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RESUMO

EFEITO DA RADIAQAO UV-B NA QUIMICA DEFENSIVA DA MACROFITA
AQUATICA Nymphoides indica

Nathéalia Peixoto Nocchi Carneiro

Orientador(es): Angélica Ribeiro Soares & Heitor Monterio Duarte

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de P6s-graduagédo em
Ciéncias Ambientais e Conservacao, da Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ,
como parte dos requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias

Ambientais e Conservacao.

Mudangas climéaticas nas Gltimas décadas reduziram a camada de oz6nio,
aumentando a intensidade do ultra-violeta B (UV-B) que alcanga a Terra. O aumento da
radiacdo UV-B pode afetar direta e indiretamente a taxa fotossintética, a produgdo de
metabdlitos secundarios e as relacbes de herbivoria, afetando assim a dindmica e
funcionamento dos ecossistemas. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
resposta fotossintética e quimica da planta aquatica Nymphoides indica contra o estresse
causado por radiacdo UV-B e sua possivel correlacdo com a herbivoria, bem como
caracterizar suas principais substancias bioativas. Individuos foram cultivados em
laboratdrio sob elevada radiacdo UV-B. A eficiéncia fotossintética, os perfis quimicos
dos metabdlitos secundarios, a resposta antioxidante e as defesas quimicas contra
herbivoria foram avaliadas em plantas controle (sem radiacdo UV-B), tratamento (1,93
vezes da radiacdo UV-B natural) e em individuos do Campo (radiagdo UV-B natural).
Os resultados demostram que o estresse gerado pelo aumento da radiacdo UV-B néo
alterou a eficiéncia fotossintética da planta. Entretanto foram evidenciadas variacdes
estruturais e quantitativas nos perfis quimicos tanto dos individuos do controle quanto
do tratamento. Estas alteracBes podem ter sido responsaveis pelo aumento de defesas
antioxidantes nos individuos cultivados com radiacdo UV-B. Todavia ndo foram
suficientes para alterar as defesas quimicas contra a herbivoria em N. indica. Na
caracterizacdo quimica sugerem-se seis estruturas de substancias fendlicas para N.
indica correlacionadas ao esqueleto do Floroglucinol, Acido Clorogénico, Quercetina,
Acido Ferrulico e Miricetina. Sugere-se que os fenélicos foram as principais substancias
atividade antioxidante da espécie, e que as substancias de defesas quimicas contra a
herbivoria de N. indica estéo presentes no extrato bruto em acetato de etila.

Palavras-chave: Ecologia Quimica; Eficiéncia Fotossintética; Antioxidante; Herbivoria

Macaé
Dezembro de 2012



ABSTRACT

EFFECT OF UV-B RADIATION IN CHEMICAL DEFENSIVE OF THE
FRESHWATER MACROPHYTE Nymphoides indica

Nathalia Peixoto Nocchi Carneiro

Orientador(es): Angélica Ribeiro Soares & Heitor Monterio Duarte

Abstract da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pos-graduacao
em Ciéncias Ambientais e Conservacdo, da Universidade Federal do Rio de Janeiro -
UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Mestre em

Ciéncias Ambientais e Conservagéo.

Climate changes over the past decade reduced the ozone layer, increasing the intensity
of Ultra-Violet B (UV-B) radiation. Increased UV-B radiation can directly and
indirectly affect the photosynthetic rate, secondary metabolite production and herbivory
relations relationship, thus affecting the dynamics and functioning of ecosystems. In this
context, the aim of this study was to evaluate the photosynthetic and chemical response
of the aquatic plant Nymphoides indica against stress caused by UV-B radiation and its
possible correlation with herbivory and characterize its main bioactive substances. For
that, individuals were exposed in laboratory to a strong UV-B dose. The photosynthetic
efficiency, the chemical profiles of secondary metabolites, the antioxidant response and
chemical defenses against herbivores were evaluated in control plants (without UV-B)
treatment (1.93 times the natural UV-B) and plant's natural environment (UV-B
natural). The results demonstrate that stress generated enhanced UV-B did not alter the
photosynthetic efficiency of the plant. However variations were observed in structural
and quantitative chemical profiles between the control and treatment of individuals.
These changes may have been responsible for the increase in antioxidant defenses in
those cultured with UV-B radiation. But were not enough to change the chemical
defenses against herbivory N.indica. In the chemical characterization are suggested six
of phenolic substances to N. indica correlated to Phloroglucinol, Chlorogenic acid,
Quercetin, Ferrulico acid and Myricetin. It is suggested that the phenolic were the major
antioxidant substances of the species, and that substances of chemical defenses against
herbivores of N. indica are present in the crude extract in ethyl acetate.

Key-words: Chemical Ecology; Photosynthetic Efficiency; Antioxidant; Herbivory

Macaé
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1. INTRODUCAO

A radiacdo ¢ a principal fonte de energia na maioria dos ecossistemas naturais. A
radiacdo ultravioleta (UV) estd compreendida entre o espectro eletromagnético com
comprimento de onda que varia de 100 a 400nm. A comisséo Internacional de
lluminacdo classifica a radiagdo UV em trés tipos: UV-C (100 — 280nm), UV-B (280-
320nm) e UV-A (320-400nm) (Okuno 1996) (FIGURA 1).

Comprimento

100 150 200 250 300 350 400 de
| L | L | L 1 onda
(nm)
Radiacao ultravioleta Luz
Raios X . .
uve uvs| wuva | Visivel

Absorcao de ozonio

FIGURA 1: Espectro de radiacdo ultravioleta e absorcéo pelo ozdnio estratosférico.

A camada estratosférica de 0z6nio é o principal agente de absorcao de radiacdo
UV-C e UV-B na atmosfera da Terra (Santos et al. 2004). O oz6nio absorve a radiacao
a partir da luz solar incidente. Outra propriedade notavel do ozénio é que ele protege a
superficie da Terra da radiacdo UV-B prejudiciais devido as suas propriedades
espectroscopicas (Godin-Beekmann 2010).

Nas Ultimas trés décadas, devido a reducdo progressiva de 0zénio estratosférico,
os indices de UV que atingem a superficie da terra aumentaram (Veteli et al. 2007;
Zancan et al. 2008; Nazari et al. 2010). Os grandes responsaveis pelo continuo
esgotamento  do ozbnio  estratosférico sdo 0s  poluentes  atmosféricos
antropogenicamente liberados, como os clorofluorcarbonos (CFCs) (Sinha & Hader
2002), substancias quimicas contendo Cloro (CI) e Bromo (Br), tetracloreto de carbono
(CCly), tricloroetano (TCA), hidroclorofluorcarbonos (HCFCs) e brometo de metila (Short
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1999; Godin-Beekmann & Nair 2012). Substancias como éacido cloridrico, acido
bromidrico, monéxido de cloro e monoéxido de bromo, ao atingirem a estratosfera
sofrem diversas transformagdes quimicas alterando os halogenados passivos para
espeécies ativas de cloro e bromo. Essas formas ativas reagem rapidamente com o 0zonio
na presenca de luz, que podem, através de ciclos cataliticos, destruir milhares de
moléculas de 0zdnio antes de serem neutralizadas por meio da reagdo com o dioxido de
nitrogénio (WMO 2007).

Os indices de incidéncia de radiacdo UV atingem de forma variavel o territorio
brasileiro. Muitas vezes influenciado pelas diferencas de latitude e pela época do ano,
devido as diferencas de angulacdo da incidéncia solar. A cidade do Rio de Janeiro
apresenta indices que variam de muito altos a extremos nos meses de verdo, com

destaque para os meses de dezembro e janeiro (FIGURA 2).

MEDIL MENSAL DE IUV PARA AS CAPITAIS BRASILEIRAS
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FIGURA 2: Média mensal do indice de radiagdo ultravioleta (IUV) nas capitais
brasileiras. Destaque para a cidade do Rio de Janeiro. Retirado de Araujo (2011).

Apesar de existirem iniumeras a¢6es mundiais para eliminacdo da producéo e do
consumo das substancias que degradam o 0zo6nio estratosférico, estimativas prevéem

que essa destruicdo continue ao longo do século 21 (Sinha & Hader 2002). Muito
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devido ao reflexo do aumento da populacdo mundial e emissdes de gases poluentes,
provenientes da agricultura, da combustdo de combustiveis fosseis e processos
industriais, que sdo os grandes responsaveis pela alteracdo da composi¢do quimica da
atmosfera. (Godin-Beekmann & Nair 2012). Essa alteracdo, consequentemente,
influencia na incidéncia de radiacdo UV-B que atinge a superficie da Terra, gerando um

estresse para 0s ecossistemas afetados.

Dados da Organizacdo Meteorolégica Mundial (Word Meteorological
Organization - WMOQO) provenientes de modelos tridimensionais Quimica-Clima
indicam que o nivel de radiacdo UV-B que atinge a superficie da Terra estd perto dos
niveis maximos ja observados. Estima-se que estes niveis sO retornem a valores
inferiores aos observados antes da década de 80 entre 2040-2070 (WMO, 2007). Por
causa dessas estimativas, existe consideravel interesse no estudo dos efeitos UV-B

sobre 0s organismos expostos (Fabon et al. 2012).

A radiacdo UV-B tem efeitos biolégicos nocivos. Causando danos que
comprometem a morfologia, o crescimento, a fisiologia, a bioquimica e a reproducédo
dos organismos expostos (Ballaré et al. 2001; Bjerke et al. 2005; Nazari et al. 2010).
Fétons de UV podem afetar o citoplasma e as estruturas de membrana. Quando
absorvidos pelas bases nitrogenadas, formam fotoprodutos tais como dimeros de
pirimidina-ciclonutano, que alteram a estrutura das moléculas de DNA (Pinto et al.
1999; Zengling et al. 2010) e bloqueiam a transcricdo de RNA, alterando a estrutura de
proteinas, lipidios e outras moléculas biologicamente relevantes em processos
fisiologicos (Santos et al. 2012). No entanto, organismos expostos podem desenvolver
mecanismos para neutralizar os efeitos danosos da radiacdo UV. Entre estas estratégias
de atenuacdo, estdo os mecanismos de reparo de danos induzidos no DNA por
fotorreativacdo e acBes enzimaticas, por exemplo, fotoliase (Sinha & Hader 2002;
Blokhina et al.; 2003).

Organismos fotossintéticos dependem da radiacdo solar para processos
fisiologicos vitais, sendo assim, estes estdo inevitavelmente expostos a radiacdo UV-B.
Entretanto, ha evidéncias de que a deplecéo de o0z6nio altera a razdo UV-B: UV-A: PAR
(do inglés Photossintetic Ative Radiation - radiacdo fotossinteticamente ativa), 0 que
pode perturbar as respostas dependentes de luz dos organismos, incluindo a fotossintese,

foto-orientacdo, fotoinibicao e fotoprotecdo (Hader et al. 1998). Devido ao papel central
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da fotossintese no metabolismo e desenvolvimento das plantas, os estudos sobre os
efeitos adversos sobre a fotossintese, no contexto das mudangas ambientais globais, séo
de extrema importancia ecolégica (Yin & Struik 2009).

Organismos fotossintetizantes sdo capazes de usar a energia da luz do Sol para
producdo de energia quimica e carboidratos. A radiacdo utilizada para o processo
fotossintético esta contida na faixa da luz visivel (400 nm — 700 nm), denominada de
PAR, correspondendo a 45% - 50%, aproximadamente, do total de radiagdo solar
incidente (Ometto 1981; Casaroli 2007). A radiacdo PAR é captada por moléculas de
clorofilas e carotenoides, localizadas nos fotossistemas e complexos antena associados.
A energia captada é direcionada para os dois centros de reacdo localizados no interior
do fotossistema | (PSI — photosystem 1) e do fotossistema Il (PSII — photosystem II).
Esses fotossistemas oxidam a dgua e o oxigénio molecular para formar ATP e reduzir o
NADP+ a NADPH. Assim, a energia proveniente do Sol é conservada na forma de ATP
e na forma de coenzimas orgéanicas (NADPH). Posteriormente, esses substratos séo
utilizados no ciclo de Calvin & Benson para produzir aglcares e/ou cadeias de carbono

utilizadas em outras rotas de biossintese (Casaroli 2007).

O excesso de radiacdo UV pode ser considerado como sendo uma entrada
excessiva de energia no sistema fotossintético. A radiacdo é absorvida por muitas
biomoléculas contendo sulfidrilas arométicas e podem assim causar um dano molecular
direto, como por exemplo, a ruptura da dupla membrana dos cloroplastos. Essa ruptura
pode causar alteracGes na permeabilidade da membrana; diminuir a atividade da enzima
de fixacdo priméria de carbono na fotossintese, a Ribulose 1,5 bifosfato
Carboxilase/Oxigenase (RuBisCO); além da diminuicdo da taxa de crescimento, de
pigmentos fotossintéticos e desempenho fotossintético (Pinto, et al. 1999; Hanelt et al.
2006, Schmidt et al. 2012). A radiacdo UV-B pode prejudicar ainda a integridade e o
funcionamento do complexo antena, além dos processos principais da fotossintese,
incluindo reagbes fotoquimicas nas membranas dos tilacoides e em varios processos
enzimaticos como no ciclo de Calvin e no comportamento de difusdo de CO; pelos
estdmatos (Surabhi et al. 2009).

Os danos gerados pela radiagdo UV-B parecem ndo estar distribuidos
uniformemente entre os dois fotossistemas (PSI e PSII). A atividade do PSI ndo é

afetada, ou entdo, sofre uma leve inibicdo pelo aumento da radiacdo UV-B. Esta
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influencia principalmente o PSIl. O centro de reacdo do PSIl é formado por um
complexo de ligagdo de clorofila, composta por dois polipeptidios (subunidades D1 e
D2). Este complexo contém cerca de quatro moléculas de clorofila a, duas moléculas de
feofitina-a, B-caroteno e um ou dois atomos de ferro. A radiacdo UV-B afeta o
complexo proteico D1/D2. A radiagdo atinge a sequéncia reacional do elétron, vindo da
molécula de &gua, bloqueando PSII, que ndo suporta mais o fluxo de elétrons normal e
acaba dissipando a energia utilizada nos processos fotossintéticos (Bornman 1989).

