias de sinalizacio de defesa, os genes de defesa serdo ativados,
promovendo a sintese das proteinas inbidoras da proteinase e sintese das enzimas
polifenoloxidase {PPO), peroxidase (PODs) e PAL (Walling, 2000).

Em resposta a injurias mecénicas, as plantas também produzem etileno através da
ativacdo da transcricBo dos respectivos genes da sua biossintese (Leon ef al., 2001). Xu ef al.

(1994) observaram que a combinagdo do etileno com MeJa apresentou uma agéo sinérgica
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indutora sobre os grupos 1 ¢ 5 da superfamilia dos genes de defesa relacionados a patogénese
(PR), genes que ndo sfo regulados pelo Mela, causando a indugdo e produgio de proteinas PR
em plantulas de tabaco, apresentando atividade antifingica. Penninckx ef al (1998)
observaram que, para a ativacdo do gene da defensina PDF/.2 em Arabdopsis por patdgenos,
¢ necessario que as vias sinalizadoras do etileno ¢ Mela atuem concomitantemente,

demonstrando a interdependéncia destas vias (Leon ef al., 2001).
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2. OBJETIVOS GERAIS

Os objetivos gerais deste trabalho foram:

observar se os eliciadores acido jasmdnico (bidtico) e o sulfato de cobre (abidtico)
afetariam os teores das lignanas presentes em P. amarus, analisando os teores de
filantina, filtetralina, hipofilantina, nirantina e nirtetralina por CLAE-UV:

utilizar a andlise destas lignanas para comparar as duas amostras de P. amarus
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CAPITULO I - EFEITOS DO ACIDO JASMONICO NOS TEORES DAS LIGNANAS

DE Phyllanthus amarus Schum. & Thonn

1. INTRODUCAO

O AJ e o seu metil-éster, 0 MeJa, s80 moléculas sinalizadoras e reguladoras derivadas
do 4cido linoléico, amplamente distribuidas nas plantas (Binns er al, 2001). Conforme a
citagio de Schaller (2001), Demole isolou o MeJA do jasmineiro em 1962, sendo a sua
principal fragrincia, e o AJ foi identificado simultaneamente em filtrados de cultura do fungo
Botryodiplodia theobromae. A sua via metabélica foi descrita por Vick & Zimmermann
(1984), e Farmer & Ryan (1990) expuseram a agdo do jasmonato sobre o crescimento, a
senescéncia e como um sinalizador na defesa induzida por ferimentos. O AJ aliera a expressdo
dos genes de defesa, os mesmos que sdo ativados por ferimentos e eliciadores que causam
acumulo de AJ e Mela (Creelman & Mullet, 1997). Seus niveis médios estio em torno de
0,01-3,0 ug/g, ¢ ¢ somente um dos compostos bioativos dentre a classe dos compostos
octadecandides que regulam um grande namero de respostas das plantas (Schaller, 2001).

O AJ possui dois centros quirais localizados em C3 e C7, ocorrendo quatro
possibilidades de estereoisdmeros: (+)-7-iso-AJ e (-)-7-iso-AJ na orentagdo trans, (-)-AJ e
(+)-AJ na orientagiio cis (fig. 4). A orentagdo cis é menos estavel e epimeriza para a
configuracdo trans, mais estavel. O equilibrio da concentracio real dos isdmeros na planta é
desconhecido. As concentragdes de AJ variam com a fung3o do tecido, do tipo da célula,
estigio de desenvolvimento e em resposta aos diferentes estimulos ambientais. Seu teor é
baixo em sementes de soja e, em plantulas de soja, ele é mais elevado no epicétilo, por ser
uma zona de divisdo celular, e em plimulas jovens, comparadas com a zona de elongamento

celular, e regides mais maduras do caule, folhas mais velhas e raizes. As maiores
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concentragdes foram encontrados em flores e tecidos do pericarpo das estruturas reprodutoras.

(Creelman & Mullet, 1997).

= NN
COOH *,,~COOH
(+)-T-iso-Acido Jasménico (-}-iso-Acido Jasmonico
\‘“\“::/\ e
COOH ‘s, ~COOH
{(-)-Acido Jasménico (+)-Acido Jasménico

Figura 4. Estrutura molecular do 4cido jasmoOnico e seus isGmeros.

As concentragbes de AJ e Mela sio ripida e transitoriamente aumentadas por
perturbagdes mecénicas. O crescimento da raiz no solo pode induzir acimulo de JA, causando
inibigdo do seu crescimento. Outras perturbacles mecanicas, envolvendo vento ou toque,
induzem mudancas no crescimento que podem ser mediadas em parte por esta substancias. O
AJ acumula-se em resposta a ferimentos, assim como o seu acumulo pode ser induzido em
culturas de células e em plantas por oligossacarideos derivados das paredes celulares da
propria planta, por eliciadores tais como as quitosanas provenientes das paredes celulares de

fungos, e por peptideos indutores tais como a sistemina. (Creelman & Mullet, 1597).

1.1. Biossintese e regulacao
A sua biossintese inicia-se no acido linoléico presente nas membranas. A aplicagio
deste acido provoca acamulo de AJ na planta, indicando que a concentragio, a distribui¢do ou

a disponibilidade de acido linoléico pode determinar a sua taxa de biossintese. As membranas
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celulares, particularmente do cloroplasto, sio uma fonte deste 4cido esterificado em
glicerolipidios e fosfolipidios, propondo que o aumento de AJ ¢ resultado da ativagio de
fosfolipases que liberam 4cido linoléico destas membranas (Creelman & Mullet, 1997).

O acido linol€ico € convertido em acido 13-hidroxilinoléico pela enzima lipoxigenase
(LOX). Quando ocorre a inibigo desta enzima por substincias inibidoras ou em plantas
transgénicas que tém a sua atividade enzimatica reduzida, verifica-se inibigdo da sintese de AJ,
mostrando ser este um passo decisivo na sua biossintese. O acido 13-hidroxilinoléico é o
substrato para ac3o das enzimas aleno oxido sintase (AOS) e aleno oxido ciclase (AOC),
resultando na formagio do 4cido 12-oxo-fitodiendico. Apés sofrer redugiio e trés B-oxidagdes,
0 (-)-7-is0-AJ € formado, podendo ser catabolisado para formar MeJa. O acimulo de AJ, em
resposta a ferimentos ou tratamentos com eliciadores e sistemina, pode ser blogueado por

inibidores da LOX (Creelman & Mullet, 1997).

1.2. Funcées do Acido Jasménico na planta

O AJ modula a expressdo de numerosos genes que influenciam aspectos especificos do
crescimento e desenvolvimento da planta, assim como as respostas destes genes a estresses
abioticos e bioticos. Suas fungdes s3o as seguintes:

a) Germinagio e crescimento: tanto AJ como MeJa inibem a germinacio de sementes
nfo-dormentes e estimulam a germinacio de sementes dormentes. O seu aumento estd
relacionado com a peroxidagdo lipidica; isto sugere que a producgiio de AJ é antes uma
consequéncia de um dano da membrana celular que um regulador da germinagfio. Ele também
inibe o crescimento da raiz por um mecanismo nio-mediado pelo etileno, da mesma forma que
inibe o elongamento da coledptile estimulado pelo 4cido indolacético (Creelman & Mullet,
1997). Observou-se que os jasmonatos inibem o elongamento das células da coledptile de

aveia induzido por IAA através da inibigdo da sintese de polissacarideos da parede celular. A
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inibicio do elongamento das células s6 € observada em monocotileddneas, ndo em
dicotiledéneas (Miyamoto ef al., 1997).

b) Crescimento vegetativo e armazenamento: o teor de MeJa é alto no crescimento
vegetativo da planta. Em plantulas de soja com 6 semanas, os maiores teores de AJ sdo
encontrados em folhas em crescimento em virtude da sua elevada sintese protéica. Elevadas
concentragOes de AJ estdo presentes no desenvolvimento de estruturas reprodutivas, como as
vagens, e ocorre em baixas concentragdes nas sementes contidas nas vagens. Presume-se que o
AJ ou o acido tuberdnico, seu derivado, exerca algum papel na formacgio de tubérculos
{Creelman & Mullet, 1997).

c) Fotossintese e senescéncia: a aplicagdo de AJ em folhas diminui a expressio de
genes nucleares ¢ dos cloroplastos envolvidos na fotossintese. Estes tratamentos também
causam a perda de clorofila das folhas ou das culturas de células, provocando clorose,
sugerindo, assim, que ¢ AJ teria relagdo com a senescéncia. Em virtude dos seus altos niveis
em sementes dormentes, ele seria, provavelmente, um indutor de senescéncia. O AJ pode
inibir a sintese de proteinas do cloroplasto em estigios precoces da formacio das folhas,
quando a divisdo celular e a entrada de nutrientes sdo muito ativas (Creelman & Mullet, 1997).
Ensaios feitos por Rakwal & Komatsu (2001) demonstraram drastica redugio da enzima
RUBISCO em plintulas de arroz tratadas com 100 uM de AJ, além de surgirem lesdes
necroticas nas fothas.

d) Desenvolvimento de flores e frutos: os jasmonatos tém, possivelmente, um papel na
formacio de flores, frutos e sementes por causa dos altos teores desta substincia nos tecidos
reprodutivos da planta em desenvolvimento. A presenca dos jasmonatos e derivados de acidos
graxos volateis podem estar envolvidos na atragdo de insetos para a dispersdo do pdlen. Outros
aspectos do desenvolvimento de flores, frutos e sementes podem ser modulados pelo AJ, tais

como o amadurecimento de frutos, a composigio dos carotendides nas frutas, ¢ a expressio de
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genes que determinam o acimulo de proteinas nas sementes. O aumento de AJ em tomates e
macds estimula o seu amadurecimento por estimular a sintese de etileno (Creelman & Mullet,
1997). Plantas mutantes de Arabdopsis, defectivas na deiscéncia da antera 1 (dad/), mostram
defeitos na deiscéncia das anteras, na maturagio do pdlen e na abertura das flores. Estes
defeitos desapareceram apos a aplicagdo de AJ ou de acido linoléico (Ishiguro ez al., 2001),