Entretanto, mecanismos de reparo foram selecionados ao longo da evolucédo das
plantas permitindo respostas adaptativas ao estresse da radiacdo UV-B sobre a
fotossintese. Os tecidos fotossintéticos sdo protegidos por meio de mecanismos que
reduzem a eficiéncia de absorcdo de energia luminosa, aumentando a taxa de dissipacao
de energia e melhorando a desintoxicacdo de espécies oxidativas. A reducdo da
absorcéo da radiacdo solar pode ser alcancada atraves de um aumento da pilosidade da
folha, das cuticulas e ceras ou ainda alterando a inclinacéo da folha, o espessamento da
parede celular e o desenvolvimento do mesofilo foliar. Destacam-se também os
mecanismos de fotoprotecdo que contribuem para a dissipacdo térmica do excesso de
energia, 0 movimento dos cloroplastos e, mais importante, a sintese de xantofilas,
flavonoides e carotendides do ciclo de pigmentos. Quando o excesso de energia excede
a capacidade de dissipagdo térmica, antioxidantes representam a terceira e Gltima linha
de defesa contra os danos gerados pelo estresse da radiagdo UV-B (Bornman 1989;
Camarero et al. 2012).

Outro efeito ao aumento da radiagdo UV-B, nos 6rgdos fotossintéticos, é a
geracdo de fotoestresse oxidativo, que € induzido pelo desequilibrio entre a absor¢do de
energia pela clorofila e a sua utilizacdo metabdlica, aumentando o nivel de espécies
reativas de oxigénio (EROS) celulares (Santos et al. 2004; Camarero et al. 2012; Singh
et al. 2012). O termo EROS é designado para espécies quimicas altamente reativas que
incluem os radicais superdxidos (*O;’), 0 peroxido de hidrogénio (H20,), radicais
hidroxilas (*OH), oxigénio singleto, 0zénio, peroxidos lipidicos, 6xido nitrico (NO) e os
peroxinitritos (ONOO,). Este ultimo é tambem classificado como espécie reativa de
nitrogénio, formado pela reagdo do radical (NO*) com o radical superéxido (Hanson et

al. 2006; Duarte et al. 2007; Al-Gubory et al. 2010).



EROS sdo produzidos continuamente como subprodutos da respiracdo aerdbica
por diversas vias metabdlicas que apresentam uma alta atividade oxidante ou uma taxa
intensa de fluxo de elétrons, como mitocdndrias, peroxissomos e cloroplastos. A
fotossintese é um dos processos metabolicos responsaveis pela formagdo de EROS (He
& Hade, 2002; Gill & Tuteja 2010).

Niveis fisiologicos de EROS desempenham um importante papel para o
organismo. Porém a producdo e acumulagdo destes radicais a niveis ndo fisioldgicos
podem estar associadas a estresse ambiental, atuando como sinalizadores no
reconhecimento e resposta dos fatores de estresse (Ariigoni et al. 1992). Em condicdes
de estado estacionario, as moléculas EROS s&o estabilizadas por varios mecanismos de
defesa antioxidante. O equilibrio entre a producdo e a eliminacdo de EROS pode ser
influenciado por varios fatores de estresse bioticos e abidticos como salinidade, seca,
metais pesados, temperaturas extremas, deficiéncia de nutrientes, poluicdo do ar,
herbicidas, ataques de patdgenos e radiacdo UV (Gill & Tuteja 2010). Os fdtons
altamente energéticos dos raios UV-B sdo absorvidos por grupos cromoforos de muitas
moléculas biologicamente importantes, tais como clorofilas, ficobiliproteinas e
quinonas. Estas moléculas podem atuar como fotossensibilizadores para a producédo de
EROS. Estes distdrbios no equilibrio levam a um aumento subito dos niveis de EROS
intracelulares, que podem causar danos significativos as estruturas celulares (He &
Héader 2002).

O excesso de EROS esta associada com uma série de danos bioldgicos, podendo
danificar proteinas, lipideos, carboidratos e DNA e em Ultima instancia, pode resultar na
morte celular. A capacidade oxidativa do radical H,O, pode estar relacionada
diretamente com a atividade de proteinas que apresentam residuos cisteina
desprotonada. Radicais *O,  oxidam e inativam proteinas de membrana da cadeia
respiratoria, liberando fons Fe," e peroxido de hidrogénio, que pode ainda produzir o
radical *OH, altamente toxico e reativo, que afeta a integridade e funcionamento do
transporte de membrana (Langebartels et al. 2002, Blokhina et al. 2003, Santos et al.
2012)

Por esses danos gerados pelos radicais livres, organismos desenvolveram
mecanismos de defesa antioxidantes integrados e altamente complexos, que lhes

permitem lidar com a propagacdo dos danos oxidativos. Esses mecanismos s&o
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baseados numa rede antioxidante enzimatica e ndo enzimética. Antioxidantes
enzimaticos incluem enzimas superoxido dismutase, catalases, redutases e peroxidases.
O sistema ndo-enzimético inclui substancias redutoras, quelantes ou captadoras de
radicais livres, como glutationa, flavonoides e carotendides (Ariigoni et al. 1992; Gill
& Tuteja, 2010; EI-Beltagi 2011) .

Observa-se que para aclimatar-se a inevitvel exposicdo a radiacdo UV-B,
organismos exibem uma variedade de respostas fisiologicas como mecanismos de
protecdo ou mecanismos de reparo contra o estresse gerado pelo UV-B. O mecanismo
mais comum de protecdo contra os danos da radiacdo é a biossintese e/ou
bioacumulacdo de substéncias provenientes do metabolismo secundério tais como
substancias fenolicas, flavonoides e carotendides, conhecidas como metabdlitos

secundarios ou produtos naturais (Sun, et al. 2010; Schmidt et al. 2012).

O metabolismo nada mais é do que o conjunto de reacdes quimicas que ocorrem
no interior das células. O metabolismo pode ser dividido em primario e secundario.
Metabdlitos secundarios sdo grupos diversos de substancias organicas com baixo peso
molecular, que durante muito tempo foram considerados produtos de excrecao
metabolica, pois ndo participam diretamente das atividades vitais comuns a todos 0s
organismos como: respiracdo, reproducdo, crescimento. No entanto, sabe-se que estas
moléculas apresentam um importante papel adaptativo nas interacdes ecoldgicas entre a

planta e 0 seu ambiente (Bassman 2004).

Em contraste com os metabdlitos primarios (carboidratos, lipideos, proteinas e
acidos nucleicos), os metabdlitos secundarios sdo frequentemente acumulados em
pequenas quantidades nas plantas, sendo sintetizados em alguns tipos de células
especializadas e/ou em determinados estagios de desenvolvimento. Nenhum grupo de
planta possui 0 mesmo perfil de metabolitos secundarios, o que faz destas substancias

importantes na classificagdo taxonémica (Alves 2003).

No entanto, a divisdo dos metabdlitos entre primarios e secundarios € inequivoca
(Kozlowski & Pallardy 1997). A biossintese de metabdlitos secundarios é realizada por
rotas metabolicas muito relacionadas com rotas responsaveis pela sintese de metabdlitos
primarios. Essas rotas metabolicas sdo interconectadas, as rotas que sintetizam

metabolitos primarios fornecem moléculas que sdo utilizados como precursores ou



“blocos de construgdes quimicos” nas principais rotas de sintese de metabodlitos
secundarios. Nesse sentido, embora se faca a divisdo em metabo6litos primério e
secundario, o metabolismo deve ser considerado como um todo, com a producdo

substancias primarias e secundarias (Simdes et al. 2010).

Metabolitos secundarios podem ser divididos em alguns grandes grupos de acordo
com sua rota Biosintética e seu esqueleto carbbnico entre eles destacam-se 0s
alcaloides, acidos graxos, terpenos, esteroide e fendlicos (Dewick, 2002). A FIGURA 3

resume as rotas hiossintéticas dos metabélitos secundarios.
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FIGURA 3: Ciclo biossintético dos metabdlitos secundéarios (Retirado de Simdes et al.
2011).

Devido as suas propriedades farmacoldgicas, metabdlitos secundarios vegetais
tém sido utilizados ha séculos na medicina tradicional (Bourgaud et al. 2001). Do ponto

de vista econdmico, os metabdlitos secundarios representam para a biodiversidade



vegetal um grande valor de opgdo, uma vez que 0s organismos, e até ecossistemas
inteiros, podem ser conservados/preservados por seu potencial em gerar beneficios
futuros (Marques & Comune 1995). Atualmente, principios ativos de origem vegetal
correspondem a substancias valiosas para o mercado mundial, pois podem fazer parte da
producdo de medicamentos, fragrancias, cosméticos, corantes, inseticidas, producao de

tintas e nutracéuticos (Verpoote 2000; Bourgaud et al. 2001).

Para 0s vegetais, essa diversidade quimica apresenta um papel importante no seu
sucesso evolutivo. Propfe-se que a producdo destas substancias aumenta o fitness do
organismo, agindo como uma alternativa quimica no mecanismo de defesa. Devido a
seu héabito séssil, as plantas sdo menos capazes de evitar as mudancgas locais das
condicBes ambientais e estresses bidticos. Consequentemente podem sintetizar um
enorme numero de metabdlitos secundarios importantes para sua sobrevivéncia, pois 0s
mesmos mediam importantes interacdes ecoldgicas com seus ambientes, atuando como
defesas quimicas contra estresses abidticos e bidticos (Maplestone et al. 1992; Iriti &
Faoro, 2009).

Entre os metabolitos secundarios produzidos, as substancias fendlicas representam
uma grande classe de metabolitos secundarios considerados de extrema importancia
para os aspectos funcionais dos vegetais. Estes incluem papéis estruturais de suporte;
propriedades de sinalizagdo, particularmente nas interacbes entre plantas e seu
ambiente; e propriedades que atuam no sabor, odor e coloracdo de diversos vegetais
(Boudet 2007). Uma das suas principais funcdes esta relacionada a estratégias de defesa,
contra patégenos, microorganismos, herbivoria (Choi et al. 2002; Howell, et al. 2003;
Bauer et al. 2009; Metlen et al. 2009), e contra 0 estresse oxidativo causados por
radiacdo UV (Staaij et al. 2002; Sotka et al. 2009).

Os fendlicos incluem uma grande diversidade de estruturas simples conhecidas
como 4&cidos fendlicos e cumarinas e estruturas complexas ou polifenois, entre eles,
taninos hidrolisaveis e ndo-hidrolisaveis e flavonoides como flavona, flavonol, flavanol,
flavanona, isoflavona, antocianina e chalcona. Estas subténcias sdo derivadas de
diversas vias do metabolismo secundario com diferentes propriedades fisico-quimicas
(polaridade, solubilidade, capacidade de formar ligagdes de hidrogénio, potencial de
oxidorreducdo). Uma caracteristica comum a todas essas estruturas € a presenca de pelo

menos um anel aromatico no qual, a0 menos, um hidrogénio € substituido por um grupo
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hidroxila (Ryan et al. 2002; Boudet 2007; Simdes et al. 2010). Resumidamente 0s

fendlicos podem ser classificados segundo seu esqueleto principal, conforme
apresentado na TABELA 1.

TABELA I: Classificacdo dos compostos fenolicos de acordo com o esqueleto basico
de carbono e a distribuicdo no reino vegetal. Onde C6 corresponde ao anel benzénico e
CX a cadeia substituinte com X atomos de carbono. (tabela adaptada de Simdes et al.

2010)
Esqueleto o
. . Ocorréncia no
Basico Classe de compostos fendlicos _
reino vegetal
(C6-CX)
o ) distribuigéo
C6 fendis simples, benzoquinonas )
restrita
o . amplamente
C6-C1 acidos fendlicos o
distribuidos
o L distribuigéo
C6-C2 acetofenonas e cidos fenilacéticos )
restrita
fenilpropandides: acido cindmico e compostos
) ) ) _ ) amplamente
C6-C3 analogos, fenilpropenos, cumarinas, isocumarinas e o
distribuidos
cromanonas
_ distribuicdo
C6-C4 Naftoquinonas )
restrita
_ _ distribuicdo
C6-C1-C6 estilbenos, antraquinonas )
restrita
amplamente
C6-C2-C6 Xantonas o
distribuido
amplamente
C6-C3-C6 flavonoides e isoflavonoides distribuidos
) distribuigéo
(C6-C3), Lignanas )
restrita
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(C6-C3-C6), Diflavonoides amplamente
distribuidos
) ) amplamente

(C6)n melaninas vegetais o
distribuidos

o amplamente

(C6-C3), Ligninas o
distribuidos
) _ o amplamente

(C6-C1), taninos hidrossoluveis o
distribuidos

) amplamente
(C6-C3-C6), taninos condensados o
distribuidos

Tais estruturas estdo envolvidas em, praticamente, qualquer interacdo da planta
com o ambiente abidtico. Existem evidéncias de que substancias fendlicas, como
flavondides, podem reduzir os danos causados pela radiagdo UV-B, porque podem atuar
como filtros solares, reduzindo a penetracdo dos raios potencialmente danosos (Li et al.
1993; Bieza et al. 2001, Hidema et al. 2001; Reifenrath & Muller 2007; Xu et al.
2008), além de atuarem como substancia antioxidante, sequestrando radicais livres e
EROS (Sinha & Hader 2002).

A compreensdo do papel ecoldgico das substancias fendlicas, e de todos os
metabolitos secundarios, tem se tornado uma das principais areas de pesquisa dentro da
ecologia durante as Gltimas trés décadas, fornecendo teorias e modelos importantes na
ecologia vegetal, oque buscam explicar e prever padrdes de defesas quimicas nestes
organismos (Bassman 2004).

Uma importante teoria proposta por McKey (1974) e Rhoades (1979) (apud Alves
2003), e muito citada nos livros textos de ecologia, é a teoria de defesas quimicas
constitutivas e induzidas em resposta a fatores de estresse. Esta teoria postula que assim
como crescer, defender-se também ¢é importante. Entretanto, a producéo de substancias
secundarias que atuam como defesa pode ser um processo muito caro energeticamente
para a planta. Isso porque embora a presenca de defesas quimicas em plantas gere
beneficios na presenca do agente estressor, a expressdo dessas substancias pode ser

custosa para a planta na auséncia dos mesmos, implicando em menor alocacdo das
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reservas em crescimento e reproducdo (Straus et al. 2002; Cronin 2001, Anderson &
Agrell 2005; Pohnert 2007).