¢) Resisténcia a doengas e insetos: o AJ tem papel importante na resisténcia a doengas
e a insetos. Observa-se o seu acamulo em plantas feridas, em cultura de células tratadas, e em
plantas tratadas com eliciadores feitos de patégenos; ativa os genes que codificam os
inibidores da protease, que ajudam na protegdo da planta contra insetos; ativa os genes que
expressam proteinas antifingicas como a tionina, osmotina; modula a expressio de proteinas
da parede celular que estdo envolvidas na sintese de barreiras para a infecglio; induz a
biossintese de fitoalexinas (ativando a PAL, CHS e PPO) envolvidos na defesa da planta
(Creelman & Mullet, 1997). Células de Rauvolfia canescens em suspensdo acumularam rapida
e transitoriamente AJ e MeJa depois da ag:ﬁd de um eliciador proveniente de levedura, sendo
que 0s jasmonatos ativaram os genes que expressam a PAL (Gundlach er al, 1992).
Observou-se a sintese de AJ em Vicia faba apés ataque de lagartas, e em cultura de células de
Agrostis tenuis depois da adicio de um eliciador microbiano (Blechert ef al, 1995). Outras
evidéncias quanto ao papel do AJ na resisténcia a pragas vem da analise de plantas que tém
seus niveis de AJ alterado: o tratamento da batata com AJ aumenta a sua resisténcia contra o
Phytophora infestans, o tomateiro mutante JL5, que tem inibigdo das enzimas AOC ¢ AQS, ¢
mais suscetivel a Manduca sexta.; um mutante de Arabdopsis thaliana, deficiente em acido
linol€ico, que contém quantidades infimas de AJ, é muito suscetivel a fungos. O tratamento
destes mutantes com AJ restaurou a resisténcia destas plantas, demonstrando ¢ seu papel
essencial na resisténcia a patogenos (Creelman & Mullet, 1997). Mutantes de Arabdopsis,

fad3-2 fad7-2 fad-8, que nfo acumulavam jasmonato, eram extremamente suscetiveis a
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infecgdes por fungos em suas raizes, mas, apds a aplicagio de AJ, a sua suscetibilidade
reduziu-se ao das plantas selvagens usadas como controle (Vijayan ef al., 1998). Observou-se
que mutantes de Arabdopsis deficientes em AJ apresentavam alta mortalidade apos o ataque
de larvas, mas que, ao receber AJ, o indice de mortalidade reduziu—se significativamente pela
ativacdo de genes de defesa (McConn ez al., 1997).

f) Ferimentos mecénicos: experimentos com plantas que sofreram lesdes mecinicas
apresentaram acumulo de MeJa e AJ. Creelman ef al.(1992) relataram que plantas de soja, que
sofreram ferimentos no caule, apresentaram rapido acimulo de AJ ¢ MeJa, ¢ em cultura de
células de soja em suspensdo, apds a adigdo de MeJa, houve aumento dos niveis de RNAm de

trés genes que respondem a lesSes (Creelman & Mullet, 1997).

1.3. O acido jasménico como eliciador

Eliciacdo ¢ um fen0meno que ocorre quando vegetais s3o submetidos a estresses
ambientais, havendo aumento transitorio da producio de metabolitos secundarios especificos
para cada espécie vegetal. Os eliciadores sdo compostos capazes de induzir respostas de defesa
contra infecgdes, através da produgio de fitoalexinas, compostos antibiGticos de baixo peso
molecular formados e acumulados em células vegetais em resposta a infeccdo por
microrganismos (Verpoorte & Maraschin, 2001). O AJ e MeJa atuam como compostos
envolvidos na via de transducio de sinais ativada por efeito de agentes eliciadores, imitando a
acdo destes ultimos (Farmer & Ryan, 1990; Gundlach ef al., 1992).

A agdo eliciadora dos jasmonatos tem sido estudada tanto em plantas como sobre
cultura de tecidos: em plantas, Farmer & Ryan (1990) constataram que o MeJa induziu a
sintese de proteinas inibidoras da proteinase em tomateiros, tanto nas plantas tratadas como
nas plantas vizinhas; Thaler (1999), apés aplicar AJ em tomateiros, observou aumento da

resisténcia das plantas tratadas contra insetos herbivoros, em virtude das plantas passarem a
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produzir enzimas oxidativas e proteinas inibidoras da proteinase; Tamogami ef al. (1997)
verificaram que a aplicagdo de AJ em folhas de arrozeiro aumentou a sintese de fitoalexinas;
Ciérivet & Alami (1999) observaram que um eliciador glicoprotéico proveniente do fungo
Ceratocystis fimbriata £. sp. platani induziu o acamulo de fitoalexinas (cumarinas) em folhas
destacadas da plantas Platanus occidentalis e Platanus acerifolia, tratadas previamente com a
aspersdo de AJ. A aplicagio de MeJa em Catharanthus roseus aumentou a sintese de
alcaldides monomeéricos (Aerts ef al., 1996); o MeJa induziu a sintese do alcaléide vindolina
em plantulas de Catharanthus roseus (Vazquez-Flota & De Luca, 1998).

Em cultura de tecidos, Dittrich ef al. (1992) verificaram que a aplicacio do acido 12-
oxo-fitodienodico, precursor do AJ, induziu a sintese de fitoalexinas em cultura de células de
Petroselinum crispum; Nojiri et al. (1996), aplicando AJ em células de arroz em suspensdo,
induziram a sintese de momilactona A, a principal fitoalexina do arroz; Sharan et al. (1998)
observaram a ativagdo da PAL e acimulo de escopoletina e escopolina em cultura de células

de tabaco apés a aplicagdo de AJ e um eliciador proveniente do fungo Fusarium solani.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos destes ensaios foram:

e observar se o eliciador acido jasmonico (biGtico) afetaria os teores das lignanas
presentes em P. amarus, analisando as concentragbes de filantina filtetralina,
hipofilantina, nirantina e nirtetralina por CLAE-UV;,

o utilizar a analise destas lignanas para comparar e distinguir duas amostras de origens

distintas de P. amarus
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3. MATERIAL E METODOS

3.1, Enpsaio 1: Efeitos do icido jasmébnico em umsa amostra de Phyllanthus amarus

Schum. & Thonn ¢om teor médio de filantina de 0,16%

3.1.1. Material Vegetal

Este ensaio fot conduzido na Divisdo de Agrotecnologia do CPOBA/ UNICAMP,
situado na cidade de Paulinia/ SP. A espécie utilizada foi P, amarus {fig. 5), sendo que uma
exsicata desta planta (nfimero UEC 127411} esta depositada no Herbario do Departamento de

Boténica do Instituto de Biologia da UNICAMP.

A B

Figura 8, Fotos das plantas P. amarys, amosira A, usadas nos experimentos. (A) As plantas
apés os transplantes para os vasos, com 2 meses, (B) as plantas antes da aplicacio do

ratamento, com aproximadamente 110 dias.
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A amostra A utilizou plantas do Brasil, provenientes do estado do Maranhio,
cultivadas no campo experimental do CPQBA. Dentre as diferentes amostras cultivadas e
analisadas neste centro de pesquisa, esta € a de menor teor médio de filantina: 0,16%.

A semeadura foi realizada no dia 02/08/2001, sendo colocadas, em média, 5 sementes
por tubete, que foram acomodados em um viveiro de sombrite 50%. As temperaturas maxima
¢ minima médias, no local, nos meses de agosto, setembro, outubro e novembro, foram,
respectivamente: 27,0 °C/ 11,0 °C; 29,0 °C/ 12,0 °C; 30,0 °C/ 14,0 °C; ¢ 32,0 °C/ 19,0 °C.

O matenal recebeu 5 regas diarias por aspersio. Apos 20 dias, as plantas apresentavam
3,0 cm de altura, sofrendo, entdo, o desbaste. Apos 2 meses da semeadura (02/10/2001), as
plantas foram transplantadas para vasos que continham uma mistura de partes iguais de terra
de superficie (latossolo vermelho escuro-argiloso) e esterco bovino curtido (submetido 4 agio
de minhocas da California durante 30 dias) e mantidas no mesmo viveiro, onde receberam os
tratamentos apos 53 dias do transplante.

Um dia antes da aplicagdo dos tratamentos, elas foram separadas aleatoriamente e
divididas em dois grupos denominados AJ e Ct (controle). Foram feitas 4 repeticBes de cada

tempo da coleta, cada repeti¢do com 3 plantas. Ao todo, cada tratamento continha 60 plantas.

3.1.2. Tratamento com acido jasménico

Os tratamentos foram feitos na manhi do dia 24/11/2001, através da pulverizagdo das
solugdes de AT e acetona. Utilizou-se um pulverizador de pressio acumulada com capacidade
de20L.

As plantas do tratamento Ct receberam uma solugo aquosa de 10,0 mL de acetona em
1,0 L de agua bidestilada estéril e as plantas do tratamento AJ receberam uma solucio aquosa

de () AJ 0,5 mM (Sigma) e 10,0 mlL de acetona em 1,0 L de agua bidestilada estéril conforme
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trabalho de Thaler (1999). O volume das solugdes foi de 1,0 L para as 60 plantas de cada
tratamento. A pulverizaggo foi feita manualmente, de forma homogénea.

As plantas foram colhidas nos tempos 0, 24, 48, 72 e 168 horas, seus caules foram
cortados a cerca de 1,0 ¢m acima da terra e, em seguida, foram secas em estufa com circulagio
de ar a uma temperatura de 40,0°C £ 1°C durante 48 horas. Apos este periodo, as folhas,
frutos e sementes foram separados € moidos em um moinho com malha tamanho 40. O
material resultante foi guardado em frascos de vidro.

Apos a colheita e antes da secagem, obteve-se a massa fresca de cada repetigdo. Apos o
periodo de secagem, as repeticdes foram pesadas com as suas folhas e caules, obtendo-se a
massa seca; finalmente, apdés a separagdo, as folhas, frutos e sementes foram pesados,

obtendo-se a massa seca foliar de cada repeticgo.

3.2. Ensaio 2: Efeitos do icido jasménico em uma amostra de Phyllanthus amarus Schum.

& Thonn com teor médio de filantina de 0,76%

3.2,1. Material Vegetal

Este ensaio também foi conduzido na Divisio de Agrotecnologia do CPQBA/
UNICAMP, situado na cidade de Paulinia/ SP. A espécie utilizada foi P. amarus (exsicata
mamero UEC 127.411).

Esta amostra foi chamada B, é proveniente de coleta aleatoria em diversos paises para
se caracterizar a variabilidade genética; porém, nfio foram reveladas, pelos coletores, as
regides de origem desta planta (Magalhdes et al., 2001). Seu teor médio de filantina € 0,76%,
considerado elevado quando comparado com outras amostras cultivadas no campo

experimental do CPQBA.
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A semeadura foi feita no dia 14/08/2002, nas mesmas condi¢Ses do ensaio 1. As
temperaturas médias maxima e minima foram, nos meses de agosto, setembro, outubro e
novembro, respectivamente: 30,0 °C/ 14,0 °C; 29,0 °C/ 12,0 °C; 34,0 °C/ 17,0 °C; e 30,0 °C/
19,0 °C. As plantas receberam 5 regas didrias por aspersdo. Apos 20 dias, as plantas tinham
3,0 cm de altura, sofrendo o desbaste. Apos 2 meses da semeadura (14/10/2002), houve o
transplante para vasos que continham uma mistura de partes iguais de terra de superficie
(latossolo vermelho escuro-argiloso) e esterco bovino curtido (submetido a acdo de minhocas
da California durante 30 dias), sendo mantidas no mesmo viveiro onde ocorreram os
tratamentos apos 54 dias.

Um dia antes da aplicagdo, as plantas foram divididas aleatoriamente em dois
tratamentos denominados AJ e Ct (controle). Foram feitas 5 repetighes de cada tempo da
coleta (0, 24, 48 ¢ 72 horas), cada repeti¢io com 4 plantas. Ao todo, cada tratamento continha

30 plantas.

3.2.2. Tratamento com acido jasménico

Os tratamentos foram feitos na manhd do dia 07/12/2002, através da pulverizagdo das
solugdes de AJ e acetona. Utilizou-se o mesmo pulverizador do primeiro ensaio. As plantas do
tratamento Ct receberam uma solugdo aquosa de 10,0 mL de acetona em 1,0 L de 4gua
bidestilada estéril, ¢ as do tratamento AT receberam uma solugdio aquosa de () AJ 0,5 mM
(Sigma) e 10,0 mL de acetona em 1,0 L de agua bidestilada estéril conforme trabalho de
Thaler (1999). Cada planta recebeu 12,5 mL desta solucfio, em média. A pulverizagdo foi feita
manualmente, de forma homogénea.

As plantas foram colhidas nos tempos 0, 24, 48 e 72 horas, repetindo-se os

procedimentos do primeiro ensaio quanto & coleta, secagem e moagem.
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Apés a colheita ¢ antes da secagem obteve-se a massa fresca de cada repetigio. Apds o
periodo de secagem, as repeticbes foram pesadas com as suas folhas, caules e peciolos,
obtendo-se a massa seca, ap0s a sua separacao, as folhas, frutos e sementes de cada repeticio

foram pesados, obtendo-se a massa seca foliar.

3.3. Extracio

O procedimento abaixo descrito foi utilizado para as plantas dos dois ensaios.

Foram colocados 200,0 mg do material seco e moido de cada repeticio em tubos
contendo 5,0 mlL de metanol, extraindo-se com extrator Polytron por 1 minuto, a 15.000 rpm,
a temperatura ambiente. O material foi centrifugado a 1087 44 g e o sobrenadante vertido em
um baldo volumétrico de 25,0 mL. O residuo sofreu segunda extragdo igual a anterior e o
sobrenadante foi vertido no balio volumétrico que recebeu a primeira extragdo, sendo o

volume completado com metanol a 25,0 mL. Todas as amostras foram extraidas em duplicata.

3.4. Anilise dos extratos por CLAE-UV

Este procedimento de andlise foi utilizado para os extratos obtidos das plantas dos dois
ensaios.

As anilises dos extratos foram feitas por CLAE-UV, através do sistema cromatogrifico
Waters, constituido por uma bomba Waters Millipore Modelo M-45 de pistdo simples, com
injecdo manual e vazio de 1,2 mL/min; um forno para aquecimento da coluna Waters, cuja
temperatura foi mantida a 40,0°C; a separag3o foi realizada por uma coluna de fase reversa
Supelco C18/51/250x4,6 mm; a detecgdo foi feita no modo absorbincia, em um comprimento
de onda de 235 nm, sensibilidade de 0,05 Aufs, através de um detector UV-Vis Waters modelo
481; a integragio foi feita por um integrador Waters 745B Data Module. Como fase mével

utilizou-se o acido acético 3% em 4gua bidestilada, diluido em metanol, na proporgio 35:65.
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O volume de amostra injetada foi de 20 uL, o tempo necessario para a analise de cada
amostra foi de 20 minutos e o fluxo da fase mével foi mantido por mais 20 minutos para a
limpeza da coluna. Os padrSes de filantina, filtetralina, hipofilantina, nirantina e nirtetralina

usados foram obtidos na Divisdo de Quimica Orgénica e Farmacéutica do CPQBA.

3.5. Anilise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi feita através da andlise de varidncia simples
(ANOVA) e do teste de T de “Student”.

A andlise de varidncia foi empregada para comparar os dois tratamentos aplicados.
Assim, foram utilizadas todas as médias das repeti¢des de todos os tempos de coleta e o
resultado da andlise estatistica foi colocado na célula do tratamento AJ na tabela. A anilise de
varidncia simples também foi usada para comparar as médias da massa fresca, massa seca,
massa seca foliar ¢ as dosagens das lignanas das repeti¢des nos seus respectivos tempos de
coleta, a fim de se saber se as diferencas entre as médias era significativa.

O teste T foi empregado para comparar as médias da massa fresca, massa seca, massa
seca foliar e as dosagens das lignanas dos tratamentos AJ e Ct nos seus respectivos tempos de
coleta.

A denominagdo acumulo foi empregada quando as médias das repeticbes, de cada
tempo de coleta e de cada tratamento, foram comparadas com o respectivo tempo 0 hora de
cada tratamento, sendo avaliada pelo teste T.

As diferencas foram consideradas significativas quando o nivel de significincia foi

igual 2 5%.
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4. RESULTADOS

4.1. Ensaio 1
a) Aspectos visuais

As plantas da amostra A nfio apresentaram alteragSes visiveis apos os tratamentos.

b) Dados biométricos
1) Massa fresca

Nio houve diferenca significativa entre os dois tratamentos (Tabela 1).

Tabela 1. Evolugio das médias da massa fresca (g) de P. amarus, plantas da amostra A (teor
de filantina: 0,16%), dos tratamentos AJ e Ct em ensaio com uma solugio de AJ 0,5 mM. Os

nimeros indicam o tempo (h), a médiat erro padrio da média e o coeficiente de variagZo.

0 (h) 24 (h) 48 (h) 72 (h) 168 (h)
AT(g) (NS) 28,82 2833402  2685£212 27,31£3,55  30,53+3,16
Ct(g) 2554 25093+288  27,56+0,62 26,48+ 1,11 29,15+ 1,96
CV (%) 25,8 11,5 19,6 17,6
Teste T — NS NS NS NS

NS = ndo-significativo

2) Massa seca total

Nio houve diferenca significativa entre os dois tratamentos (Tabela 2)
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Tabela 2. Evolugo das médias da massa seca (g) de P. amarus, plantas da amostra A (teor de

filantina: 0,16%), dos tratamentos AJ e Ct, em ensaio com uma solugiio de AJ 0,5 mM. Os

numeros indicam o fempo (h), a médiat erro padrao da média e o coeficiente de variagdo.

0 (h) 24 (h) 48 (h) 72 (h) 168 (h)
AJ (g) (NS) 6,47 6,26+ 0,91 6,65+ 0,54 6,82+ 0,92 7,28+ 0,83
Ct(g) 5,49 6,50+ 0,78 7,19+ 0,30 7,41+ 0,30 7,96+ 0,60
CV (%) -— 26,6 12,6 19,3 19,0
Teste T e NS NS NS NS

NS = ndo-significativo

3) Massa seca foliar

Nio houve diferenca significativa entre os dois tratamentos (Tabela 3).

Tabela 3. Evolugiio das médias da massa seca foliar (g) de P. amarus, plantas da amostra A

(teor de filantina: 0,16%), dos tratamentos AJ e Ct em ensaio com uma solugio de AJ 0,5 mM.

Os nimeros indicam o tempo (h), a médiat erro padrio da média e o coeficiente de variaggo.

0 (h) 24 (h) 48 (h) 72 (h) 168 (h)
AJ (g) (NS) 1,90 1,754£0,29  1,84+021  1,97+021  2,19+034
Ct(g) 1,50 1,86+ 0,27 2,08+ 0,22 1,71+ 0,07 2,00+ 0,24
CV (%) — 31,5 21,8 17,3 28,2
Teste T - NS NS NS NS

NS = nio-significativo

¢) Determinaciio das concentragbes médias das lignanas

Nas condi¢Ses de analise anteriormente descritas, os tempos de retengio obtidos por

CLAE-UV, para as substancias analisadas no ensaio 1, foram, em ordem crescente: 8,32 para



a filtetralina, 9,06 para a hipofilantina, 10,21 para a filantina, 11,33 para a nirtetralina e 12,62
minutos para a nirantina (fig. 6).

A B
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Figura 6. (A) Cromatograma em CLAE-UV (235 nm) com os padrGes de hipofilantina (9,07
min) ¢ filantina (10,21 min). (B) Cromatograma em CLAE-UV (235 nm) do extrato
metanolico das folhas, frutos e sementes de P. amarus, amostra com teor médio de filantina

0,16%, apos tratamento com solucgdo de AJ 0,5 mM.

As dosagens de filantina e hipofilantina foram obtidas através das curvas de calibragdo
(fig. 7 ¢ 8). A partir da curva de calibragdo da filantina se obteve a concentra¢do da nirantina;
através da curva de calibragdo da hipofilantina obteve-se as concentragbes de filtetralina e
nirtetralina. Relacionou-se a filantina com a nirantina, e a hipofilantina com a filtetralina e

nirtetralina por serem das mesmas classes de lignanas.
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Figura 7. Curva de calibragio de filantina no snsaio 1.
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Figura 8. Curva de calibragio de hipofilantina no ensaio 1.

1) Andlise da concentracio média de fllantina

NZo houve diferenca significativa entre os tratamentos AJ e Ct, nfc houve diferenga
significativa sntre os teorss medios de filantina quando foram comparadas as meédias dos
tratamentos analisados nos seus respectivos tempos de coleta, porém cbservou-se actmulo de

filantina nos tempos 24 e 72 horas. {Tabela 4).
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Tabela 4. Evoluglo dos teores médios de filantina (ug/g) de P. amarus, amostra com teor de

filantina 0,16%, nos tratamentos AJ e Ct, em ensaio com uma solugio de AJ 0,5 mM. Os

nameros indicam o tempo (h), a médiat erro padrio da média e o coeficiente de variagdo.

0 (h) 24 (h) 48 (h) 72 (h) 168 (h)
AJ (ug/g) (NS) 4799 14193+356,0 9492+317,8 785,6+37,5  1259.5+ 4596
Ct(ug/g) 6627 8040+159,7 8961+3345 667,4+707  699,1+392
CV (%) - 49,6 70,7 15,6 66,8
Teste T NS NS NS NS
Acimulo AT — * NS ** NS
Actmulo CT ~ — NS NS NS NS

(*) nivel de significincia de 5% (**) nivel de significincia de 1% NS = ndo-significativo

2) Analise da concentracio média de filtetralina

Nio houve diferenca significativa entre os tratamentos AJ e Ct, assim como quando

foram comparados os teores médios de filtetralina nos seus respectivos tempos. Observou-se

acomulo significativo nos tempos 24, 72 e 168 horas em relagio ao tempo O hora no

tratamento AJ e 48, 72 e 168 horas em relacfio ao tempo 0 hora no tratamento Ct (Tabela 5).
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Tabela 5. Evolugio dos teores médios de filtetralina (ug/g) de P. amnarus, amostra com teor de

filantina 0,16%, nos tratamentos AJ e Ct, em ensaio com uma solucdo de AJ 0,5 mM. Os

nimeros indicam ¢ tempo (h), a média+ erro padrio da média e o coeficiente de variagfo.