Desta forma, as defesas constitutivas sdo produzidas invariavelmente em niveis
efetivos, mesmo sem a acdo do gerador do estresse. Os organismos alocariam defesas
constitutivas em funcdo de maximizar o fitness e que estas seriam custosas,
particularmente quando “inimigos naturais” ndo estiverem presentes. Em contraste, as
defesas induzidas sdo produzidas em concentragdes ativas somente quando ocorre a
percepcao de estresse no meio. Estas podem estar relacionadas com o aumento do nivel
minimo de defesa ja presente (niveis constitutivos) ou podem se iniciar diante de um
quadro onde ndo havia substancias de defesa presentes. O primeiro beneficio da defesa
induzida é que através dela, a utilizacdo de recursos metabdlicos, ocorre em funcgéo de
uma pequena probabilidade de estresse. Assim, a defesa propriamente dita e 0 custo
relacionado a sua producdo aumentam apenas quando seuss beneficios resultam em
vantagem para a planta. A grande desvantagem da utilizagdo do sistema de defesa
induzida é que existe um periodo de tempo entre a geracdo do estresse e a resposta de
defesa (Cronin & Hay 1996; Amsler 2001; Alves 2003; Strauss et al. 2004; Macaya &
Thiel 2008; Gianoli et al. 2008; Gutbrodt et al. 2011).

Com base nos pressupostos que relatam o custo energético para a producdo de
defesas quimicas, espera-se que os metabolitos secundarios produzidos em respostas a
um determinado estresse, também atuem, de forma integrada, em outros mecanismos de
defesa em plantas (Bednarek 2012). Estes metabdlitos respondem de forma integrada a
diferentes condicOes de estresse, revelando um papel multifuncional na acéo defensiva
(Rao et al. 1996; Mackerness et al. 1999; Santos et al. 1999; Costa et al. 2002;
Savenstramd et al. 2002). Substancias fenodlicas, por exemplo, que foram produzidas
como protecdo contra radiacdo UV-B, agindo como substancias absorventes de radiacédo
e antioxidante, possuem tambeém defesa contra herbivoria ou como substancias
estimuladoras para herbivoros especialistas, respondendo de forma integrada nas

interacOes ecoldgicas em que sdo expostas (Barbehenn & Constabel 2011).

Neste contexto de resposta integrada, estudos mostram que plantas respondem ao
estresse causado pela radiagdo UV, alterando as concentracbes de metabdlitos
secundarios, e que estas alteracdes influenciam nas respostas de interagdes herbivoro-

planta (Macaya et al. 2005). Ballaré et al. (2001) mostroram que plantas com maior
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concentracdo de substancias que atuam como filtros da radiacdo solar UV-B foram
significativamente mais consumidas que plantas expostas a niveis extremamente baixos
de radiacdo. Outros autores também demostraram que 0 aumento da radiacdo UV-B
inibiu o consumo por herbivoros (Rousseau et al. 1998; Zaller et al. 2004 ). Assim, nao
h& consenso em relacdo a resposta integrada entre defesas contra radiacdo UV-B e

defesas contra herbivoria.

Interacdes ecologicas entre herbivoros e plantas sdo de grande importancia nos
ecossistemas naturais, pois sdo fundamentais na distribuicdo e na abundéncia de cada
espeécie, através do tempo e do espaco, influenciando assim na estrutura da comunidade.
Herbivoros provocam numerosos efeitos negativos na capacidade reprodutiva, perda
progressiva do tecido fotossintético e crescimento das plantas, reduzindo sua habilidade
competitiva (Del-Claro & Torezan-Silingard 2011).

Deste modo, ao longo da evolucgdo das plantas, a interacdo herbivoro-planta levou
o desenvolvimento de caracteristicas para reduzir o estresse gerado pela herbivoria.
Entre estas caracteristicas destacam-se as defesas quimicas por metabdlitos secundarios
(Ricklefs 2011). Muitos trabalhos mostram que alguns alcaloides, terpenos e estruturas
fenolicas, apresentam toxicidade ou um sabor adstringente a herbivoros. Tais
mecanismos reduzem a probabilidade de dano aos tecidos da planta. (Hay & Fenical
1988; Meyer & Paul 1995; Strauss et al. 2002; Soares, et. al. 2003; Parker et al. 2006;
Lankau et al. 2009; Metlen et al. 2009; Lankau & Kliebenstein 2009; Konno 2011) .

Plantas aguaticas no contexto de estresse pela radiacao UV-B

A literatura atual tem se concentrado principalmente sobre os efeitos UV em
ecossistemas terrestres e em ambientes marinhos, particularmente a Antartida, onde o
esgotamento do ozonio tem sido mais intenso (Zengling et al. 2010). Menos informacéo
existe disponivel para os ecossistemas de agua doce (Hanelt et al. 2006; Nazari et al.
2010). Entretanto doses biologicamente efetivas de radiacdo UV-B penetram na coluna
de 4gua e podem afetar consideravelmente os organismos aquaticos, principalmente os
organismos fotossintéticos (Germ et al. 2002; Sinha & Hader, 2002; Beckmann et al.
2012).
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Plantas aquaticas sdo angiospermas, que evoluiram a partir de espécies terrestres e
apresentam uma elevada flexibilidade ecologica. Esses organismos podem ser
encontrados desde ambientes de brejo até areas completamente submersas. Estas plantas
apresentam um papel importante na estruturacdo do ecossistema de agua doce, pois
colonizam extensas areas e apresentam elevadas taxas de producdo primaria, servindo
de alimento e abrigo para diversos animais, invertebrados ou vertebrados (Palma-Silva
1998; Santamaria, 2002; Bove & Paz 2009)

Ao longo do gradiente de profundidade em lagoas, essas angiospermas exibem
diferentes padrdes de zoneamento. Estes padrGes de ocupacdo sdo uma das
classificacbes mais utilizadas para plantas aquaticas, dividindo-as em: emersas;
enraizadas com folhas flutuantes; submersas enraizadas; submersas livres e flutuantes
(Esteves 1998). Por sua vez, este zoneamento gera uma sensibilidade diferencial a
tolerancia de PAR e UV (Hanelt et al. 2006). A relacdo entre a profundidade de
penetracdo de UV-B e PAR pode ser usada para inferir os efeitos prejudiciais sobre os
organismos aquaticos da radiacdo UV-B que atinge a zona eutréfica.

Algumas espécies de macrdéfitas aquaticas, principalmente as emersas e de folhas
flutuantes, sdo, por conseguinte, expostas as condicdes ambientais muito variaveis,
incluindo radiacdo UV-B. Deste modo é esperada uma enorme plasticidade fenotipica
destas espécies como fator chave para a sobrevivéncia. Por causa destas respostas
plasticas e especificas de plantas aquaticas, ambientes de radiacdo ocasionalmente alta,
como lagoas costeiras, oferecem um sistema desafiador para estudar as respostas e

aclimatacdes a radiagdo UV-B elevadas (Germ et al. 2002).

Neste contexto, estes organismos desenvolveram inimeros mecanismos de
protecdo para assegurar sua sobrevivéncia nestes ambientes. Hanelt et al. (2006)
mostroram diferentes efeitos na fotossintese em macrofitas de dgua doce cultivadas em
valores altos de PAR combinada aalta radiacdo UV-B. A clorofila e os outros pigmentos
fotossintéticos, bem como os metabolitos secundarios sao responsaveis pela atenuagéo
espectral da radiagdo UV-B na coluna d’dgua. E relatado também, que as plantas que
crescem em aguas rasas mantém alta a capacidade de produzir substancias que
absorvem radiacdo UV, assegurando protecdo eficaz contra a radiagdo UV-B (Hi &
Héader 2002).
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A atividade de herbivoros constitui em outro fator que ocorre
concomitantemente com o estresse gerado pela radiacdo UV-B. Este também altera a
distribuicdo, o desenvolvimento e a abundancia de espécies vegetais em ambiente
terrestre, corpos d’adgua doce bem como em ambiente marinho. Dentre diversos
mecanismos de defesas contra a herbivoria, destaca-se a atividade dos metabdlitos
secundarios (Hilt 2006; Elger et al. 2006).

Metabdlitos secundérios produzidos por plantas aquaticas podem atuar como um
mecanismo de defesa contra herbivoros (Bolser & Hay 1998; Cronin et al. 2002, Hilt
2006). Newman et al. (1992) demonstraram, pela primeira vez, a producao de defesas
quimicas na planta aquatica Nasturtium officinale L., uma espécie de agrido, que produz
derivados de isotiocianatos que podem ser liberados no ambiente, inibindo a herbivoria

por diferentes invertebrados aquaticos.

Desde entdo, diversos outros metabdlitos, como lignanas, lignoides e alcal6ides
foram isolados de plantas aquéticas e apresentaram, em experimentos de laboratério,
atividade contra diferentes classes de herbivoros (Bolser et al. 1998; Kubanek et al.
2000; Parker et al. 2006).

Diferentes classes quimicas de metabolitos secundérios ja foram isolas de plantas
aquaticas, como por exemplo, substancias fendlicas (Choudhary et al. 2008),
flavondides (Glomski et al. 2002), lignanas (Lane & Kubaneck, 2006), terpendides
(Cangiano et al. 2001), alcaldides e hidroquinonas (Cota et al. 2004). Estas substancias
sdo de extrema importancia para a sobrevivéncia das plantas aquéaticas em seus
ecossistemas, pois podem apresentar uma resposta integrada na protecdo contra os
efeitos da radiacdo UV-B, contra herbivoros e contra o estresse oxidativo, como
antioxidantes (Aravind & Prasad 2004; Wang et al. 2008).
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Nymphoides indica (L.) KUNZE
(MENYANTHACEAE)

As Menyanthaceae sdo plantas aquéticas de distribuicdo cosmopolita, incluindo
cinco géneros (Liparophyllum, Menyanthes, Nephrophyllidium, Nymphoides e Lillarsia)
e cerca de 40 espécies. Aproximadamente a metade pertence & Nymphoides (Souza &
Lorenzi 2005).

Nos trépicos ocorre apenas o género Nymphoides com cerca de 35 espécies
(Anderson & Amaral, 2005). Ja no Brasil ocorre uma Unica espécie, Nymphoides indica,
conhecida popularmente como lagartixa, € uma planta de grande plasticidade (Tsuchiya
1988), com uma ampla distribuicdo, ocorrendo desde brejos a lagoas do litoral
(Albertoni et al. 2007). Esta espécie, ainda, é amplamente distribuida no leste da Asia,
Africa, Australia e América do Sul e no Jap&o (Shibayama & Kadono 2003). No Parque
Nacional da Restinga de Jurubatiba (RJ) encontra-se nas lagoas: Jurubatiba, Comprida,
Carapebus, Paulista, Amarra-boi e Pires, (Bove & Paz 2009).

N. indica (FIGURA 4) é uma planta aquéatica com folhas flutuantes simples de
curta duracdo, apresenta formato arredondado e superficie brilhante. Sdo verdes na face
adaxial e acastanhada na face abaxial, possui nervura em ambas as fases. Seus
estdmatos localizam-se na fase superior da folha, em contato com o ar. Apresenta um
curto rizoma constituindo a base da planta. Suas raizes sdo fasciculadas e abundantes
(Shibayama & Kadono 2003). Exibe inflorescéncia axilar, proxima a base da folha ou
flores solitarias delicada, lanceoladas e densamente pilosas, com acentuada heterostilia
(estilete longo e estames curtos, ou vice-versa, em plantas diferentes), facilitando a
polinizacdo cruzada. A maturacdo das gemas florais ocorre debaixo d'agua, pela manha
os brotos sdo erguidos acima do nivel da agua ocorrendo a floracdo. Suas flores tém
duracdo de cerca de 1 dia comecando a desaparecer no final da tarde. Apds a
fecundacdo o desenvolvimento do fruto ocorre debaixo d'agua (Ramberg et al. 2006,
Tippery et al. 2012). As flores de N. indica atraem visitantes florais especializados
(Van Der Velde 1981), a atividade dos polinizadores ocorrem principalmente no
periodo da manhé& (Shibayama & Kadono 2003, Shibayama & Kadono 2007).
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Pymphoides indica

FIGURA 4: (A): Imagem de N. indica (B): Prancha de N. indica
(<http://www.ufscar.br/~probio/m_nymphoides.jpg> acessado em 08/11/20012)

Além da reproducdo sexuada, por sementes, esta espécie apresenta uma
importante estratégia de reproducdo vegetativa por fragmentacdo clonal (Ramberg et al.
2006). Através da reproducdo clonal, as macroéfitas aquaticas sdo capazes de se
multiplicarem rapidamente, dispersar em novos habitats, competir com outras espécies

por espaco e colonizar grandes areas (Tippery & Les 2008).
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Os espécimes de N. indica encontram-se enraizados ao substrato com folhas
flutuantes e com partes vegetativas inteiramente submersas. Porém esta espécie é
classificada como uma planta anfibia, pois pode desenvolver pequenas plantas terrestres
em sedimentos temporalmente secos (Tsuchiya 1988). N.indica é capaz de explorar uma
ampla gama de profundidades de agua, devido a ajustes morfoldgicos e fisioldgicos na

eficiéncia fotossintética do tecido (Mason & van der Valk 1992).

Esta espécie é eventualmente utilizada como ornamental em aquérios, mas se
adapta melhor quando exposta ao sol em tanques ou em pequenos lagos. Pode se
comportar como invasora de culturas de arroz ou se alastrar em canais de irrigagdo
(Jenks et al. 2000, Souza & Lorenzi, 2005).

Quanto a producdo de metabdlitos secundarios, Wink (2003), em sua revisdo,
destaca para a familia Menyantaceae a presenca de iriddides glicosilados, como a
aucubina (1), catalpol (I1) e a harpagoside (I11). J& para 0 género Menyanthes diferentes
tipos de estruturas fendlicas, tais como cumarinas (IV), escopoletina (V), flavonois
(rutina (V1), hiperintensa, trifolioside) foram descritas (Martz, 2009), além dos iridoides
como: loganina (VII), menthiafolina (VI11), foliamenthina (1X), dihidrofoliamenthina
(X); e secoiridoides (Shiobara, et al. 1994). Damtoft (1994) isolou e elucidou estruturas
derivadas de ésteres monoterpenoides (XI) e Petersen, (2009) prop0s a presenca de
acido clorogéncio (XI11) para o género Menyanthes.
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FIGURA 5: Estruturas de metabolitos secundarios presentes na familia Menyanthaceae
e no género Menyanthes. (1) aucubina; (I1) catalpol; (111) harpagoside; (1V) cumarina;
(V) escopoletina; (V1) rutina; (V1) loganina; (VI11) menthiafolina; (1X) foliamenthina;
(X) dihydrofoliamenthina; (XI) ésteres monoterpenoides; (X11) &cido clorogénco.