0 (h) 24 (h) 48 (h) 72 (h) 168 (h)
AJ (ug/g) (NS) 899,9 125306793  1254,4+ 1874 135924544 15409+ 7338
Ct (ug/g) 933,9 1162,5+1259 1171,8% 1851 11269+ 141,3 1326,9£ 874
CV (%) - 17,4 30,7 172 11,3
Teste T - NS NS NS NS
Actimulo A] - * NS ** *E
Acimulo Ct — NS * * *

(*) nivel de significAncia de 5% (**) nivel de significincia de 1% NS = ndo-significativo

3) Anilise da concentracio média de hipofilantina

A comparacdo dos tratamentos pela analise de varidncia simples e pelo teste T foi

ositiva ao nivel de significincia de 1 %. do comparou-se os teores médios de
p p

hipofilantina do tratamento AJ com o controle, observou-se aumento dos teores medios de

hipofilantina estatisticamente significativo nos tempos 24, 48 e 168 horas, respectivamente de

36,46%, 15,75% e 40,08%. Quando os teores de cada tempo de cada tratamento sdo

comparados com o seu respectivo tempo 0 hora, observou-se acimulo de hipofilantina em

todos os tempos analisados no tratamento AJ, nio se observando o mesmo no tratamento

controle (Tabela 6).
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Tabela 6. Evolugio dos teores médios de hipofilantina (ug/g) de P. amarus, amostra com teor
de filantina 0,16%, nos tratamentos AJ e Ct, em ensaio com uma solugio de AJ 0.5 mM. Os

nimeros indicam o tempo (h), a médiat erro padrio da média e o coeficiente de variacio.

0 (h) 24 (h) 48 (h) 72 (h) 168 (h)

AJ (ugfg) (1) 28406 38762+ 1646 32880+ 76,0  3573,5+73.9 3979 1+ 184.4

Ct(uglg) 2977,1 3202,5+2188 28419+216,5 3055,5£2508 3465,5+ 2032

CV (%) - 10,9 6,1 11,2 10,4

Teste T - * ** NS *
Actimulo Al — ** * *x **
Acumulo Ct = - NS NS NS NS

(1) comparagdo significativa entre os tratamentos com nivel de significncia de 1 %

(*) nivel de significincia de 5% (*) nivel de significincia de 1% NS = nio-significativo

4) Analise da concentracio média de nirantina

Nio houve diferenca significativa entre os tratamentos AJ e Ct, a compara¢3o entre os
teores médios dos tratamentos nos respectivos tempos nfio foi significativa, excetuando a
diferenga significativa entre as médias no tempo 48 horas, elevando o teor de nirantina em
11,94%. Observou-se acimulo significativo nos tempos 24 e 72 horas no tratamento AJ, em

relagdo ao tempo O hora, ndo se observando o mesmo no controle (Tabela 7).
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Tabela 7. Evolugdo dos teores médios de nirantina (j1g/g) de P. amarus, amostra com teor de
filantina 0,16%, nos tratamentos AJ e Ct, em ensaio com uma solugdo de AJ 0,5 mM. Os

nGmeros indicam o tempo (h), a médiat erro padrio da média e o coeficiente de variaco.

0 (h) 24 (h) 48 (h) 72 (h) 168 (h)

AT (ug/g) (NS) 13711 264554092 1912,7+3270 1707,4+472 23584+ 509.7

Ct (ug/e) 1899,3 2018,7:222,4 1708,6+273,5 1569,2+127,3 1694,0+ 1175

CV (%) - 28,2 33,3 11,7 36,5
Teste T -— NS * NS NS
Actimulo AJ e * NS * NS
Acumulo Ct - NS NS NS NS

(*) nivel de significincia de 5% NS = ndo-significativo

5) Anilise da concentracio média de nirtetralina

A comparagdo entre os tratamentos feita pelo teste T foi significativa, a comparacio
entre as médias nos seus respectivos tempos também foi significativa em 48, 72 e 168 horas,
ocorrendo aumento do teor médio de nirtetralina de 11,1% apds 48 horas, 31,93% apds 72
horas e 44,14% apds 168 horas da aplicacio de AJ. As plantas apresentaram actimulo de

nirtetralina em todos os tempos quando relacionados com o tempo 0 (Tabela 8).
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Tabela 8. Evolugdo dos teores médios de nirtetralina (ug/g) de P. amarus, amostra com teor
de filantina 0,16%, nos tratamentos AJ ¢ Ct, em ensaio com uma solu¢do de AJ 0,5-mM. Os

numeros indicam o tempo (h), a médiat erro padrio da média e o coeficiente de variagiio.

0 (h) 24 (h) 48 (h) 72 (h) 168 (h)

AT (ug/g) (1) 30225 4058,0+2044 35394+109.9 3987,7+66,8 43565+ 150,5

Ct (ug/g) 32542 3482,8+t258,1 3158,0£96,6 3332,5+261,7 3838,7+270,2

CV (%) 12,4 6,2 10,4 10,7

Teste T NS * * *
Acﬂmuio AJ — % % %% * ¥k
Actmulo Ct NS NS NS NS

(1) comparagdo significativa entre os tratamentos com nivel de significincia de 1 %

(*) nivel de significincia de 5% (**) nivel de significincia de 1% NS = n3o-significativo

4.2. Ensaio 2
a) Aspectos visuais

Apo0s 24 horas da aplicagdo do tratamento, as plantas que receberam a pulverizaco de
AJ apresentaram amarelecimento das suas folhas na forma de pequenas manchas arredondadas
com 2,0 mm de diametro, em média, e que apareceram principalmente nas folhas mais velhas,
situadas no terco meédio e inferior da planta. Os épices caulinares estavam inalterados em
ambos tratamentos. ApOs 48 horas, varias folhas estavam amareladas e caidas sobre a terra dos

Vasos.
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b) Dados biométricos
1) Massa fresca

O tratamento com AJ apresentou uma acgio significativa sobre as plantas tratadas,
provocando diminuigdo das médias da massa fresca nos tempos 24, 48 e 72 horas, ocorrendo,
respectivamente, decréscimo de 8,04%, 5,93% e 14,80% da massa das plantas do tratamento

AJ em relagio ao tratamento Ct, nos tempos 24, 48 e 72 horas, respectivamente (Tabela 9).

Tabela 9. Evolugio das médias da massa fresca (g) de P. amarus, amostra com teor de
filantina 0,76%, dos tratamentos AJ ¢ Ct em ensaio com uma solugio de AJ 0,5 mM. Os

nimeros indicam © tempo (h), a média+t erro padrio da média e o coeficiente de vaniagio.

0 (h) 24 (h) 48 (h) 72 (h)

AT(g) (1) 121,47 134,57+ 2,41 124,28+ 3,05 116,97+ 2,28

Ci(g) 132,25 146,33+ 7,28 132,12+ 2,19 137,28+ 2,45
CV (%) 8,6 4,6 42
Teste T — * * *k

(1) comparaggo significativa entre os tratamentos com nivel de significincia de 5%

(*) nivel de significincia de 5% (***) nivel de significincia de 0,1%

2) Massa seca total
O tratamento com AJ apresentou uma ag3o significativa sobre as plantas tratadas,
provocando diminuigdo das médias da massa seca nestas plantas nos tempos 24, 48 e 72 horas,

de, respectivamente, 7,55%, 6,03% e 20,56% (Tabela 10}.
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Tabela 10. Evolugio das médias da massa seca (g) de P. amarus, amostra com teor de
filantina 0,76% dos tratamentos AJ ¢ Ct em ensaio com uma solugdo de AJ 0,5 mM. Os

nameros indicam o tempo (h), a médiat erro padrio da média e o coeficiente de variacio.

0 (h) 24 (h) 48 (h) 72 (h)
AT (2) (1) 34,66 37,21£ 0,91 35,98+ 1,04 33,27+ 0,45
Ct(g) 39,78 40,25+ 1,55 38,20+ 0,81 41,88+ 0,71
CV (%) 73 5,6 3,5
Tosto T ¥ = —r

{1) nivel de significincia de 1% entre os tratamentos (*) nivel de significincia de 5%

(**) nivel de significincia de 1% (***) nivel de significincia de 0,1%

3) Massa seca foliar

Houve uma diferenca significativa entre os tratamentos AJ e Ct, observando-se
diminui¢io gradativa das médias da massa seca foliar. Comparando-se os tempos de coleta, as
diferencas foram significativas em todos os tempos, apresentando-se diminuida no tratamento
AJ em relagio ao controle em 11,54%, 9,90% e 23,98% nos tempos 24, 48 e 72 horas,

respectivamente (Tabela 11).

42



Tabela 11. Evolugio das médias da massa seca foliar (g) de P. amarus, amostra com teor de
filantina 0,76%, dos tratamentos AJ ¢ Ct em ensaio com uma solugdo de AJ 0,5 mM. Os

nimeros indicam o tempo (h), a médiat erro padrao da média e o coeficiente de variagio.

0 (b) 24 (h) 48 (h) 72 (h)
Al (g) (D 19,54 18,81+ 0,43 17,67+ 0,50 16,97+ 0,37
Ci(g) 21,91 20,98+ 90,56 19,42+ 0,24 21,04+ 0,39
CV (%) - 5,6 438 45
Teste T — *% * *%

(1) nivel de significAncia de 1% entre os tratamentos (*) nivel de significAncia de 5%

(**) nivel de significincia de 1%

¢) Andlise das concentracdes médias das lignanas

Nas condicBes de analise anteriormente descritas, os tempos de retengio obtidos por
CLAE-UV, para as substincias analisadas no ensaio 2 foram, em ordem crescente: 8,72 para a
filtetralina; 9,61 para a hipofilantina; 10,90 para a filantina; 12,08 para a nirtetralina ¢ 13,60

minutos para 2 nirantina (fig. 9).
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Figura 9. (A) Cromatograma em CLAE-UV (235 nm) dos padrdes de hipofilantina (9,62
min) e filantina (10,91 min). (B) Cromatograma em CLAE-UV (235 nm) dc extrato
metanodlico das folhas, frutos e sementes de P. armarus, amostra com teor de filantina 0,76%,

apos tratamento com solugdo de AJ 0,5 mM.

1) Anailise da concentracio média de filantina

A comparagdo entre os tratamentos feita pelo teste T foi significativa (1 %), ocorrendo
aumento significativo no teor médio de filantina de 9,84% apos 24 horas do tratamento com
AJ quando comparado ao controle, no mesmo tempo. Nao foi observado acimulo nas plantas

tratadas com AJ, todavia as plantas do controle apresentaram actimulo apds 72 horas (Tabela

12).



Tabela 12. Evolugio dos teores médios de filantina (ug/g) de P. amarus, amostra comteor de

filantina (0,76%), nos tratamentos AJ e Ct, em ensaio com uma solug@io de AJ 0,5 mM. Os

ntmeros indicam o tempo (h), a médiat erro padrio da média e o coeficiente de variacio.

0 (h) 24 (h) 48 (h) 72 (h)
AJ (ug/g) (1) 35465,0 6002,7+ 5018 6047,0£ 4949 6646,5+ 721,7
Ct{ug/g) 52239 4651,2+ 1448 5553,9+2433 6297,5+ 1972
CV (%) — 15,5 15,0 18,3
Teste T - * NS NS
Actmulo AJ e NS NS NS
Actmulo Ct - NS NS *

1) comparag¢io entre os tratamentos com nivel de significincia de 1%
paraga

(*) nivel de significincia de 5% NS = ndo-significativo

2) Anailise da concentracio média de filtetralina
Niio ocorreram diferengas significativas entre os tratamentos, entre os teores médios de

filtetralina, nem se observou acimulo desta substincia apés o tratamento com AJ (Tabela 13).
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Tabela 13. Evolucio dos teores médios de filtetralina (ug/g) de P. amarus, amostra com teor
de filantina 0,76%, nos tratamentos AJ e Ct, em ensaio com uma solucio de AJ 0,5 mM. Os

ntmeros indicam o tempo (h), 2 média+ erro padrio da média e o coeficiente de variacio,

0 (h) 24 (h) 48 (h) 72 (h)
AJ (ug/g) (NS) 705,3 717,6+214,6 7028+ 1258 7593+ 2424
Ct (ug/g) 490,5 1180242114  937,1+122,1 7449+ 754
CV (%) — 502 33,8 53,4
Teste T NS NS NS
Actimulo AJ NS NS NS
Actmulo Ct — NS NS NS

NS = ndo significativo

2) Analise da concentracio média de hipofilantina

N&o ocorreram diferencas significativas entre os tratamentos e entre os teores médios,
quando comparados entre os seus respectivos tempos Ocorreu uma diferenga significativa
entre as médias do teor de hipofilantina no tempo 24 horas, estando este teor abaixo do
tratamento Ct. N&o foi observado acimulo significativo provocado pelo AJ, todavia as plantas

do tratamento controle apresentaram acimulo significativo em todos os tempos do tratamento

(Tabela 14).
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Tabela 14. Evolucio das concentragbes médias de hipofilantina (ug/g) de P. amarus, amostra

com teor de filantina 0,76%, nos tratamentos AJ e Ct, em ensaio com uma solugio de AJ 0,5

mM. Os nameros indicam o tempo (h), a médiat erro padrio da média e o coeficiente de

variagado.
0(h) 24 (h) 48 (h) 72 (h)
A¥ (ug/g) 826,5 937,2+171,8 1041,1+ 78 4 1142,7+ 181,9
Ct (ng/g) 1051,6 13697+ 1223 1067,5+ 162,0 1307,8+ 123,7
CV (%) e 28,9 27,0 28,4
Teste T —— * NS NS
Actmulo AJ - NS NS NS
Acimulo Ct o * * **

(*) nivel de significincia de 5% (**) nivel de significdncia de 1% NS = ndo-significativo

4) Andlise da concentracio média de nirantina

Nio ocorreram diferencas significativas entre os tratamentos, entre os teores medios de

filtetralina, nem se observou acmulo desta substincia apos o tratamento com AJ (Tabela 15).
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Tabela 15. Evolugdo dos teores médios de nirantina (ug/g) de P. amarus, amostra com teor de

filantina 0,76%, nos tratamentos AJ e Ct, em ensaio com uma solugio de AJ 0,5 mM. Os

numeros indicam o tempo (h), a médiat erro padrdo da média e o coeficiente de variagdo.

0 (h)

24 (h)

48 (h) 72 (h)

AJ (ng/g) (NS) 4507,1

6131,7-781,5

6131,6+595,0 5494,3£ 700,3

Ct (ug/e) 5256,1 5472,4+ 891,1 5578,9+ 6450 6621,6+ 508,5
CV (%) 32,3 23,7 22.6
Teste T - NS NS NS

Actmulo AJ - NS NS NS
Aciamulo Ct - NS NS NS

NS = n#o-significativo

5) Anailise da concentraciio média de nirtetralina

Nio ocomreram diferengas significativas entre os tratamentos, ndo houve acimulo

significativo nas plantas tratadas com AJ e no controle, mas houve uma diferenca significativa

entre as médias do teor de nirtetralina no tempo 24 horas (Tabela 16).
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Tabela 16. Evolugio dos teores médios de nirtetralina (ug/g) de P. amarus, amostra com teor
de filantina 0,76%, nos tratamentos AJ e Ct, em ensaio com uma solugio de AJ 0,5 mM. Os

nimeros indicam o tempo (h), a médiat erro padrdo da média e o coeficiente de variagdo.

0 (h) 24 (h) 48 (h) 72 (h)
AT (ug/g) (NS) 887,3 10490+ 179,0  1077,5£94.0 1168 4+ 166,9
Ct (ug/g) 11638 14356+ 1669 1137,1+186,4 1432,5+117,2
CV (%) — 31,2 29,3 24,3
Teste T * NS NS
Actimulo AJ - NS NS NS
Acamulo Ct NS NS NS

(*) nivel de significdncia de 5% NS = ndo-significativo

6) Comparaciio das médias das lignanas das plantas dos ensaios 1 e 2

As lignanas filantina e nirantina presentes nas plantas do ensaio 2 possuem um teor
mais elevado do que aquelas do ensaio 1 de 6,6 e 2,9 vezes, respectivamente. As lignanas
hipofilantina e nirtetralina apresentam teor mais elevado nas plantas do ensaio 1 de 2,6 € 2,7
vezes. As concentragdes de filtetralina nas plantas dos ensaios 1 e 2 ndo apresentam diferencas

significativas (Tabela 17).
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Tabela 17. Comparacdo das amostras A e B de P. amarus utilizados nos controles dos ensaios
1 (teor de filantina: 0,16%) e 2 (teor de filantina: 0,76%) através da analise do teor (ug/g) das
lignanas filantina, filtetralina, hipofilantina, nirantina e nirtetralina presentes nesta planta por
CLAE-UV (235 nm). Os nimeros representam a médiat erro padrido da média, o coeficiente

de varia¢do (CV) e o nivel de significincia em porcentagem (%).

Ensaio 1 Ensaio 2 CV (%) Significincia (%)
Filantina (ug/g) 745,9+ 102,7 5431,6+ 152,6 17,0 0,1
Filtetralina (ug/g) 1144 4+ 712 838,2£ 1095 36,0 ndo significativo
Hipofilantina (g/g) 3108,5+ 1153 1199,1+ 86,8 18,7 0,1
Nirantina (ug/g) 1778,0+ 1352 57322+ 360,5 29,0 0,1
Nirtetralina (ug/g) 3413,2+127,6 1292,21 979 19,2 0,1
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O ensaio 1 mosirou que a aplicagio de AJ em P. amarus, na amosira A (teor medio de
filantina de 0,16%), foi capaz de alterar significativamente os teores das lignanas hipofilantina
e nirtetralina, apresemtando elevagdo dos seus teores médios e promovendo acimulo destas
substancias. As demais lignanas, apesar de apresentar alteracGes nos seus teores, esias ndo
foram significativas estatisticamente, portarto, ndo foi poss_ivei afirmar que o Al teve uma

agdo positiva sobre o teor destas substincias (fig. 10 ¢ 11).
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Figura 10. Evolug#o dos teores médios de hipofilantina {ug/g) em P. amarus, plantas da

amostra A (teor de filantina: 0,16%), apos tratamento com AJ 0,5 mM.
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Figura 11. Evolugiio dos teores médios de mirtetralina (ug/g) em P. amarus, plantas da
amostra A (teor de filantina: 0,16%), apds tratamento com AJ 0,5 mM.

A filantina apresentou aumento do teor apOs 24 horas do tratamento com AJ, devido ao
acimulo significativo ocorrido no tratamento com AJ e nio observado no controle. Em virtude
do grande coeficiente de variagio, ndo foi possivel afirmar se este aumento do teor foi
provocado pela agdo do AJ. Para a confirmagio destes resultados, seria necessario um novo
ensaio com um numero maior de repeticSes para se ter uma conclusio precisa do efeito do AJ

sobre o teor da filantina nesta amostra (fig. 12).
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Figura 12. Evolugio dos teores médios de filantina (ug/g) em P. amarus, amostra com teor de

filantina 0,16%, apos tratamento com AJ 0,5 mM.

O AJ ndo provocou alteragdes no teor da filtetralina. O acimulo observado nas plantas
tratadas com AJ também ocorre nas plantas do controle. Logo, o aciimulo desta substéncia
parece ser uma fungdo normal nesta planta.

O AJ também ndo alterou significativamente o teor de nirantina destas plantas.

O ensaio 2, que utilizou plantas com teor de filantina mais elevado (0,76%), apresentou
resultados distintos em relagio ao ensaio 1. Somente a filantina teve o seu teor elevado de

forma significativa pela acio do AJ, aumentando-o em 9,84% apos 24 horas (fig. 13).
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Figura 13. Evolugio dos teores médios de filantina (ug/g) em P. amarus, amostra com teor

médio de filantina 0,76%, apos tratamento com AJ 0,5 mM.

A hipofilantina apresentou acimulo nas plantas do controle, fato ndo observado nas
plantas tratadas com AJ. Pode-se supor que o AJ teria um efeito inibidor do achmulo desta
substincia, fazendo com que os seus teores fossem menores quando comparados com aqueles
do controle.

As demais lignanas ndo apresentaram qualquer alteracdo significativa nos seus teores.

Neste mesmo ensaio observou-se que a agdo do AJ sobre estas plantas pode ter sido
toxico, em virtude das manchas cloréticas, arredondadas, apresentadas nas folhas mais velhas
apods 24 horas do tratamento com AJ, manchas clordticas nas folhas mais velhas situadas no
terco médio e inferior das plantas, demonstrando degradacio da clorofila seguida da morte das
fothas, culminando com a sua abscisdo e acarretando expressiva diminuicdo das massas fresca,

seca e foliar em todos os tempos avaliados, destacando-se o tempo 72 horas (fig. 14).
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Figura 14, Evolugdo das médias da massa seca foliar {(g) em P. amorus, amostra com teor

médio de filantina 0,76%, apés tratamento com AJ 0,5 mM.

Segundo a definigio de Salisbury & Ross (1991), “senescéncia € o processo de
deterioraciic que acompanha o envelhecimento e que leva a morte de um Orglo ou um
organismo”. Assim, os fendmenos observados preenchem esta definigio por haver uma
aceleragio do processo de deterioracic das folhas mais velhas, culminando com a morte
destas; além disso, a capacidade do AJ provocar senescéncia € citada pela literaturg,
particularmente por Creelman & Mullet (1995), dizendo que 2 senescéneia € induzida pelo AJ
e os jasmonatos em concentragdes acima de 50 M em cultura de tecidos ¢ folhas excisadas,
conceniracio 10 vezes menor gue a aplicada nesies ensaios.

Tudo indica que a abscisio induzida pelo AJ é um fendmeno complexo, apresentando
diferentes causas que, provaveimente, se interrelacionam: Creelman & Mullet {1995) relatam
que a senescéncia e abscisio provocada pelo AJ provavelmente s¢ d& em decorréncia do

aumento da biossintese do etileno; Miyamoto ¢f al. {1997) relatam que o AJ promove a
55



abscisdo dos peciolos de folhas de fetjoeiro por haver diminuigio da quantidade de celulose
na zona de abscisdo, em virtude do aumento da atividade da enzima celulase; Sembdner &
Parthier (1993) relatam que 2 senescéncia foliar induzida pelos jasmonatos ¢ decorrente da
degradacio e da inibigdo da biossintese da clorofila, ocorrendo redugdo da atividade
fotossintética, Rakwal & Komatsu (2001), aplicando AJ na concentracio de 100 uM,
observaram, em folhas de arrozeiro, a formacio de lesBes necroticas decorrentes da formagio
de espécies reétivas de oxigénio (ROS), que inibiram ou danificaram o aparetho fotossintético.