Por sua vez, Bohm et al. (1986) relatam em seu trabalho a quimica dos
flavonoides para os cinco géneros de Menyanthaceae (FIGURA 6). Dentre as espécies
estudas encontra-se N. indica, que apresenta isorhamnetina, 7-o-methylquercetina, e

3,7-di-o-methylquercetina.
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FIGURA 6: Flavonoides isolados de espécies representativas da familia
Menyanthaceae. Kaempferol (I); quercetina (Il); isorhamnetina (Ill); 7-0-
methylkaempferol (1V); 7-0-methylquercetina (V); 3, 7-di-o-methylquercetina (VI); and
7,3'-di-0-methylquercetina (V11). (Retirado de Bohm et al. 1987).

Propriedades quimicas e bioldgicas da espécie Menyanthes trifoliata
(Menyanthaceae) tém sido amplamente estudadas. Esta espécie tem sido utilizada para
tratar diferentes tipos de doencas inflamatdrias, como nefrite e artrite (Tunén 1995). E
descrito a utilizacdo desta espécie também no tratamento de dor de cabeca, doencas da
vesicula biliar, distdrbios hepéticos e distirbios do sistema nervoso central (Saric-
Kundalic 2011). Suas folhas s&o utilizadas como purgativos e contra distarbios gastricos
(lvancheva & Stantcheva 2000), contra doengas infecciosas, além do uso como

desinfetante e antisséptico (Gautam 2007).

Manosroi (2012) descreve, para extratos de N. indica, a atividade anti-

ploriferante em linhagens de celulas cancerigenas. Além disso, 0s seus extratos aquosos
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ndo apresentaram toxicidade em células humanas normais. O autor destaca em N. indica
a presenca de alcaldides, flavonodides, taninos xantonas, aglUcar e residuos de
glicosideos, que podem ser responsaveis pela atividade anti-proliferativa. Flavonoides
apresentam muitas atividades bioldgicas, incluindo anti-alérgicos, anti-inflamatorios,

anti-virais e anti-carcinogénico (Manthey et al. 2001).

Alguns trabalhos destacam o uso medicinal tradicional para os metabdlitos
secundarios de N. indica. Coe & Anderson (2005) apresentam que as substancias como
alcaldides, glicosideos, fenois, saponinas, esterOides, taninos e o0s Oleos volateis
presentes N. indica tém sido utilizadas na Nicaragua para o tratamento dos efeitos
secundarios causados por picadas de cobra. Estes compostos bioativos podem néo
neutralizar o veneno de serpente em si, mas servem como analgésicos, antieméticos,
anti-inflamatorias, imunoestimulantes, anestésicos locais e sedativos. Scarpa (2004), por
sua vez, destaca o uso de N. indica no tratamento antipirético pelos Criollos do noroeste

argentino.

Sendo assim, observa-se que N. indica produz metabdlitos secundarios
importantes na medicina tradicional. Todavia, esses metabolitos sdo produzidos pelos
organismos vegetais em funcdo de maximizar seu fitness, garantindo sua sobrevivéncia,
agindo como uma alternativa quimica no mecanismo de defesa e interacfes ecoldgicas
com o ambiente (Maplestone et al. 1992; Bassman 2004; Iriti & Faoro 2009).
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2. HIPOTESE

Existe consenso na literatura de que niveis elevados de radiacdo UV-B geram
efeitos diretos e indiretos em plantas que incluem o estresse oxidativo como resultado
da producgédo de radicais livres. Este por sua vez, desencadeia cascatas de eventos
relacionados ao estresse fisiologico e as respostas do vegetal ao mesmo. Neste sentido,
processos fotoinibitorios da fotossintese e respostas na producdo qualitativa e
quantitativa de metabdlitos secundarios sdo descritos na literatura. Além disso, a
alteracdo da herbivoria em resposta ao UV-B, também descritao na literatura, indica que
esta radiacdo afeta a relacdo do organismo com seu ambiente. N&o obstante, metabdlitos
secundérios produzidos em respostas a fatores ambientais possuem importancia
biotecnologica, com aplicacBes na area de farmacos. Contudo, o melhor entendimento
do funcionamento do organismo em conjunto com suas relac6es ecoldgicas requer uma
abordagem interdisciplinar. Trabalhos que integram os efeitos da radiacdo UV-B nos
dominios da fisiologia vegetal, da quimica de seus metabdlitos secundarios e das

relacBes do organismo com o ambiente sdo inexistentes na literatura.

Neste contexto, a hipétese trabalhada nesta dissertacao segue:

“O estresse oxidativo induzido pelo aumento da radiagdo UV-B influencia
conjuntamente na reducdo da eficiéncia fotossintética, nas alteracbes qualitativas e
quantitativas do perfil quimico com resultado na quimica defensiva da macréfita

aquatica N. indica.”
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3. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a resposta fotossintética e quimica da
planta aquatica Nymphoides indica contra o estresse oxidativo causado por radiacdo

UV-B e sua possivel correlagdo com a herbivoria.

Obijetivos especificos:

1 - Avaliar em laboratério as respostas fisiologicas (producdo de metabdlitos
secundarios e a eficiéncia fotossintética) em plantas de N. indica sujeitas a experimentos

de inducéo de estresse oxidativo causado por UV-B;

2 — Avaliar a influéncia da radiagdo UV-B na atividade antioxidante de N. indica;

3 — Avaliar a influéncia da radiacdo UV-B na producéo de defesas quimicas contra

a herbivoria em N. indica.

4 - ldentificar as substancias fenolicas presentes nos extratos brutos metanolicos
de N. indica;

5- Caracterizar as substancias bioativas presentes nos extratos brutos de N. indica;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. CARACTERIZACAO DO LOCAL DE COLETA

Os individuos de Nymphoides indica utilizados neste estudo foram provenientes
da populacdo que ocorre na Lagoa Comprida (22° 16' 51.30" S 41° 39' 19.80" O),
localizada no Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba (PNRJ), municipio de
Carapebus, estado do Rio de Janeiro (FIGURA 7A e B).

FIGURA 7: (A) Mapa de localizacdo do Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba.
Com destaque para a Lagoa Comprida (Adaptado de Santos et al. 2004). (B) Imagem da
Lagoa Comprida.
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O PNRJ abrange os municipios de Macaé, Carapebus e Quissama entre as
coordenadas 22° e 22° 23° S e 41° 15” e 41° 45° O. Criado por lei federal em 1998, o
parque conta com 14.860 hectares, sendo 44 km de costa, constituindo o Unico parque
nacional protegido na forma de restinga. A area em questdo, embora seja regionalmente
conhecida como restinga, é, na realidade, um conjunto de mosaicos de ecossistemas
diferenciados pela elevada biodiversidade e grande fragilidade ecoldgica (Aradjo et al.
1998).

Segundo dados do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), obtidos para a
estacdo meteoroldgica de Macae, a radiagcdo global média na regido é de 1347 KJ/m?
com a maior incidéncia ocorrendo nos meses de verdo (FIGURA 8A). A temperatura
média anual fica em torno de 22°C com a maxima de 41°C, atingida em fevereiro de
2010 e minima de 10°C em junho de 2010 (FIGURA 8B). A precipitacdo alcanca 8199
mm, porém a distribuicdo de chuvas é sazonal, sendo o verdo a estacdo com maior
indice pluviométrico, 381 mm em janeiro de 2012. Nos meses mais secos - junho, julho
e agosto - o solo apresenta deficiéncia hidrica e de outubro a janeiro ocorre reposicao de
agua no solo (FIGURA 8C).
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FIGURA 8: Dados meteoroldgicos obtidos para a cidade de Macaé-RJ no periodo de setembro de 2006 a julho de 2012. (A): Média e desvio da
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acumulada. (Fonte: INMET)
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A regido abriga 18 lagoas costeiras com alto grau de preservacdo e importancia
ecoldgica. Estas lagoas se diferem em sua morfometria e condices fisico-quimicas, por
exemplo, profundidade, pH, salinidade e coloracdo da agua (Penosso et al. 1998). Uma
das maiores caracteristicas destes ecossistemas aquaticos sdo as altissimas
concentracdes de carbono dissolvido, que refletem diretamente sobre o balanco de
carbono com a atmosfera (Farjalla et al., 2004). Esses fatores abioticos exercem papel
fundamental na estruturagdo, fisiologia e na produgdo de metabdlitos secundarios da

flora que habita esses ambientes (Esteves 1998).

Pesquisas realizadas nas lagoas costeiras demonstram que estes ecossistemas séo
considerados locais de elevada biodiversidade aquatica, variando desde invertebrados
até peixes, além de deversas espécies de plantas aquaticas. Além de oferecerem diversos
servicos ambientais, as lagoas costeiras constituem ecossistemas de grande
produtividade, podendo estar sob influéncia de ambientes terrestres, marinhos e de

aguas doces (Esteves 1998).

Dentre as lagoas costeiras protegidas pelo PNRJ esta a Lagoa Comprida. Esta
lagoa apresenta dgua predominantemente doce, pois permanece isolada do mar por uma
faixa de aproximadamente 30 m de areia. Sua area é de 0,13 km? sofrendo contracdo
devido ao dessecamento no periodo de estiagem e expansdo pelo aumento da
pluviosidade no periodo chuvoso. Seu perimetro atinge cerca de 4 km (Hollanda-
Carvalho et al. 2003). E considerada uma lagoa rasa, com profundidade méaxima de 2,5
m, sendo vulneravel a acdo dindmica dos ventos e aoscilacdo dos fatores climaticos
(Penosso et al. 1998).

A lagoa Comprida pode ser considerada uma lagoa de aguas acidas (pH médio
de 4,8), apresentando uma coloracdo escura, com transparéncia média de 0,5 metros,
devido a elevada concentracdo de compostos humicos e falvicos (Petrdcio, 1998). Além
disso, essa lagoa possui uma elevada concentracdo de carbono orgéanico dissolvido
37,3mg L™ (Farjalla, et al. 2004).
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4.2. COLETA DE Nymphoides indica

Espécimes de N. indica foram coletados na Lagoa Comprida em maio de 2011
para caracterizacdo dos metabdlitos secundérios. Para o experimento de inducdo ao

estresse por UV-B outros individuos foram coletados em Janeiro de 2012.

Em ambas as coletas os espécimes foram acondicionados individualmente em
sacos plésticos contendo agua da lagoa, acomodados em caixas térmicas e transportados
para o Biotério Aquéatico do Ndcleo em Ecologia e Desenvolvimentos Socio-ambiental
de Macaé (NUPEM/UFRJ, onde foram triados e destinados aos estudos ecoldgicos e

fitogquimicos propostos neste trabalho.

A identificacdo do material foi realizada pela Prof?. Dr2 Tatiana Ungaretti Paleo
Konno com o auxilio do exemplar ja depositado no herbario do NUPEM/UFRJ de
namero de registro RFA-MAC-812/RFA-38761 (FIGURA 9).
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FIGURA 9: Exsicata de Nymphoides indica, coletada na Lagoa Comprida no Parque
Nacional da Restinga de Jurubatiba

4.3. CULTIVO SOB RADIACAO UV-B
4.3.1. MedicOes da Radiacdo UV-B natural

Para a determinacdo dos parametros experimentais, buscou-se estabelecer
valores de radiacdo UV-B capazes de promover estresses fisioldgicos. Inicialmente
mensurou-se a dose diaria de radiacdo UV-B em dias de verdo de céu limpo, sem a
presenca de nuvens. As medidas foram realizadas nos dias 26 e 28/01/2012 no
NUPEM-UFRJ (22° 19' 38.93" S 41° 44' 10.10" O), localizado a cerca de 5
quildmetros do local onde se encontra a populacédo de estudo.
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As mensuraces da radiacdo UV-B foram realizadas utilizando o sensor
analdgico PMA1106 (Firma Solar Light Company, Inc, EUA) acoplado a um dataloger
LI-1400 (LI-Cor, Inc, EUA) através de um conversor de tensdo desenvolvido pela firma
“Além Mar Comercial e Industrial S/A” (FIGURA 10). As leituras da radiacdo UV-B
fornecidas em mWatt cm™ foram convertidas para Joule m? s*. A dose diaria de
radiacdo UV-B foi calculada integrando medidas do curso diurno e expressa em KJoules
m? dia’. As formulas de  conversio  foram  retiradas  de
<http://www.apogeeinstruments.com/conversions/watts-ppf.html> acessado em abril de
2012,

FIGURA 10: Imagem do LI-1400 utilizado nas medic¢des de radiacdo UV-B

4.3.2. Desenho Experimental

Trinta individuos adultos e saudaveis de N. indica foram subdivididos em trés

grupos denominados:

a) Campo (10 individuos) — que ndo foram submetidos ao cultivo, considerado

como individuos expostos a radiacdo UV-B natural;
b) Controle (10 individuos) — cultivados sem radiacdo UV-B;
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¢) Tratamento (10 individuos) — cultivados sob radiacdo UV-B.

Cada individuo de N. indica do Controle e Tratamento foi transplantado para
recipientes de vidro com sedimento da lagoa e acomodados em pares nas camaras do
aquario de cultivo (FIGURA 11 A e B).

FIGURA 11: (A) Individuos de N. indica transplantados individualmente. (B) Dois
individuos de N. indica em camara individual no sistema de aquarios.
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O cultivo foi realizado em um sistema de aquarios com 10 camaras
independentes, com areacdo, circulacdo e filtragem de agua constante (FIGURA 12). Os
aquarios foram abastecidos com cerca de 400 litros de 4gua da lagoa Comprida coletada
no mesmo dia e local em que foram coletados os individuos para o experimento. As
variaveis fisico-quimicas da agua como: pH, condutividade e salinidade foram medidas

no campo e monitoradas durante todo o cultivo.

FIGURA 12: Imagem do sistema de aquérios utilizado no cultivo.