E cophecido o papel do AJ como mensageiro quando as plantas sfo atacadas por
patégenos (SIR), induzindo a biossintese de fitoalexinas (Creelman & Mullet, 1997), ou
herbivoros, induzindo a sintese de proteinas inibidoras da proteinase (Cohen et o, 1993; Ryan
& Pearce, 1998). Assim, este trabalho mostrou que, em virtude do aumento induzido ¢ do
acamulo destas substincias, as lignanas analisadas participar do sistema de resisténcia
induzida de P. amarus.

A anélise dos teores das lignanas por CLAE-UV mostrou ser um método eficaz de
comparagio entre as duas amostras de P. amarus. a amostra A, com teor médio de filantina
0,16%, predominam os teores de hipofilantina e nirtetratina, enquanto que a amostra B, com
teor médio de filantina 0,76%, predominam as lignanas da classe das diarilbutanas: filantina e
nirantina. A filtetralina ndo apresentou diferenca significativa na comparagio entre estas

amostras, assim, sua quantificagfio nfio serviria para diferenciar uma amostra da outra (fig. 15).
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Figura 15. Comparago das amostras de P. amarus utilizados nos controles dos £nsaios 1
(plantas com teor de filantina — 0,16%) ¢ 2 (plantas com teor de filanting — 0,76%) através da
anabise dos teores das lignanas filantina, nirantina, hipofilantina, nirtetralina e filtetralina
presenies nestas plantas, por CLAE-UV {235 am) {coluna azul, ensaio 1; coluna vermelha,

ensaio 2}



6. CONCLUSAO

O AJ agiu como agente eliciador sobre ambas amostras de P. amarus: no ensaio 1, que
utilizou a amostra com teor de filantina 0,16%, houve aumento dos teores de hipofilantina e
nirtetralina: o teor de hipofilantina aumentou em 36,46%, 15,75 % e 40,08% apés 24, 48 ¢ 168
horas, respectivamente; 0 teor da nirtetralina também aumentou apos 48, 72 ¢ 168 horas, de
11,10%, 31,93% e 44,14%, respectivamente. As demais lignanas analisadas também
apresentaram aumento dos seus teores mas ndo foram significativos estatisticamente em
virtude do seu grande coeficiente de variac¢@o.

No ensaio 2, que utiizou uma amostra com teor de filantina de 0,76%, ocorreu
aumento significativo do teor da filantina. Além disso, as plantas desta amostra apresentaram
sintomas de senescéncia: clorose e abscisio foliar, comprovada pela diminuicdo das massas
fresca, seca e seca foliar.

A determinacio dos teores das lignanas pode ser utilizado como método de

diferenciagio para as plantas de P. amarus coletadas em diferentes regides.
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CAPITULO II - EFEITOS DO SULFATO DE COBRE NOS TEORES DE LIGNANAS

DE Phyllanthus amarus Schum. & Thonn

1. INTRODUCAO

Os nutrientes minerais sdo fons inorgdnicos presentes no ambiente e que sdo
absorvidos principalmente pelas raizes e translocados para diversas partes das plantas. Eles
sdo classificados segundo a sua concentragio na planta: macronutrientes, necessirios em
concentragdes de 1000 mg/kg de massa seca, ¢ micronutrientes, presentes nos tecidos em
concentragdes iguais ou menores que 100 mg/kg de massa seca. Os nutrientes foram divididos
em essenciais ¢ ndo-essenciais. Os critérios para se dizer que um elemento é essencial sio: a)
se a planta ndo consegue completar seu ciclo de vida sem ele; b) se faz parte de alguma
molécula constituinte da planta sem a qual ela ndo sobrevive. Os elementos essenciais sdo
classificados funcionalmente: aqueles que tém papel estrutural e aqueles que fazem ativagdo
enzimatica, que sdo a maioria dos micronutrientes (Salisbury & Ross, 1991).

Muitos metais pesados, tais como Zn, Ni, Co, Cd, Cu e Pb podem, eventualmente, ser
encontrados no solo em concentragSes elevadas, mas apresentam-se muito freqiientemente
como poluentes em regides de grande atividade industrial e agricola. A inddstria de metais
ndo-ferrosos, mineragio, uso de pesticidas e fertilizantes, além do lixo industrial, s3o
importantes fontes de dispersdo de metais pesados no ambiente. Os cations dos metais citados
anteriormente s3o classificados segundo a sua afinidade de ligagiio: elementos classe A, que se
ligam com substincias que contém O-ligantes, ¢ elementos classe B, que possuem grande
afinidade com S-ligantes, classe que provavelmente o Cu faz parte. Parada do crescimento,
clorose e necrose, epinastia das folhas e descolora¢dio marrom-avermelhada sio sintomas

visiveis de fitotoxicidade. A atividade enzimatica pode ser significativamente inibida; porém,
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outras enzimas podem ter sua atividade aumentada, ou como resultado de uma nova sintese
protéica, ou por ativacdo de enzimas ja presentes (Assche & Clijsters, 1990).

O Cu ¢ considerado um micronutriente essencial para as plantas desde os trabalhos
pioneiros de Sommer e Lipman & McKinney, que observaram a sua importincia para o
crescimento e desenvolvimento vegetal (Fernandes & Hénriques, 1991). Ele € um componente
estrutural e catalitico de proteinas e enzimas envolvidas em diversas vias metabolicas, €
absorvido na forma de ion nas raizes, um dos principais locais de acimulo € o cloroplasto e
esta diretamente envolvido como componente da plastocianina na cadeia transportadora de
elétrons da fotossintese no PS2. A sua deficiéncia diminui a atividade de PS2, sem modificar a
composicio protéica da membrana do tilacoide (Maksymiec, 1997).

Ao contrario de outros metais pesados, o Cu nio é bioacumulado em mamiferos, assim,
a sua toxicidade para estes € relativamente baixa. Quanto aos vegetals, estes sdo muito
sensiveis, apresentando perturbacdes metabolicas ¢ diminuigBo do crescimento por aumentos
muito pequenos nas concentrages tissulares destes fons. Sua concentragio normal nos tecidos
vegetais ¢ 3,5 pg/mlL em plantas marinhas, entre 5 e 20 pg/ml em plantas terrestres. Os
sintomas de deficiéncia surgem guando a sua concentragdo interna esta abaixo de 5 pg/ml e
os sintomas tOxicos aparecem quando a sua concentracdo interna esta acima de 20 pg/ml
(Fernandes & Henriques, 1991). O limite de concentragio favorivel do Cu para um
crescimento 6timo da planta € muito estreito e, acima do seu limite, pode ser altamente toxico
(Teisseire & Guy, 2000).

Seus efeitos toxicos primarios sdo decorrentes do aumento da permeabilidade da

membrana plasmatica, que leva a uma perda de ions K™ e outros solutos. A permeabilidade da
membrana depende do grau de peroxidagio lipidica. Este processo ¢ iniciado pelos radicais

livres, tais como o radical hidroxila, gerado na reagiio de Haber-Weiss, e radicais peroxi e
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alcoxi, que surgem da decomposicio de hidroperdxidos orginicos. O Cu pode facilmente
catalisar a formacdo destes radicais livres, causando um estresse oxidativo na célula, mas os
seus efeitos danosos podem ser neutralizados por reagbes enzimaticas e ndo-enzimaticas. As
enzimas peroxidase (POD), catalase {(CAT) e superoxido dismutase (SOD), assim como
substdncias oxidantes como a vitamina C, glutationa e a-tocoferol, tém um papel-chave no
controle do teor celular destas espécies de oxigémio reativo (Weckx & Clijsters, 1996).

Sua agdo toxica atinge as raizes das plantas terrestres, em virtude da contamina¢Zo do
solo, provocando alteragbes na permeabilidade da membrana celular (De Vos, 1989), mas o
metabolismo das folhas também € alterado (Sandmann & Boger, 1980), especialmente o
aparelho fotossintético, resultando em decréscimo das taxas de transferéncia de elétrons em
virtude da sua ligacdo a numerosos sitios do PS2, diminuindo o desempenho do processo
fotossintético (Maksymiec, 1997).

Por outro lado, a deficiéncia do cobre produz, em folhas jovens, uma coloragio verde-
escura com areas necroticas nas extremidades que se estendem até a base da folha ao longo
das bordas. As folhas também podem estar torcidas ou malformadas. Quando a deficiéncia de

cobre é extrema, elas sofrem abscisdo prematuramente (Taiz & Zeiger, 1998).

1.1. Inducio enzimatica e o uso do cobre come eliciador

A interagdo direta de um metal com a planta provoca grande variedade de respostas
metabdlicas, alterando o seu desenvolvimento, passando a apresentar caracteristicas de
senescéncia € provocando o aumento da atividade de certas enzimas. Este estado € chamado de
indugio enzimatica, e estas enzimas devem apresentar importante papel no metabolismo do
estresse por metais (Assche & Clijsters, 1990).

A indugo das enzimas peroxidase (POD) € uma resposta geral a quantidades toxicas

de metais, estando muito relacionada ao aumento das concentracOes tissulares de Cu, assim
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como outras situagdes de estresse como polui¢o do ar, frio, ferimento ou infecgdes (Mukherji
& Gupta, 1972). Neste processo de defesa contra fatores de estresse, originam-se ROS que
causam peroxidagdo lipidica e desestabilizam a membrana do tilacoide (Assche & Clijsters,
1990). As enzimas POD, CAT e a JAA-oxidase tiveram sua atividade aumentada
proporcionalmente ao aumento da concentragio de Cu. O aumento da atividade da IAA-
oxidase, aumentando a degradacio do IAA, foi observado em raizes de Hordeum vulgare
tratadas com excesso de Cu, inibindo seu crescimento (Mukherji & Gupta, 1972). Observou-se
que, ao induzir o estresse em Ceratophyllum demersum L. com concentrages de 2 2 4 uM de
Cu, ocorria aumento da atividade das enzimas POD, CAT e superéxido dismutase (SOD), cuja
funcdo € modular ou impedir a oxidacio (Mazhoudi ef al., 1997, Devi & Prasad, 1998). Diaz
et al. (2001) observaram que 0 Cu provocou aumento da atividade das enzimas POD e SKDH
em hipocoétilo de pimenteira (Capsicum annuum L.). Li et al. (2001) observaram inibi¢do do
crescimento das raizes de amendoim e decréscimo nos niveis endogenos de IAA, com
aumento da atividade da enzima POD e elevag3o da sintese de lignina nas raizes.

Eliciadores sdo fatores que induzem a sintese de fitoalexinas e outras respostas
defensivas em células que foram por eles estimuladas (Neill ef al., 1994), sio empregados para
induzir as vias biossintéticas dos metabolitos secundarios para elucidar os mecanismos da sua
sintese, distribuicdo e¢ acimulo, sendo divididos em bidticos e abidticos. Os metais pesados
(abidticos) sdo quimicamente methor definidos que os eliciadores bidticos, podendo ativar a
via fenilpropanoide através da ativac3o da PAL (Santiago ef al., 2000). Desta forma, o cobre é
capaz de fazer a indugdo de isoflavondides (Parry ef al., 1994) e compostos fendlicos em geral

(Santiago et al., 2000; Diaz et al., 2001; Li et al., 2001).

62



2. OBJETIVOS

O objetivo deste ensaio foi verificar os efeitos do eliciador abiotico sulfato de cobre em

P. amarus, através da dosagem das lignanas filantina, filtetralina, hipofilantina, nirantina e

nirtetralina atraveés de CLAE-UV (HPLC).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal

Este ensaio foi conduzido na Divisdo de Agrotecnologia do CPQBA/ UNICAMP,
situado na cidade de Paulinia/ SP. A espécie utilizada foi P. amarus, sendo que uma exsicata
(nimero UEC 127.411) esta depositada no Herbario do Departamento de Botéanica do Instituto
de Biologia da UNICAMP.

A planta utilizada é nativa do Brasil, proveniente do estado do Maranhdo, cultivada no
campo experimental do CPQBA. O seu teor de filantina é 0,16%, determinado previamente
por CLAE-UV.

A semeadura foi feita em tubetes no dia 02/08/2001, sendo postas, em média, 5
sementes por tubete, e colocadas em um viveiro de sombrite 50%. As temperaturas maxima e
minima no local, nos meses de agosto, setembro, outubro e novembro, foram,
respectivamente: 27,0 °C/ 11,0 °C; 29,0 °C/ 12,0 °C; 30,0 °C /14,0 °C; € 32,0°C/ 15,0 °C. O
material recebia 5 regas diarias por aspersdo. Apos 20 dias, as plantas apresentavam 3,0 cm de
altura, sofrendo, entfo, o desbaste ¢, apds 2 meses da semeadura (02/10/2001), elas foram
transplantadas para vasos que continham uma mistura de partes iguais de terra de superficie
(latossolo vermelho escuro-argiloso) e esterco bovino curtido (submetido a agio de minhocas
da California durante 30 dias), sendo mantidas no mesmo viveiro, onde receberam o
tratamento apos 53 dias.

Um dia antes da aplicacdo do tratamento, as plantas foram separadas aleatoriamente e
divididas em dois grupos denominados CuSQs; (cobre) e Ct (controle). Foram feitas 4
repetiches de cada tratamento em cada tempo de coleta (tempo 0, 1, 3, 6 ¢ 10 horas), cada

repetigio contendo 3 plantas, atingindo o niimero total de 60 plantas por tratamento.
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3.2. Tratamento com Sulfato de Cobre

Os tratamentos foram feitos na manhd do dia 24/11/2001, através da pulveriza¢do das
solucdes de sulfato de cobre e de Tween-20. Utilizou-se o pulverizador de pressio acumulada
Brudden, com capacidade de 2,0 L. O tratamento Ct recebeu uma solugio aquosa de Tween-
20 0,05% (v/v) em agua bidestilada estéril e o tratamento CuSO, recebeu uma solugio aquosa

de CuSO,5HO 05 M e Tween-20 0,05% (v/v) em agua bidestilada estéril, conforme

trabalho publicado por Santiago er al. (2000). O volume das solugdes foi de 0,5 L para 60
plantas, uma média de 8,3 mL da solugéio por planta. A pulverizagio foi feita manualmente,
de forma homogénea. As plantas foram colhidas nos tempos 0, 1, 3, 6 e 10 horas, seus caules
foram cortados a cerca de 1,0 cm acima da terra e, em seguida, foram secas em estufa com
circulagio de ar a uma temperatura de 40,0°C + 1°C por 48 horas. Apds este periodo, as
fothas, frutos e sementes foram separados e moidos em um moinho com matha tamanho 40. O
material resultante foi guardado em frascos de vidro.

Apos o corte e antes da secagem, obteve-se a massa fresca; depois da secagem, pesou-se
as plantas com caules e peciolos, obtendo-se a massa seca e, finalmente, as folhas, frutos e

sementes foram pesados, obtendo-se a massa seca foliar de cada repeticdo.

3.3. Extracio

A extragdo das plantas do tratamento com cobre sofreu uma lavagem prévia com agua
bidestilada, para retirar a maior quantidade possivel de sulfato, e, posteriormente, fez-se a
extracio com metanol. As amostras do tratamento Ct receberam o mesmo processo de
extracio. Para o controle ndo houve mudangas significativas nas massas anteriores e

posteriores ao processo citado, mas, para o tratamento CuSO,, pela retirada do sulfato, houve

uma diminuicdo significativa (45%) entre a massa anterior e posterior 4 primeira etapa, .
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Na primeira etapa, foram colocados 200,0 mg de folhas moidas de cada amostra em um
baldo contendo 10,0 mL de agua bidestilada. O material foi agitado por 15 minutos a
temperatura ambiente em um agitador magnético e centrifugado a 1087,44 g, por 4 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o residuo da extracgdo foi seco em estufa a 40,0°C e utilizado na
etapa seguinte da extragdio. Através desta pré-lavagem, o material restante ficou aparentemente
isento de suifato de cobre, mas a massa resultante foi, em média, 45% inferior em relagio a
massa inicial. Desta forma, como as massas analisadas das amostras do tratamento cobre eram
45% menores, todos os valores obtidos nas andlises foram corrigidos, para que os resultados
fossem comparaveis. O motivo da pré-lavagem foi que o sulfato de cobre formou um
complexo com o Tween 20, impedindo totalmente a analise por CLAE-UV, e também para
termos massas vegetais semelhantes nas amostras a serem comparadas.

Na extragido foram acrescentados 5,0 ml. de metanol ao residuo seco e feita a primeira
extragdo com exirator Polytron por 1 minuto, a 15.000 rpm, sendo posteriormente
centrifugado a 1087,44 g e o sobrenadante vertido em um baldo volumétrico de 25,0 mL. Ao
residuo acrescentou-se 5,0 ml de metanol, sofrendo segunda extracio pelo Polytron por 1
minuto, a 15.000 rpm. O sobrenadante foi vertido no baldo volumétrico que recebeu a primeira
extracio ¢ o volume foi completado com metanol até atingir 25,0 mL.. As amostras foram

extraidas em duplicata.

3.4, Analise dos extratos por CLAE-UV

Para a andlise utilizou-se o sistema cromatografico Waters, constituido por uma bomba
Waters Millipore Modelo M-45 de pistdo simples, inje¢fio manual e vazio de 1,2 mL/min; um
forno para aquecimento da coluna Waters, cuja temperatura foi mantida a 40,0°C; a separagio
foi realizada por uma coluna de fase reversa Supelco C18/5w/250x4,6 mm. A deteccdo foi

feita no modo absorbincia, em um comprimento de onda de 235nm, sensibilidade de 0,05
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Aufs, através de um detector UV-Vis Waters modelo 481. A integragio foi feita por um
integrador Waters 745B Data Module. Como fase movel utilizou-se o &cido acético 3% em
agua bidestilada, diluido em metanol, na propor¢do 35:65.

O tempo necessério para a analise de cada amostra foi de 20 minutos, € o fluxo da fase
movel foi mantido por mais 20 minutos para a limpeza da coluna. O volume de amostra
injetado foi de 20 pl. Os padrdes das lignanas analisadas foram obtidos na Divisio de
Quimica Orgénica e Farmacéutica do CPQBA. As dosagens de filantina e hipofilantina foram
obtidas através das curvas de calibragfio. Através da curva de calibragio da filantina obteve-se
as concentragdes de nirantina; através da curva de calibragio da hipofilantina, obteve-se as
concentracbes de filtetralina e nirtetralina. Relacionou-se a filantina com a nirantina, e a

hipofilantina com a filtetralina e nirtetralina por pertencerem s mesmas classes de lignanas.

3.5. Anailise estatistica

Os resultados foram avaliados pela andlise de variincia simples € o Teste T de
“Student”, comparando-se os tratamentos cobre e controle; as médias da massa fresca, massa
seca total, massa seca foliar e as dosagens médias das lignanas obtidas nos tratamentos foram
comparados entre si, nos respectivos tempos de coleta. A diferenca entre as amostras foi

considerada significativa quando o nivel de significincia foi igual a 5%.
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4, RESULTADOGS

a) Aspectos visuais

Fnire 0 tempo O e 1 hora, as folhas das plantas tratadas com sulfato de cobre
comecaram a apresentar intensa descoloragdo {passaram, gradualmente, da cor verds escuro
parg verde claro) € ressecamento, ocorrendo, concomitantemente, o emurchecimento dos
ipices caulinares, seguido da abscisio progressiva das folhas e fimtos (apds 6 horas),
culminando com a morte das plantas {fig. 16). As folhas apresentavam cor azulada, por causa

da impregnagio pelo sulfato de cobre.

Figura 16. Foto da planta P. amurus mostrando o ressecamento das folhas apds 6 horas do

tratamento com sulfato de cobre 0,5 M.

b) Dados biométricos
1} Massa fresca
Os tratamentos e as médias da massa fresca nfo apresentaram variagdes significativas

neste ensaio {Tabela 18).
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Tabela 18. Evolucio das médias da massa fresca (g) de P. armarus, amostra com teor de

filantina de 0,16%, dos tratamentos CuSQ; e Ct, em ensaio com uma solugio de CuS04 0,5 M.

Os numeros indicam o tempo (h), a médiat erro padrio da média e o coeficiente de variagfo.

0 (h) 1 (h) 3(h) 6 (h) 10 (h)
CuS0s4 (g) 45,91 35,26+2,12 20,00% 4,45 22,67+ 1,71 20,56 5,17
Ci(g) 30,17 41,101 7,21 24,85+ 5,79 26,5148,72  2377+2,73
CV (%) - 27,8 23,0 25,5 18,7
Teste T - NS NS NS NS

NS = n3o-significativo

2) Massa seca total
Houve aumento das médias da massa seca de 8,9%, 57,35% e 66,32% nos tempos 3, 6

e 10 horas do tratamento com suifato de cobre (Tabela 19).

Tabela 19. Evolugio das médias da massa seca (g) de P. amarus, amostra com teor de
filantina 0,16%, dos tratamentos CuSOy4 e Ct, em ensaio com uma solucio de CuS0O,4 0,5 M.

Os nameros indicam o tempo (h), a médiat erro padrio da média e o coeficiente de variag3o.

0 (h) 1(h) 3(h) 6 (h) 10 (h)
CuSO4 (g) (1) 9,76 11,14+ 0,68 9,5+ 0,93 11,88+ 0,29 11,16+ 1,28
Ct(g) 6,82 10,23+ 2,02 6,33+0,77 7,55+ 1,15 6,71+ 0,32
CV (%) — 2872 21,7 17.3 20,9
Teste T — NS * * *

(1) nivel de significincia de 1% na comparagdo entre os tratamentos

(*) nivel de significincia de 5% NS = ndo-significativo
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3) Massa seca foliar

Os tratamentos e as médias da massa seca foliar nfio apresentaram variagOes

significativas em qualquer tempo do ensaio (Tabela 20).