O regime de luz estabelecido foi de 12 horas de luz e 12h de escuro, fornecido
por lampadas fluorescentes (Sylvania, Luz do dia Plus, F HO, 85 Watts). A exposi¢do
ao UV-B foi obtida por uso da lampada fluorescente modelo Philips Narrowband,
TL/01, de 100 Watts que apresenta um espectro estreito dentro da faixa de UV-B com
pico em 311nm (FIGURA 13). O regime de 12h:12h de luz:escuro, além do regime
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estabelecido de radiacdo UV-B foi mantido com o auxilio de temporizadores conectados
as ldmpadas. Para garantir o ambiente escuro isolado da luz exterior durante o periodo
ndo iluminado, as luzes do laboratério foram mantidas apagadas e as janelas cobertas

com plésticos pretos durante todo o experimento.

Intensidade
relativa

- N A
250 275 300 325 350 375 400
Comprimento de onda (nm)

FIGURA 13: Espectro de UV da ldmpada “Phillips TL/01 Narrowband”

A temperatura ambiente foi mantida em 24 °C através de um sistema de

resfriamento utilizando aparelhos de ar condicionado na sala de cultivo.

Apos o periodo de cinco dias de aclimatagdo as condigdes de laboratorio, os 10
individuos do tratamento foram expostos durante 13 dias a 7 horas diarias de luz UV-B,
correspondendo a cerca de 1,93 vezes a dose diaria observada no curso diurno em
campo (Dose em cultivo: 626,4 KJ m? dia™; Dose natural em campo: 324,0KJ m™ dia’

1. J& os individuos do controle foram submetidos a cultivo somente com o regime de

12h de radiagéo PAR e 12h no escuro (FIGURA 14).
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FIGURA 14: Imagem dos aquéarios que ndo receberam radiacdo UV-B (Controle), sem
a lampada central (a esquerda). E os aquarios que receberam radiacdo UV-B
(Tratamento), com a lampada central (a direita).

4.4. ANALISE DA FOTOSSINTESE - Fluorescéncia da Clorofila a

Medidas da fluorescéncia da clorofila a dos individuos do cultivo (sem radiagdo
UV-B e com 1,93 da Radiagdo UV-B natural) e do campo (radiacdo UV-B natural)
foram realizadas com o auxilio de um Fluorémetro portéatil de Modulacdo de Amplitude
de Pulso — Mini-PAM (Walz GmbH, Alemanha) (FIGURA 15 A e B).
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FIGURA 15: (A) Aparelho MINI-PAM usado para medidas fotossintéticas. (B)
Medicdes da fluorescéncia da clorofila a no cultivo de N. indica.

A fibra Optica do aparelho manteve a distancia (1cm) e angulo constantes pelo
suporte foliar do aparelho. Medidas da radiacéo fotossinteticamente ativa (PAR A=400-
700nm) proximo a superficie da folha foram realizadas pelo sensor quéntico do clipe
foliar calibrado contra um sensor quantico LI-COR 190 (Lincoln, Nebraska, EUA).
Medidas da fluorescéncia maxima (Fn) e minima (Fo) realizadas meia hora antes do
inicio do periodo de claro (11:30 de adaptagédo ao escuro) foram usadas para calcular a
razdo entre a fluorescéncia variavel (F\= Fq-Fo) pela méaxima (Fy) resultando em
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valores da eficiéncia quéantica potencial do fotossistema Il (F./Fn). Valores F./Fy, em
campo foram obtidos escurecendo a folha por 1h através do uso de clipes de escuro
(acessorio do Mini-PAM). Valores de F,/Fy, < 0,83 indicam potoinibi¢do (Bjorkman &
Demmig, 1987) e é resultado da dissipacdo ndo fotoquimica da fluorescéncia da
clorofila a. Componentes rapidos de dissipacdo ndo fotoquimica sdo devido ao
aparecimento de um gradiente eletroquimico de prétons na membrana do tilacoide e séo
reversiveis em dezenas de minutos. A reversdo lenta da dissipacdo ndo fotoquimica (de
varias horas a dias) é devido a danos nos fotossistemas especialmente nas proteinas D1
e D2 (Thiele et al. 1998). Logo, a fotoinibicdo medida antes do inicio do periodo de luz
é considerada neste trabalho como possivel efeito cronico do estresse gerado pelas
condigdes de UV-B.

Para avaliacdo do efeito da radiacdo UV-B no funcionamento do PSII em
amostras em periodo claro, medidas da fluorescéncia da clorofila foram tomadas antes e
imediatamente depois da aplicacdo de UV-B em duas folhas para cada individuo. Para
tal a eficiéncia quantica efetiva do PSIlI (AF/Fm’) foi calculado como (Fm’-F)/Fm’
(Genty, Briantais & Baker, 1989), onde F corresponde a fluorescéncia basal em
amostras iluminadas e Fm’ corresponde a fluorescéncia maxima obtida quando um
pulso de luz saturante (>4000 umol m? s™) de luz de 800 ms ultrapassa os valores de
intensidade de luz ambiente (Schreiber & Bilger 1993). A Taxa de Transporte de
Elétrons (ETR) foi calculada como 0,5 x AF/Fm’ x PAR x 0,84, onde o fator 0,5
considera que ambos os fotossistemas Il e | foram excitados por PAR e que esta
excitacdo é distribuida igualmente entre os fotossistemas. O fator 0,84 considera uma
taxa universal de absorcdo de PAR pelos fotossistemas, conforme a documentacdo do
Mini-PAM.

A capacidade fotossintética intrinseca foi determinada através de curvas de
resposta instantanea de AF/Fm’ e ETR a nove niveis crescentes de luz em nove estagios
de 30 segundos cada. O PAR inicial é zero e chega a intensidades de cerca
2000 pmol m?s?, no Gltimo estagio. A partir destas curvas pontos cardinais foram
tabelados correspondendo ao comportamento de AF/Fm’ ¢ ETR com PAR em 300 e
1800 pmol m? s' (FIGURA 16). Com o intuito de verificar se a radiacdo UV-B alterou
a capacidade fotossintética intrinseca das plantas do experimento, as curvas de luz

foram realizadas uma hora apoés a aplicacdo de UV-B.
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FIGURA 16: Representacdo de uma curva de resposta instantanea da Eficiéncia
Quantica Efetiva (AF/Fm’) e ETR s (Taxa de Transporte de Elétron— do inglés Electron
Transport Rate). Destacando AF/Fm’ ¢ ETR a 300 ¢ 1800 pmol m™ s* de luz PAR.

Durante os 13 dias de cultivos, sete dias intercalados foram escolhidos para as
medicdes dos parametros da fluorescéncia da clorofila a descritos acima. Em campo
medidas de Fv/Fm foram feitas em dez exemplares de N. indica. As curvas de luz foram
feitas em cinco plantas do Controle, cinco plantas do Tratamento (uma de cada camara)

e em dez plantas do Campo.

A estrutura dos dados foi representada através do calculo de médias e desvios
padrdo para os parametros de fluorescéncia. Os dados referentes a avaliacdo de
fotoinibicdo do PSII foram analisados por Andlise de Variancia (ANOVA) com design
para medidas repetidas (Zar 1999). Ja a avaliagdo do efeito direto da aplicacdo da
radiagdo UV-B na atividade do PSII foi determinada subtraindo-se os valores de
AF/Fm’ antes e apos a aplicagdo da dose diaria de radiagdo UV-B. Cada resultado
obtido foi inicialmente analisado com Teste-t de Student (Zar 1999) contra o valor fixo
de zero para avaliar a significAncia do efeito imediato do UV-B. A diferenca entre o

grupo sem UV-B (Controle) e o grupo com 1,93 vezes a radiagdo UV-B natural
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(Tratamento) foi também analisada por Teste-t de Student para amostras independentes
(Zar 1999). Os pontos cardinais provenientes das curvas de luz (AF/Fm’ ¢ ETR) com
PAR 300 e 1800 umol m? s foram avaliados pela analise de variancia ANOVA. O

nivel de significancia assumido para os teste foi de p < 0,05.

4.5. ANALISES QUIMICAS
4.5.1. Extracao dos metabdlitos secundarios

Ao término do cultivo foram separadas as folhas de todos os individuos, assim

como as folhas dos individuos do Campo, para extracdo dos metabdlitos secundarios.

Todas as folhas de cada individuo foram secas a temperatura ambiente e
protegida da luz (FIGURA 17), a fim de evitar fotolise e termodegradacdo dos
metabolitos (CRONIN et al. 1995).

FIGURA 17: Secagem das folhas dos individuos de N. indica.
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Em seguida, as folhas de cada individuo foram moidas e submetidas a extracéo
exaustiva por maceragdo com o solvente organico metanol (Tedia grau HPLC), com o
auxilio de um banho de ultrasom (Logen Scientific, LS-218). Foram realizadas trés
extracGes com intervalos de dois dias cada. O volume de metanol utilizado em cada
extracdo variou de 20 a 40 mL, volume proporcional a biomassa extraida na razdo de
cerca de 10 mL de solvente / 0,5 g de planta seca. Os extratos foram filtrados em papel
filtro e o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida, com o auxilio de um
rotaevaporador com banho-maria (Buchi, R210, V850, B491, Suica) a uma temperatura
de 40°C (FIGURA 18).

O uso do metanol para a preparacao dos extratos seleciona todos os constituintes
quimicos desde moléculas apolares, de polaridade intermediaria e polar, como por
exemplo, substéncias terpenoidicas, lactonas, acidos organicos e substancias fenolicas

em geral (Viegas et al. 2004).

EXTRAGAO

+
SOLVENTE

FILTRACAO

EXTRATO BRUTO

. =
SOLVENTE e tlioad
\ ROTAEVAPORAGAO
_—

FIGURA 18: Esquema do sistema de extragdo por maceragdo dos metabolitos
secundarios (Retirado de Lima 2009).

41



4.5.2. Perfil quimico dos extratos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE-UV-DAD)

Os perfis quimicos dos extratos dos individuos cultivados e de Campo foram
analisados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (Shimadzu, Modelo
LC-20) com duas bombas LC20AT, acoplado a um detector por varredura de espectro
ao ultravioleta por arranjo de fotodiodos SPD-M20A (UV-DAD) e injetor Rheodyne
77251 com volume de inje¢do de 20 uL (FIGURA 19).

B R

R R RGN 3 it 3 W2

FIGURA 19: Aparelho de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
(Shimadzu, Modelo LC-20)

Para todos os extratos as condi¢Ges de analise otimizadas foram: coluna C-18 da
Shim-Pack (5m, 4,6 x 250 mm); fase moével constituida por gradientes ndo lineares de
polaridade de solucéo de agua Mili-Q (Millipore®) pH 3 em écido fosférico 85% (Tedia
HPLC) e metanol (Tedia grau HPLC) variando de 0 a 100% (TABELA I1) com fluxo de

1mL min .
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TABELA I1: Sistema de gradiente otimizado utilizado na analise de CLAE

Tempo (min)  Concentracgédo (%) de  Concentragdo (%) de Metanol
Agua Acidificada (pH 3)

0 100 0
10 70 30
40 40 60
60 0 100

As amostras de extrato bruto de cada individuo foram diluidas em metanol
(Tedia grau HPLC,) na concentracdo de 10 mg/mL (p/v) e filtradas em filtros de
Politetrafluoretileno 0,45 pm (Millipore®). As anélises por CLAE de cada individuo

foram realizadas em duplicata.

Para avaliar as semelhancas e diferencas entre os perfis cromatograficos foram
aplicadas ferramentas quimiométricas exploratorias. Inicialmente os dados
cromatograficos obtidos foram organizados na forma de matrizes bi-dimensionais. O
software COWTtool (<http://www2.biocentrum.dtu.dk/mycology/analysis/cow/>) foi
utilizado para o alinhamento de base de cada cromatograma e para corrigir o desvio de
tempo de retencdo dos picos através do Correlation Warping Algorithm (COW), como
descrito em Nielsen et al. (1998). Para a execucdo do COW foi utilizado o
cromatograma com o maior nimero de picos. O alinhamento é necessario devido a
desvios minimos de tempos de retenc¢do, originados de pequenas oscilagfes no sistema
cromatografico que precisam ser removidos para que a analise multivariada se sustente
apenas nos tempos de retencdo e intensidade relativa das bandas cromatograficas
(propriedades inerentes das amostras). A utilizacdo dos dados ndo alinhados implicaria,
por exemplo, na utilizagdo de mais componentes principais do que aquelas realmente
necessarias, podendo levar a interpretacdes equivocadas dos resultados (Stasiak et al.
2010).

Uma matriz de dados composta dos dados alinhados de cada cromatograma no
comprimento de onda de 254 nm, totalizando 30 linhas (amostras — média das duas
injecOes para cada amostra) e 5626 variaveis (tempos de leitura, 60 min) foi submetida a

Analise de Componentes Principais (PCA — do inglés Principal Component Analysis).
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A correlacdo dos perfis quimicos sumarizada foi feita em linguagem R (www.r-

project.org) usando o pacote "ChemometricsWithR" (Wehrens 2012).

Para analisar estatisticamente a separacdo dos grupos na PCA foi realizada uma
analise de variancia nao paramétrica, Kruskal-Wallis, dos scores da PC1 seguido de
uma analise de comparacdo mdltipla dos pares de grupos. O nivel de significancia

assumido foi p <0,05.

4.6. ANALISE ANTIOXIDANTE

A capacidade antioxidante dos extratos brutos dos individuos do Campo,
Controle e Tratamento foi avaliada utilizando-se 0 método de reducdo do radical livre
estavel DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) gerados in vitro proposto por Silva &
Paiva. (2012) e Wen et al. (2011) com algumas modificaces.

Este ensaio baseia-se na reducdo do radical livre estavel DPPH (2,2-difenil-1-
picril-hidrazila) gerados in vitro, de coloracdo inicialmente pdrpura intensa em solucao
alcodlica. Nesta reacdo o DPPH é reduzido (neutralizado), formando difenil-picril-
hidrazina, de coloracio amarela, pela doagdo de hidrogénio (H") de um antioxidante ou
uma espécie radicalar (Re) presente nas amostras avaliadas (FIGURA 20). O efeito de
descoloracdo é estequiométrico em relacdo ao numero de elétrons retirados, e €
independente de qualquer atividade enziméatica. O ensaio resulta no decréscimo da
absorbancia do sistema reacional, podendo ser monitorada espectrometricamente
(Rozema et al. 2002; Chandra & Mejia 2004; Huang et al. 2005; Duan et al. 2006;
Garcez et al. 2009).
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FIGURA 20 — Reacdo de neutralizacdo do radical DPPH por hidrogénio de um
antioxidante (LH) — a reacdo ocorre com a mudanca da cor violeta - para amarela.