Tabela 20. Evolugio das médias da massa seca foliar {g) de P. amarus, amostra com teor de
filantina de 0,16%, dos tratamentos CuSQO4 e Ct, em ensaio com uma solugio de CuSO4 0,5 M.

Os mumeros indicam o tempo (h), a médiat erro padrio da média e o coeficiente de variacio.

0 (h) 1(h) 3 (h) 6 (h) 10 (h)
CuSO4(g) 1,62 242+021  136+024 1,79+0,19  1,58+0,25
Ct (g) 1,76 2,84+082 149020 186+033  1,89+0,12
CV (%) 455 31,2 29.6 22,6
Teste T NS NS NS NS

NS = njo-significativo

¢) Determinacio da concentracio média das lignanas
Os tempos de retencio para as substincias analisadas foram, em ordem crescente:
11,42 para a filtetralina, 13,10 para a hipofilantina, 14,96 para a filantina, 16,72 para a

nirtetralina e 18,90 minutos para a nirantina (fig. 17).
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Figura 17. (A) Cromatograma em CLAE-UV (235 nm) com os padrdes de hipofilantina
(13,10 min) e filantina (14,96 min). (B) Cromatograma em CLAE-UV (235 nm) do extrato
metandlico das folhas, frutos e sementes de P. ammarus, amostra com teor de filantina de

0,16%, apds tratamento com solugdo de CuSQ,4 0,5 M.

1) Analise da concentracio média de filantina
Ocorreu diminui¢io do teor de filantina em todos os tempos do tratamento com CuSO4
quando relacionados com o tratamento Ct, mas estas variagbes ndo foram significativas. A

comparagao entre os tratamentos também ndo foi significativa (Tabela 21).
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Tabela 21. Evolucio das concentragBes médias de filantina (ug/g) de P. amarus, amostra com
teor de filantina de 0,16%, nos tratamentos CuSO; e Ct, em ensaio com uma solugio de
CuS04 0,5 M. Os nimeros indicam o tempo (h), 2 médiat erro padrio da média e o

coeficiente de variago.

0 (h) 1(h) 3(h) 6 (h) 10 (k)

CuSO4(ng/g) (NS) 8152  640,7+120,8 356,64+ 21,4 511,0+104,5 762,0+ 339,0

Ct (ug/g) 7649 1038,6£ 2950 797,94+ 2094 785,14+ 186,7 1156,9+ 550,4
CV (%) — 53,7 51,6 46,7 953
Teste T —— NS NS NS NS

NS = ndo-significativo

2) Analise da concentracio média de hipofilantina

O tratamento com CuSO, diminuiu significativamente o teor de hipofilantina em
11,61% apos 1 hora e de 26,77% apos 3 horas (Tabela 22).
Tabela 22. Evolugiio das concentragdes médias de hipofilantina (ug/g) de P. amarus, amostra
com teor de filantina 0,16%, nos tratamentos CuSO,4 e Ct, em ensaio com uma solucio de
CuSO4 0,5 M. Os nameros indicam o tempo (h), a médiat erro padrio da média e o

coeficiente de variacdo.

0(b) 1(h) 3(h) 6 (h) 10 (h)

CuSO4 (ugfg) (1) 34546 28483+2723 226931656  2456,1+ 3845 2353,7+ 149,8

Ct(ug/g)  2644,5 3222442708 28248+ 107,5 30534+ 1588  2474,1+3828

CV (%) -— 17,9 7,0 214 24,1

3

Teste T - * * NS NS

(1) nivel de significancia de 1% (*) nivel de significincia de 5% NS = nfo-significativo
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3) Anilise da concentracio média de filtetralina
Houve diminui¢do do teor de filtetralina no tratamento CuSQ, de 26,84% apds 1 horae

de 36,33% apds 3 horas (Tabela 23).

Tabela 23. Evolucio das concentra¢Ges médias de filtetralina (ug/g) de P. amarus, amostra
com teor de filantina 0,16%, nos tratamentos CuSQOs; ¢ Ct, em ensaio com uma solugdo de
CuSO4 0,5 M. Os nimeros indicam o tempo (h), 2 médiat erro padric da meédia e o

coeficiente de variagdo.

0 (h) 1(h) 3 (h) 6 (h) 10 (h)

CuSOs:(ug/g) (1) 9889 8062+73,5  672,5+282 7868+ 1953  734,9£97,9

Ct (ug/g) 12052 1102,1+ 1002 10564+428  1100,4£453 8882+ 1396

CV (%) 18.4 8.4 30,1 29,7

>

Teste T — ** ** NS NS

(1) significdncia entre os tratamentos de 1% (**) significincia de 1% NS = nio-significativo

4) Anilise da concentracio média de nirantina

O tratamento com CuSO,; diminuiu significativamente o teor médio de nirantina em
4581% apds 3 horas do tratamento. Nos demais tempos, apesar de nfo significativa,
observou-se diminuicio dos teores nas plantas tratadas com sulfato de cobre em relagdo

aquelas do tratamento controle (Tabela 24).
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Tabela 24. Evolugdo das concentragdes médias de nirantina (ug/g) de P. amarus, amostra com
teor de filantina de 0,16%, nos tratamentos CuSOs e Ct, em ensaio com uma solugio de
CuS04 0,5 M. Os nimeros indicam o tempo (h), a médiat erro padric da média e o

coeficiente de variagio.

0 (h) 1(h) 3 (h) 6 (h) 10 (b)

CuSO4 (ug/e) (1) 19451 1621,1£259,9 1081,8+41,7 122551688 1512,9+3124

Ct (ug/g) 1899,9  2543,6+ 5459 1996,2+ 1552 1903,0+3751 2004,0+674,1

CV (%) — 41,1 14,8 37.2 59,8

Teste T e NS ** NS NS

(1) significancia entre os tratamentos de 1% (*¥) significincia de 1% NS = n3o-significativo

5) Analise da concentracio média de nirtetralina

A diferenca entre os tratamentos ndo foi significativa, mas as médias do teor de
nirtetralina apresentaram variagdo significativa no tempo de 3 horas, ocorrendo diminuicdo do
teor de nirtetralina no tratamento cobre de 24,57%. As concentragdes estdo diminuidas em

todos os demais tempos, mas elas ndo sio significativas estatisticamente (Tabela 25).
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Tabela 25. Evolugdo das concentracOes médias de nirtetralina (pg/g) de P. amarus, amostra
com teor de filantina de 0,16%, nos tratamentos CuSQ,4 e Ct, em ensaio com uma solugio de
CuS04 0,5 M. Os numeros indicam o tempo (h), a médiat erro padrdo da meédia e o

coeficiente de variagdo.

0 (h) 1(h) 3 (h) 6 (h) 10 (h)

CuSO, (ug/g) (NS) 405830 3250,7+2427 251781676 2830,9:404,5 2757,4+2174

Ct (ug/e) 3005,30 3542,0+ 2774 333791804 3339,1+110,0 2558,0+ 2952
CV (%) — 15,3 9.3 19,2 19,5
Teste T NS * NS NS

(**) significincia de 1% NS = ndo-significativo
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5. DISCUSSAO

O sulfato de cobre 0,5 M provocou uma intoxicagio aguda nas plantas tratadas,
observavel nos sintomas precoces e intensos apresentados: descoloragio, ressecamento e
abscisdo foliar, levando-as 4 morte durante o ensaio.

A descoloragio das folhas verificada sugere diminui¢iio da concentracio de clorofila.
Sabe-se que os ions Cu afetam intensamente o aparelho fotossintético, decompondo a parede
dos tilacoides pela peroxidacfio lipidica, levando a perda de clorofila (Quzounidou, 1996).
Devi & Prasad (1998) observaram decréscimo de 16,4% ¢ 23,1% da concentragiio de clorofila
na planta Ceratophyllum demersum, em concentragbes de Cu de 2 e 4 uM, respectivamente,
apos 24 horas do tratamento. A peroxidagio lipidica ndo ocorre somente nas membranas dos
tilacéides, mas em todas as membranas celulares. A desestruturagio da membrana plasmatica,
alterando a sua permeabihidade, poderia ser a causa da intensa desidratacio observada nas
folhas. Luna ef al. (1994) referem que o Cu, em doses toxicas, em virtude dos altos indices de
peroxidagio lipidica, causa aumento da permeabilidade da membrana plasmatica, levando aos
fenémenos de senescéncia em plantulas de aveia.

A massa seca das plantas que receberam o tratamento CuSQ, estava aumentada em
relagdo ao tratamento Ct por causa da intensa impregnago das plantas pelo sulfato de cobre
empregado no tratamento, que também alterou a coloracgio do material vegetal e que dificultou
as analises por CLAE-UV, necessitando ser retirado para que as analises pudessem ser feitas.

A diminuigdo da massa seca foliar do tratamento CuSOs em relacdo ao tratamento Ct é
conseqiténcia da abscisio fohar.

Quanto a analise dos teores das lignanas, observou-se que o tratamento com CuSQO,
diminuiu os teores de todas as lignanas, pois todas tinham seus teores menores que os do

tratamento CT.
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Santiago ef al. (2000) obtiveram resultados aparentemente opostos aos obtidos neste
experimento: ocorreu aumento do contetido de compostos fendlicos no interior de vaciolos de
células esponjosas e indugdo da PAL, a partir da terceira hora, atingindo o maximo de
concentracdo depois de 6 horas do tratamento, nas células palicadicas, mostrando um efeito
eliciador do Cu. Estas diferengas sdo aparentes, pois Santiago nfo identificou quais compostos
fendlicos aumentaram, enquanto que neste experimento analisou-se um grupo de compostos
fenodlicos especificos.

Portanto, em virtude da grande inibicio do metabolismo global destas plantas,
concluiu-se que a aplicacio do sulfato de cobre 0,5 M foi excessiva, nfo permitindo avaliar se
o cobre poderia agir como um eliciador das lignanas, pelo menos nesta concentragdo
empregada. Deveria ter sido feito um pré-teste, com concentragdes gradativamente menores de
sulfato de cobre, para se avaliar a partir de qual concentrag@io esta substincia deixa de ser

toxica e qual poderia induzir a biossintese destas lignanas.
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6. CONCLUSAO

O tratamento com sulfato de cobre 0,5 M provocou uma intoxicago aguda nas plantas
de P. amarus, que apresentaram intensa desidrataco, descoloracio e abscisio foliar,
culminando com a morte das plantas.

Os teores das lignanas das plantas tratadas com CuSOy4 foram severamente afetados,
apresentando-se diminuidos em relagio ac controle, 0 que pode ser explicado pela alta
concentragdo de sulfato de cobre utilizada neste ensaio. Seriam necessarios pré-testes, com
concentragbes gradativamente menores de sulfato de cobre, para se determinar qual

concentragdo ndo seria toxica e que poderia aumentar os teores das lignanas desta planta.
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