Construcdo na curva de calibracdo do DPPH

Foi preparada uma solucdo do radical DPPH (Sigma Aldrich) 0,3 mM em
metanol, o qual foi diluido em solugdes com concentracgdes finais de 30, 60, 120, 150 e
180 uM. Em uma sala escura, foi realizada a leitura de uma aliquota de cada solu¢édo de
DPPH espectrofotometro do tipo leitor de ELISA (DV 9.90 BVG GIO.DE VITA) a 492
nm. O metanol foi utilizado como branco para calibrar o aparelho.

Leitura das absorbancias das amostras

Solugbes estoques dos extratos (1,0 mg/mL em metanol) foram diluidas de
forma a se obtiveram concentrages finais de 250, 125, 50, 25, 10 e 5 pg/mL. Em uma
microplaca de 96 pogos foram adicionados 100 pL de solucdo de DPPH (0,3 mM) a 250

ML da solugéo de cada extrato nas diferentes concentragdes.

Utilizou-se, ainda, 250 pL de metanol e 100 pL da solucdo de DPPH como
controle negativo. Alem de 250 pL das diferentes diluicGes de cada extrato com 100 pL
de metanol como branco da mostra. A absorbancia das amostras foi monitorada a 492

nm, em intervalos regulares de 5 minutos durante um tempo de reacdo de 30 minutos,
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tempo necessario para obter-se a estabilizacdo da absorbancia. A leitura da absorbancia
final (30 minutos) foi utilizada para calcular a concentragdo de amostra necessaria para
reduzir em 50% da concentragéo inicial de DPPH (ECsg), expresso como g de amostra /

g DPPH. Toda reacdo do DPPH transcorreu no escuro e a temperatura ambiente.

O BHT (Butilhidroxitolueno) (FIGURA 21) foi utilizado no ensaio como
controle positivo, submetido aos mesmos procedimentos mencionados para 0s extratos.

Todas as amostras foram analisadas em triplicata.

FIGURA 21: ESTRUTURA DO BHT

Determinacéo do ECsp

Apos as leituras, o valor correspondente a metade da absorbancia do controle
negativo foi substituido na equacdo de calibragdo do DPPH, a fim de encontrar o
consumo de DPPH (uM) que correspondesse a reducdo de 50% da sua concentracdo
inicial. Em seguida, o valor obtido foi convertido em g/L de DPPH através do seguinte

férmula;

[DPPH] (g/L) = [DPPH (uM)] / 1.000.000) x 394,3 (peso molecular do DPPH).

Uma segunda equacdo linear foi obtida por regresséo dos pontos no tempo de 30
minutos para cada réplica dos extratos investigada, onde a abscissa representa as
diferentes concentracdes das solucdes de extratos e a ordenada correspondente as
absorbancias. Na amostra de BHT apenas os pontos que estavam dentro da faixa de

linearidade (pelo menos 3 pontos) foram utilizados.

Para calcular a atividade antioxidante total, o valor correspondente a metade da
absorbancia inicial do controle negativo foi entdo substituido em cada uma das
equacdes, a fim de encontrar a concentracdo de extrato necessaria para reduzir 50% da

concentragéo inicial de DPPH (ECx).
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O valor de ECso encontrado em pg/mL foi dividido por 1000, a fim de se obter o
valor em g/L de extrato. O valor obtido foi dividido pelo valor encontrado em g/L de

DPPH para obter o resultado final expresso em g de extrato/g DPPH:

EC50 (extrato (g) / DPPH (g) = ECso (mg/ mL)/1.000

DPPH (g/ L)

Com a finalidade de avaliar as possiveis variacBes entre 0s extratos dos
individuos do Campo, Controle e Tratamento, os resultados obtidos na Atividade
Antioxidante Total (ECsy) foram analisados pelo teste de variancia ndo paramétrico,
Kruskal-Wallis, devido a falta de normalidade e homocedasticidade dos dados. O teste a
posteriori Dunn's foi aplicado para identificar em qual par de dados encontra-se a
diferenga. O valor de p <0,05 foi assumido para identificar diferengas significativas

entre as amostras.

Avaliacdo da cinética de reacao

O comportamento cinético da reacdo das amostras com o DPPH foi avaliado por
uma curva de dose-resposta em relacdo a diminuicdo da porcentagem de DPPH
remanescente em funcdo do tempo para cada concentracdo do extrato. As leituras das
absorbancias, em triplicata, nos intervalos de 5 minutos, foram convertidas em
concentracdo de DPPH remanescente [DPPHrem], usando a equagdo da curva de
calibracdo do DPPH. A concentracdo inicial de DPPH, [DPPHg], foi obtida a partir da
absorbancia do controle negativo usando a mesma equacao. Estes valores foram entéo
usados para se obter a porcentagem de DPPH remanescente (% DPPHrem) de acordo

com a formula;

% DPPHrem = ([DPPHrem] / [DPPHo]) x 100.
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4.7. BIOENSAIOS DE HERBIVORIA

A investigacdo da atividade anti-herbivoria dos extratos dos individuos do
Campo, Controle e Tratamento, procedeu com o0 bioensaio de acdo defensiva dos
extratos frente ao herbivoro generalista Biomphalaria sp. (FIGURA 21), realizado
segundo o método proposto por Bolser et. al. (1998) e Cronin et al. (2002), com

algumas modificagdes.

Biomphalaria sp. foi utilizado como modelo de herbivoro por apresentar hébitos
generalistas e pela sua abundancia nas lagoas do PARNA Jurubatiba, inclusive nas

lagoas onde estdo localizadas as populacGes de N. indica no Parque.

FIGURA 21: Imagem do gastropode Biomphalaria sp. utilizado como herbivoro
modelo nos bioensaios ecolégicos.

Os gastropodes Biomphalaria sp. utilizados nos testes foram coletados na lagoa
Carapebus (PNRJ, RJ), por busca ativa nos bancos de macrofitas com auxilio de
peneiras. Os espécimes coletados foram acondicionados em caixas térmicas com agua

da lagoa e aeracdo. No laboratdrio, os gastropodes foram mantidos em aquarios com
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agua da lagoa em devida aeracdo e alimentados com alface até o inicio dos

experimentos.

Os experimentos consistiram da avaliagdo da preferéncia alimentar do
gastropode realizada com alimentos artificiais preparados com agar e a mistura do pé de
alface:brocolis (1:1) (alimento - sem extrato). E alimentos contendo o pé de
alface:brécolis incorporado ao extrato bruto de cada individuo analisado (alimento -
com extrato), respeitando concentragédo natural de cada extrato.

Para o preparo dos alimentos artificiais, foi utilizada a seguinte metodologia:

e Alimento com extrato: o extrato bruto de cada individuo foi diluido em

diclorometano e incorporado a 0,2 g (peso seco) de p6 da mistura alface:brécolis. Apos
a evaporacdo total do solvente a temperatura ambiente, foi adicionado 2 mL de agua
destilada a essa mistura. Uma segunda mistura feita com 0,2 g de agar (Vetec)
dissolvida com 10 mL de 4&gua destilada foi aquecida em microondas por
aproximadamente 20 segundos até a ebuli¢do. Essa segunda mistura foi resfriada até a
temperatura de aproximadamente 40°C e entdo vertida sobre a primeira mistura. O
material foi homogeneizado e, logo em seguida despejado sobre uma tela de nylon com
formato de quadrados regulares de 1 mm. A mistura foi entdo prensada com o auxilio de
uma folha de pléstico (PVC) e distribuida sobre a tela com um rodo de pia, a fim de
evitar irregularidades de superficie. Alguns segundos depois, os alimentos artificiais
tornaram-se firmemente aderidos a tela possibilitando seu corte com tamanhos de 10x10
mm. O aquecimento do &gar + agua destilada foi feito separado para evitar a

termodegradacéo do extrato bruto.

* Alimento - sem extrato: O alimento-controle foi preparado seguindo-se 0s mesmos

procedimentos do alimento-tratamento, sem incorporacgdo do extrato. Neste alimento foi
adicionado apenas diclorometano de forma que possiveis residuos do solvente

estivessem presentes em ambas condigdes de experimento.
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Os gastropodes foram acondicionados individualmente em pequenos potes
plasticos de 250 mL contendo agua da lagoa. Em seguida cada pote recebeu um
alimento sem extrato e um alimento com extrato. Os herbivoros permaneceram em
contato com os alimentos o tempo suficiente para se observar o consumo significativo
de pelo menos metade de um dos dois alimentos oferecidos (FIGURA 22 e 23). Em
todos os bioensaios novos espécimes de gastropodes, j& coletados e mantidos no

laboratério, foram utilizados.

Alimento com
Extrato bruto

Alimento sem
Extrato bruto

FIGURA 22: Esquema do bioensaio de herbivoria onde os dois alimentos artificiais
(com incorporacdo do extrato bruto e sem o extrato bruto) sdo oferecidos
simultaneamente ao herbivoro generalista Biomphalaria sp.
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FIGURA 23: Etapas do bioensaio de herbivoria. 1: dois alimentos artificiais (com
incorporacdo do extrato bruto e sem o extrato bruto); 2: herbivoro em contato com o
alimento; 3: Replicas do bioensaio; 4: Contagem dos quadrados consumidos.

Para cada individuo de Nymphoides indica (Campo, Controle e Tratamento) foi
realizado um bioensaio distinto, totalizando 30 experimentos, com réplicas variando de

trés a nove para cada individuo.

A preferéncia entre os alimentos foi medida através da contagem do nimero de
quadrados na tela consumidos. O tratamento estatistico aplicado aos resultados para
avaliar o consumo de cada par de alimentos foi o teste ndo-paramétrico de Wilcoxon, ja
que os resultados dos bioensaios ndo apresentaram uma distribuicdo normal. As

diferengas de consumo foram consideradas significativas quando p < 0,05.
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4.8. CARACTERIZACAO DOS METABOLITOS SECUNDARIOS DE N. indica
4.8.1. Extracao dos metabdlitos secundéarios de N. indica

O material proveniente da coleta de maio de 2011 foi seco a sombra e
temperatura ambiente. Posteriormente foi moido e subdividido em duas partes para

extracéo.

Uma parte de 29 g foi submetida & exaustiva extracdo por macera¢do com o
solvente organico metanol (Tedia grau HPLC) e o auxilio de um banho de ultrasom.
Depois de filtrado, o extrato bruto foi concentrado, sob pressao reduzida, fornecendo o

extrato bruto em metanol total (EBtotal).

Outra parte do material seco de 713 g foi submetida a extracdo sequencial
exaustiva utilizando trés solventes de polaridade crescente: hexano (C¢H14), acetato de
etila (AcOEt) e metanol (MeOH), também com o auxilio de um aparelho de ultrasom.
Cada uma destas solucGes foram filtradas e concentradas sob pressdo reduzida,
fornecendo os extratos brutos em hexano (EBH), acetato de etila (EBAC) e metanol
(EBM).

A extracdo sequencial foi realizada a fim de separar, inicialmente, as principais

classes de metabdlitos secundarios pela polaridade.

Um esquema resumido do método de extracdo é apresentado na FIGURA 24.
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FIGURA 24: Método de obtencdo dos extratos de Nymphoides indica. Onde MeOH =
metanol; C¢H14 = hexano; AcOEt = acetato de etila, EBtotal = extrato bruto em metanol
total, EBH = extrato bruto em hexano e EBAC = extrato bruto em acetato de etila e
EBM = extrato bruto em metanol.

4.8.2. Andlises cromatogréficas dos extratos brutos de N. indica

4.8.2.1. Perfil quimico fendlico do extrato em metanol total por CLAE-UV-DAD

O perfil quimico por CLAE-UV-DAD do extrato EBtotal foi utilizado para
determinacdo dos compostos fendlicos presentes em N. indica. Para determinacdo
destes compostos, treze padrfes comerciais de substancias fendlicas (Sigma Aldrich)
(TABELA I1I), na concentracdo de 0,2 mg/mL, foram analisados também por CLAE-

UV-DAD, sob as mesmas condicGes de analise descrita do item 5.2.
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Tabela I11: PadrGes comerciais de substancias fendlicos utilizados na caracterizagdo do
perfil quimico por CLAE-UV-DAD do extrato bruto em metanol (EBM1) da macrofita
aquatica Nymphoides indica.

Padrao comercial Estrutura
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Quercetina

A determinacdo da presenca destas substancias no EBtotal, inicialmente, foi
realizada comparado os tempos de retencéo (tr) e os espectros de UV dos padrdes frente
aos mesmos tr e espectro de UV das substancias presentes no extrato EBtotal. Em
seguida, foi realizada a co-injecdo de cada padrdo isoladamente no extrato. A presenca
do composto fendlico no extrato foi sugerida observando-se o aumento da altura e da

area do pico nas amostras.

4.8.2.2. Caracterizacdo geral do perfil quimico dos extratos brutos por CLAE-UV-DAD

O perfil quimico dos extratos EBtotal, EBH, EBAE e EBM foram avaliados
por CLAE-UV-DAD nas mesmas condi¢des de analises ja detalhadas no item 5.2. Em
seguida, os espectros de UV das principais substancias de cada extrato foram

caracterizados comparando com dados ja descritos na literatura.
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4.9. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS BRUTOS DE N. indica

Para determinacdo da atividade antioxidante dos extratos brutos de N. indica
(EBtotal, EBH, EBAE e EBM) foi aplicada a mesma metodologia ja descrita no topico

7 de Materiais e Métodos.

Para avaliar as possiveis variacbes na Atividade Antioxidante Total entre os
extratos brutos analisados, os resultados obtidos (EC50) foram analisados pelo teste de
variancia ANOVA. O teste a posteriori de Tukey foi aplicado para identificar em qual
par de dados encontrava-se a diferenca. O valor de p <0,05 foi assumido para

identificar diferencas significativas entre as amostras.

4.10. BIOENSAIOS DE HERBIVORIA COM OS EXTRATOS BRUTOS DE N.

indica

A atividade contra herbivoria dos extratos brutos de N. indica (EBtotal, EBH,
EBAE e EBM) foi avaliada seguindo a mesma metodologia j& descrita no tépico 4.7 de

Materiais e Métodos.

O consumo de cada extrato foi avaliado individualmente em relacdo ao
percentual consumo dos alimentos artificiais (alimento - sem extrato e alimento - com
extrato). Como os dados apresentaram distribuicdo normal a diferenca entre os
consumos foi avaliada pelo teste t pareado. O valor de p <0,05 foi assumido para

identificar diferencas significativas entre o consumo.

57



RESULTADOS
E
DISCUSSAO




5. RESULTADOS E DISCUSSAQO

A apresentacdo e discussdo dos resultados obtidos nesse trabalho foram

organizados em dois subitens e sdo apresentados abaixo.

5.1. Avaliacdo da resposta fisiologica na fotossintese, perfil quimico e na

producdo de defesas quimicas contra a herbivoria em N. indica cultivada
sob radiacdo UV-B

A andlise da fluorescéncia in vivo da clorofila a permite medidas ndo-invasivas
de processos fotossintéticos importantes, como a eficiéncia quantica do fotossistema Il
(FSII) e taxa aparente de transporte de elétrons. Numerosos estudos de fluorescéncia
tém sido realizados para investigar o impacto de condi¢cdes ambientais adversas sobre a
fotossintese, e para caracterizar o uso e dissipacdo de energia luminosa absorvida pelo
fotossistema 1l (Hussner et al. 2010). O funcionamento do FSII é um indicador muito
importante e sensivel para se observar fatores que induzem estresse em plantas (Ball et
al. 1994).

Quando suas folhas séo expostas a mais luz do que pode ser utilizado no
processo de fotossintese, a Eficiéncia Quantica Potencial do FSII (Fv/Fm) pode ser
afetada em uma condicdo de estresse conhecida como fotoinibicdo (Barber & Anderson,
1992). Deste modo, para avaliar se o UV-B promoveu a fotoinibicdo do FSII nos
individuos expostos a esta radiacdo, mensurou-se o rendimento quantico potencial
(Fv/Fm) do fotossistema Il (PSII), onde valores inferiores a 0,83 indicam processos de
fotoinibi¢do (Bjorkman & Demmig, 1987). As plantas em condig¢des naturais de campo
apresentaram uma leve fotoinibi¢do, uma vez que o valor médio de Fv/Fm (0,78 £ 0,03)
foi menor que 0,83 ap0s a aclimatagdo por 1 hora no escuro. Em cultivo, a aplicacdo de
1,93 vezes a dose de UV-B natural ndo produziu nenhum efeito fotoinibitério sobre o

FSII, uma vez que valores de Fv/Fm néo foram significativamente menores que 0,83 e
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nenhuma diferenca foi observada entre controle e tratamento (TABELA 1V). Além
disso, os valores medios maiores que 0,84 indicam que o rendimento quéntico potencial
foi mantido alto, mesmo na presenca do estresse provocado pela radiacdo UV-B. Este
parametro é indicativo de que a estrutura do PSII se manteve completamente funcional

em cultivo independente da aplicacdo de UV-B.

TABELA 1V: Médias e desvios padrdo do rendimento quantico do potencial (Fv/Fm)
do fotossistema Il dos individuos do campo (n = 10) e dos individuos submetidos ao
experimento de cultivo sem radiagdo UV-B (controle, n=10) e com radiacdo UV-B
(tratamento, n=10). Letras diferentes significam diferenca significativa no teste de
variancia ANOVA.

Dias/ Cultivo Controle Tratamento
1° dia 0,84+0,01 0,84 £0,01
3° dia 0,85+0,02 0,85%+0,01
5° dia 0,84+0,01 0,85%0,01
7° dia 0,87+0,02 0,86 0,02
9° dia 0,85+0,01 0,85%0,02
11° dia 0,85+0,02 0,86+0,01
13° dia 0,86 £0,02 0,85%0,04

Média+DP 0,85+0,01 0,85+0,01"
Campo 0,78 £ 0,03

Enquanto medidas de Fv/Fm e AF/Fm’ refletem a atividade momentanea da
fotossintese, as respostas geradas pelas curvas de dependéncia de luz refletem a
capacidade fotossintética intrinseca das plantas. As curvas instantaneas de resposta a luz
foram obtidas pelo aumento da luz PAR, de 0 a cerca de 2000 pmol m? s*, em um
curto intervalo de tempo, aproximadamente de 4 minutos. Este aumento artificial de luz
permite avaliar a capacidade fotossintética de responder as mudancas réapidas de luz,
indicando o potencial intrinseco da planta para realizar fotossintese (Littge et al. 1998;
Duarte et al. 2005; Littge & Scarano 2007; Ritchie & Bunthawin 2010).
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As curvas de resposta instantanea da taxa relativa de transporte de elétrons no
fotossistema 1l (ETR) a luz crescente, ndo atingiram a saturacdo sob uma radiacdo de
cerca de 2000 umol m™ s, ajustada no programa de curvas de luz do mini-PAM. Isso
impossibilitou a determinacdo da taxa méxima de transporte de elétrons do individuo.
Por este motivo, pontos cardinais provenientes dos graficos do Rendimento Quantico
Efetivo (AF/Fm’) e do ETR plotados contra a radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR),
para cada individuo foram extraidos de forma a observar o comportamento
fotossintético em condicdo de pouca e muita luz (300 e 1800 pmol m? s
respectivamente). O AF/Fm’ dos individuos do cultivo com radiacdo UV-B foi reduzido
levemente quando medido imediatamente ap6s a aplicacdo da dose (TABELA V).
Todavia, nas curvas de resposta instantanea de AF/Fm' e ETR a luz crescente, observou-
se uma maior eficiéncia fotossintética intrinseca nos individuos de N. indica cultivados
com radiacdo UV-B somente em condicdo de pouca luz (TABELA VI). Eesta diferenca
se manteve na ETR em condig¢des de muita luz. Os individuos do campo, que receberam
radiacdo UV-B natural, apresentaram eficiéncia fotossintética intrinseca maior do que
os individuos cultivados somente em condi¢do de muita luz, onde valores de AF/Fm' e
ETR foram significativamente maiores (TABELA VII).
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TABELA V: Médias e desvios padrdo da diferenca do rendimento quéntico efetivo da
fotossintese (AF/Fm’) antes e depois da aplicagdo da dose de radiagdo UV-B nos
individuos submetidos ao experimento de cultivo sem radiacdo UV-B (controle) e com
radiagdo UV-B (tratamento). Valores positivos representam AF/Fm’ maiores antes da
aplicacdo da radiacdo UV-B e valores negativos representam AF/Fm’ maiores apés a da
aplicacdo da radiacdo UV-B. (*) representa valores significativamente diferente de zero
(Teste T contra zero). (p) representa diferenca significativa entre controle e tratamento
(Teste T).

Dias / Cultivo Controle Tratamento p
1° dia 0,01+0,03 0,01+0,03 1,000
3° dia 0,01+0,02 0,00+0,02 0,055
5° dia 0,00+0,02 0,00+0,03 1,000
7° dia 0,02+0,01* -0,01+£0,05 0,079
9° dia 0,01 +0,01* -0,02+0,02* 0,001
11° dia 0,01£0,02 -0,02+0,03* 0,028
13° dia 0,01£0,02 0,01+£0,07 1,000
Média+ DP 0,01+0,01* -0,01+0,01 0,003
*p<0,05
**p<0,01

TABELA VI: Médias e desvios padrdo do rendimento quantico efetivo (AF/Fm') e da
taxa de transporte de elétrons (ETR), obtidos das curvas de resposta a luz instantanea,
sob radiacio fotossinteticamente ativa de 300 umol m? s (pouca luz) dos individuos
submetidos ao experimento de cultivo sem radiacdo UV-B (controle), com radiacdo
UV-B (tratamento) e dos individuos em condi¢des naturais (campo). Asteriscos
denotam diferenca significativa entre controle e tratamento (Teste t de Student). Letras
diferentes denotam diferenca significativa entre controle, tratamento e campo (One way
ANOVA).

AF/Fm' ETR
Dias / Cultivo Controle Tratamento | Controle Tratamento
1° dia 0,69+0,02 0,70+0,08 | 86+2 86 + 10
3° dia 0,70£0,02 0,72+0,01 | 88+2 92 + 3*
5° dia 0,67+0,04 0,73+0,01**i 84+5 92+ 1**
7° dia 0,71+0,02 0,71+0,02 { 89+3 91+4
9° dia 0,68+0,02 0,71+0,02*{ 85+3 90 + 2*
11° dia 0,65+0,03 0,70+0,01**} 82+7 87+2
13° dia 0,65+0,05 069+0,02 | 82+7 86 + 2
Média+DP 0,68+0,02* 0,71+0,01* | 85+3* 89+ 3**
Campo (N = 10) 0,70 + 0,04 89+5%
*p <0,05
**p<(0,01
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TABELA VII: Médias e desvios padrdo do rendimento quantico efetivo (AF/Fm') e da
taxa de transporte de elétrons (ETR), obtidos das curvas de resposta a luz instantanea,
sob radiacéo fotossinteticamente ativa de 1800 umol m? s (muita luz) dos individuos
submetidos ao experimento de cultivo sem radiacdo UV-B (controle), com radiacdo
UV-B (tratamento) e dos individuos em condi¢des naturais (campo). Asteriscos
denotam diferenca significativa entre controle e tratamento (Teste t de Student). Letras
diferentes denotam diferenca significativa entre controle, tratamento e campo (One way
ANOVA).

AF/Fm' ETR
Dia/ Cultivo Controle  Tratamento | Controle Tratamento
1° dia 0,30+0,01 0,33+£0,04 {226+12 244+29
3° dia 0,29+0,02 0,31+0,06 { 218 +18 242 + 27
5° dia 0,28+0,03 0,32+0,01*| 208+ 17 236+ 7**
7° dia 0,31+£0,04 0,31+0,05{230+£28 229+39
9° dia 0,29+0,02 0,31+0,03 {209+14 228+26
11° dia 0,25+0,02 0,28+0,02 | 187+15 207 +17
13° dia 0,27 £0,03 0,27+0,01 | 197+25 213+41
Média+ DP 0,28 +0,02* 0,31 +0,02° {211 + 15° 228 + 14*
Campo (N = 10) 0,40 + 0,05” 331 +41Y
*p<0,05
**p<0,01

Os resultados indicam que a aplicacdo de UV-B afetou positivamente a
capacidade fotossintética intrinseca das plantas em cultivo. Entretanto as plantas de
campo possuem claramente maior capacidade fotossintética intrinseca, com valores

mais altos de ETR e AF/Fm’ em intensidades de luz mais altas.

Plantas aquéaticas com folhas flutuantes sdo capazes de capturar uma grande
proporcéo da luz solar. Sua capacidade fotossintética é relativamente elevada, podendo
ser comparavel, ou até maior, que das plantas terrestres, ja que dificilmente estas plantas
sofrem com deficiéncia hidrica (Larson 2007). Além do mais, dependendo do estagio de
desenvolvimento e/ou condi¢Ges ambientais adversas, estas plantas aquaticas, como N.
indica, podem apresentar uma alta plasticidade em sua forma de vida, desenvolvendo
pequenas plantas terrestres em sedimentos temporariamente secos (Tsuchiya 1988;
Wang et al. 2010).
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O tempo de recuperacgédo da fotoinibicdo em plantas aquaticas é particularmente
dependente da profundidade onde o individuo cresceu e, consequentemente, da
irradiancia solar durante seu crescimento (Hussner et al. 2010). Hanelt et al. (2006)
demostraram que as plantas aquaticas submersas sdo mais sensiveis a elevada radiacao,
sofrendo uma inibicdo cronica da fotossintese. Em contraste, as plantas que séo
normalmente expostas a forte radiagdo, como as de folha flutuante, mostraram uma

fotoinibi¢cdo mais leve, que, neste caso, deve ser interpretada como foto-aclimatacéo.

Larkum e Wood 1993 (apud Hanelt et al. 2006) indicaram que o aumento dos
niveis de radiacdo UV pode causar um efeito semelhante a PAR elevada em todos os
tipos de plantas aquéticas. Isto demonstra que o potencial fotossintético de N. indica
para aclimatar-se ao estresse gerado pela elevacdo da radiacdo UV-B em cultivo,
sugerindo que esta planta apresenta mecanismos eficientes de tolerancia ao estresse

garantindo sua sobrevivéncia em condicdes elevadas de radiacdo UV-B.

Devido as diferentes flutuacGes de radiagdo, as plantas ao longo da sua evolugédo
desenvolveram diferentes mecanismos de defesa contra o estresse causado pelo excesso
de radiacdo (Meiling, et al. 2012). Neste contexto, a estase fotossintética encontrada em
N. indica pode estar associada a tais mecanismos de defesa. Dentre todos os
mecanismos possiveis de protecdo desenvolvidos pelos vegetais, neste trabalho foram
avaliadas as defesas quimicas mediadas pelos metabdlitos secundarios.

Para avaliar a composicdo dos metabdlitos secundarios analisou-se o perfil
quimico dos individuos do campo, controle e tratamento utilizando-se Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a um detector de arranjo de diodo (CLAE-UV-
DAD). CLAE-UV-DAD ¢ uma importante técnica cromatografica empregada para a
separacdo e deteccdo de metabdlitos secundarios em misturas complexas, como 0s
extratos brutos de plantas. Uma analise por CLAE-UV-DAD permite avaliar a
complexidade dos perfis quimicos e distinguir, através da analise dos espectros de
absorcéo caracteristicos no ultravioleta as principais classes de metabolitos secundarios

presentes na amostra.

Os resultados dos perfis quimicos mostraram uma grande complexidade quimica
em todos os extratos de N. indica. Variagdes qualitativa e quantitativa dos metabdlitos

foram observadas entre os individuos provenientes do campo, controle e tratamento
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(FIGURA 25). Os espectros de UV dos metabdlitos foram caracteristicos de substancias
fendlicas, com bandas de absor¢do entre 210-350 nm, sugerindo a presenga de
flavonoides, uma das classes de produtos naturais descrita para o género, como

substancias majoritarias (Bohm et al. 1986).
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FIGURA 25: Cromatografia de Alta Eficiéncia (CLAE-UV-DAD) dos individuos (A)

do Campo com radiacdo UV-B natural; (B) cultivados sem radiagdo UV-B (Controle);
(C) do cultivo com radiacdo UV-B 1,93 vezes maior que a natural (Tratamento).
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Flavonoides representam um dos grupos mais importantes e diversificados de
polifendis de origem vegetal. Esta classe de substéncia é altamente distribuida em
plantas e apresenta uma multiplicidade de func¢des na interacdo planta-ambiente (Agati
et al. 2012).

Os flavonoides sao formados pela combinagdo de derivados sintetizados a partir
da fenilalanina (via metabolica do &cido chiquimico) e do &cido acético. A estrutura dos
flavonoides é caracterizada por um esqueleto contendo um ndcleo bésico com dois anéis
benzénicos, A e B, e um anel pirano C, totalizando 15 atomos de carbono (FIGURA 26
A). Os flavonoides sdo classificados em dez grupos: flavona, flavonol, flavanona,
dihidroflavonol, flavanol, flavanoide, isoflavona, aurona, chalcona e antocianinas
(FIGURA 26 B). Estas classes se distinguem pelas modificagbes no anel C e
substituicdes nos anéis A e B (Graham 1998; Willians et al. 2004, loannou et al. 2012).
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FIGURA 26: (A) Estrutura do nucleo fundamental dos flavonoides. (B) Estrutura das
principais classes de flavonoides.

67



Como a visualizacdo de padrdes sistematicos ou tendéncias com dados de tempo
de retengdo nos perfis quimicos dos individuos em CLAE foi dificil, devido a sua alta
complexidade, a aplicagdo de técnicas quimiométricas auxiliou a interpretagdo dos
dados com mais qualidade, possibilitando a classificacdo e a discriminacdo entre as
amostras (Cheng et al. 2010). Neste contexto, foi utilizado a Analise de Componentes
Principais (PCA, do termo em inglés Principal Components Analysis) que é um método
empregado com a intencdo de extrair e visualizar semelhangas nestas grandes matrizes
de dados. Através da PCA pode-se reduzir a dimensdo do conjunto de dados,
encontrando combinacdes lineares das principais variaveis que explicam a maior parte
da variabilidade dos dados (Sena et al. 2000, Stasiak et al. 2010).

A PCA permitiu avaliar o grau de correlacdo dos perfis quimicos das amostras,
bem como encontrar as substancias que mais contribuiram para os agrupamentos. O
componente principal 1 (CP1) e o CP2 explicaram juntas 56 % da variabilidade dos
dados cromatograficos. Por meio do grafico dos escores (FIGURA 27) foi possivel
discriminar, pelos tempos de retencdo dos perfis quimicos, dois grupamentos de
amostras distintos: um formado pelos individuos do tratamento, localizado no lado
negativo da CP1; e outro pelos individuos do controle e campo localizado no lado
positivo da CP1. A separagdo foi significativa entre os dados dos individuos do
Controle e do Tratamento pelos escores da PC1 (H =13,934; p =0,001) (FIGURA 28).

68



3E6

°
2,5E6
)
2E6
)
1,5E6
)
1E6 °
ol (=]
O S 5E5
a N °
~ [ ) :
0 ®
) ) ¢
s )
-5E5
° %
) °
-1E6
)
-1,5E6 °
-2E6
-3E6 -2E6 -1E6 0
PC1
(29%0)

FIGURA 27: Gréafico dos escores dos Componentes Principais 1 e 2 (CP1 e CP2) na

4E6

Anélise dos Componentes Principais dos perfis quimicos obtidos por CLAE e lidos em
254nm. Circulos vermelhos representam individuos do tratamento (cultivados com
radiacdo UV-B), circulos azuis representam individuos do controle (cultivados sem
radiacdo UV-B) e circulos verdes representam individuos do campo (radiacdo UV-B

natural).
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FIGURA 28: Medianas, quartis, minimos e maximos dos escores da PC1l dos
individuos do tratamento, campo e controle. Letras diferentes denotam diferenca
significativa entre controle, tratamento e campo (Kruskal-Wallis). H (2, N= 30)
=13,934; p =0,001

O gréfico da FIGURA 29 A e B, que ordena o peso (loadings) do pico dos
cromatogramas na variacdo de cada componente da PCA pelo tempo de retencéo,
evidencia quais 0s compostos mais relevantes para a distribuicdo das amostras no
espaco fatorial dado pelo grafico dos escores. Neste sentido os metabdlitos que eluiram
no tempo de retencdo em 28,6 e 28,9 minutos foram as substancias mais importantes na

separacgdo dos individuos do controle e tratamento.
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FIGURA 29: (A) Peso do sinal do cromatograma na variacdo de CP1 pelo tempo de
retencdo. (B) Peso do sinal do cromatograma na variagdo de CP2 pelo tempo de
retencéo.
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Nas andlises realizadas em CLAE-UV-DAD foi possivel obter os espectros na
regido do UV para as substancias com tempo de retencdo em 28,6 e 28,9 minutos
(FIGURA 30 e 31, respectivamente). A espectroscopia na regido do UV é uma técnica
muito utilizada para a identificacdo estrutural de substancias fenolicas que possuem

espectros de absor¢do caracteristicos nestes comprimentos de onda.
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FIGURA 30: Espectro de UV da substancia com tempo de retencdo em 28,6
responsavel pela segregacdo dos extratos na PCA. (A) Campo; (B) Controle e (C)
Tratamento.
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FIGURA 32: Espectro de UV da substancia com tempo de retencdo em 28,9
responsavel pela segregacdo dos extratos na PCA. (A) Campo; (B) Controle e (C)
Tratamento.

Na andlise dos espectros na regido do UV destes metabdlitos, notou-se que as
condigdes de cultivo alteraram as caracteristicas estruturais do metabolito com tempo de
retencdo em 28,6 quando comparada ao espectro dos individuos do Campo. Os dados
sugerem a variacdo do metabolito presente no Campo para um segundo metabolito,
estruturalmente correlacionado ao primeiro, produzido nas condic¢des de cultivo, tanto
para o controle quanto para o tratamento. Entretanto, esse segundo metabolito encontra-
se em maior concentracdo nos individuos do Controle e em concentra¢des infimas nos
individuos do tratamento (FIGURA 31 A, B e C). Por sua vez, a substancia com tempo

de retencdo em 28,9 teve sua maior concentracdo obtida para os individuos do
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Tratamento, seguido dos individuos do Campo e nos individuos do Controle sua
concentracdo foi infima (FIGURA 32 A, B e C). Além disso, observa-se também
alteracOes estruturais nos individuos do controle, sugerindo que a producdo desta

substancia esta relacionada a incidéncia de radiacao UV-B.

Os metabdlitos com tempo de retencdo em 28,6 e 28,9 apresentaram absorcdes
referentes as bandas | e 11 de flavonoides. Sendo a absor¢do da banda Il em 253 e 266
nm para a substancia em 28,6 e absor¢do em 255 e 266nm para a substancia em 28,9. J&
a banda I apresentou absorcdo em 292 e 335 nm e 292 e 353 nm para as substancias em
28,6 e 28,9 respectivamente. Os flavonoides absorvem na regido do ultravioleta e
possuem comumente duas bandas de absor¢do caracteristicas. A banda Il, com maximo
de absor¢do em 240-285 nm resultante do anel A e a banda I, com méximo de absor¢éo
em 300-550 nm resultante da absorcdo do anel B. Flavonas e flavonois glicosilados séo
usualmente observados em comprimento de onda em 270nm, 365nm ou 370nm, embora

deteccBes em 280 e 350nm sejam também utilizadas (Huber et al. 2008).

Sendo assim, a comparacdo dos dados obtidos com a literatura (4 bandas no
espectro de UV (MeOH): 255, 269, 301 e 370 nm, Markham & Thomas 1970) permitiu
sugerir que a substancia em 28,9 min seja um flavonol com esqueleto quercetina
(FIGURA 32) com substitui¢des no anel B. Néo foi possivel sugerir uma estrutura para
0 metabdlito 28,6 minutos.

FIGURA 32: Estrutura do flavonol quercetina.
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Alguns trabalhos tém demonstrado que a exposi¢do a radiagdo UV-B pode
induzir a produgdo de substancias fendlicas que atuam como mecanismo de defesa em
plantas (Santos et al. 2004). Existe uma correlacdo positiva bem estabelecida entre a
intensidade de radiacédo solar e a producdo de compostos fendlicos, tais como flavonois
e antocianinas. Estas substancias absorvem e/ou dissipam a energia solar, protegendo a
planta contra a foto-destruicdo dos tecidos e reagdes fisioldgicas (Globo-Neto & Lopes
2006).

A capacidade de plantas acumularem compostos absorventes de radiacdo tem
sido correlacionada com a tolerancia ao UV-B. Mutantes de Arabidopsis tolerantes a
niveis de UV-B letais mostraram uma acumulacdo constitutivamente elevada de
flavonoides e outros fendlicos (Santos et al. 2004). Estas substancias podem reduzir a
degradacdo gerada pelo UV-B nos centros de reacdo do PSII (Ryan et al. 2002). O
acumulo destas substancias ocorre principalmente em tecidos superficiais tais como
epiderme, subepiderme, pélos, cuticula, material epicuticular e em vacuolos do
parénquima (Globo-Neto 2006; Zancan et al. 2008). A relevancia fisiologica dos
flavonoides, presumivelmente, difere entre as diferentes espécies de plantas, mas a
absorcdo maxima dessas substancias a 210-350 nm prediz uma funcdo importante na
protecdo do tecido da radiacdo UV, para qualquer espécie, evitando que essa radiacao
alcance o mesofilo, afetando a fotossintese (Martens, et al. 2010; Klem et al. 2012).

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciam que o aumento da radiacdo UV-
B alterou o perfil quimico de N. indica, estimulando uma producdo elevada de
flavonoides, responsaveis pela protecdo contra a foto-degradacdo. Essas defesas
quimicas podem ser as principais responsaveis pela elevada eficiéncia fotossintética de
N. indica, protegendo seus tecidos fotossintéticos dos danos gerados pelo aumento da
radiacdo UV-B.

O aumento da incidéncia de radiacdo UV-B, associada, entre outros fatores, a
elevada eficiéncia fotossintética com alto fluxo de elétrons, propicia a producdo de
radicais livres e espécies reativas de oxigénio (ERQ"s). Assim, metabolitos secundarios
produzidos pelo aumento da radiacdo UV-B podem estar envolvidos, também, no
mecanismo de defesa contra os danos gerados pelos radicais livres, atuando assim como

substancias antioxidantes.
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Para a avaliacdo da atividade antioxidante dos individuos do Campo, Controle e
Tratamento, foi empregado o método colorimétrico de DPPH. Apesar de nao
representar condi¢es semelhantes para 0s processos que ocorrem in vivo, este método é
largamente utilizado, tanto pela simplicidade e rapidez quanto pela reprodutibilidade. E
considerado um ensaio facil e possibilita analisar um grande nimero de amostras em
curto periodo de tempo. Seus resultados levam em consideragdo ndo apenas a
concentracdo de antioxidantes, mas também o tempo de reacdo para alcangar 0 maximo
de atividade da substancia. Este método é caracterizado por avaliar a capacidade de
neutralizacdo do radical livre estavel, DPPH, detectando a presenca de substancias com
propriedades antioxidantes em todo tipo de amostras, inclusive em extratos vegetais
(Brand-William, et al. 1995; Moreno 2002; Molyneux 2004).

A TABELA VIII apresenta a atividade antioxidante, através dos valores de ECsg
para os extratos dos individuos do Campo (radiacdo UV-B natural), Controle (sem
radiagdo UV-B) e Tratamento (1,93x a radiacdo UV-B natural). Baixos valores de ECsg
refletem uma grande capacidade antioxidante da amostra. De acordo com os resultados,
observa-se uma alta atividade antioxidante para N. indica. Entretanto essa atividade foi
maior para os individuos do tratamento expostos a alta radiacdo UV-B. Nenhuma das
amostras apresentou atividade maior do que o padrdo comercial BHT, uma substancia

pura, utilizada como antioxidante em escala industrial.

76



TABELA VIII: Mediana, maximo e minimo de ECsy (concentragdo da amostra
necessaria para reduzir em 50% a concentragdo inicial de DPPH) dos extratos brutos
dos individuos do campo (N=10), controle (N=10) e tratamento (N=10). BHT foi
utilizado nos ensaios como controle positivo (n=3). Letras diferentes indicam diferenca
significativa entre as amostras (Kruskal Wallis).

ECso
(g amostra / g DPPH)

Mediana  Minimo e Mé&ximo

BHT 1,72% 1,68e1,74
Tratamento 3,50 2,33e3,99
Controle 4,54" 3,23 e 6,62
Campo 4,02 3,40e6,46

Sugere-se que a elevada atividade antioxidante esteja correlacionada com o
aumento da concentracdo do flavonol correlacionado a quercetina (Tr 28,9) encontrado
nos individuos do Campo e do Tratamento. A FIGURA 33 apresenta uma correlacdo
entre 0 aumento da intensidade de absor¢éo deste metabdlito com a diminuicdo do ECsg
(Rpearson=-0,50; p = 0,037).
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FIGURA 34: Correlacdo de Pearson (Rpearson=-0,50; p = 0,037) do ECs, dos individuos
do Campo e Tratamento com a intensidade do pico 28,9 (mAU).

Flavonoides sdo substancias caracterizadas como antioxidantes naturais e tém

recebido consideravel atencdo devida a sua propriedade neutralizadora de radicais

livres. Estas substancias exibem estruturas quimicas conjugadas no anel B ricas em

grupos hidroxilas, por exemplo, espécies quimicas que permitem a doacdo de um proton

(H") para o radical livre, interrompendo o mecanismo de oxidagdo. Nesta reacdo os

derivados fendlicos ficam com um elétron desemparelhado, no entanto, este radical é

estabilizado pela ressonancia com o0s anéis benzénicos presentes em sua estrutura. Esse

mecanismo de reacdo protege os tecidos da acdo nociva dos radicais livres altamente
reativos (Rice-Evans et al. 1995; Al-Gubory at al. 2010; Silva e Paiva, 2012).
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A acdo antioxidante dos flavonoides pode ser desempenhada, por exemplo, pelas

espécies quimicas apresentadas nas equacgdes abaixo:

Flavonoide (OH) + R« —> flavonoide (O+) + RH

Flavonoide (OCH3) + R« —> flavonoide (O¢) + RCHj3

Onde: « representa um elétron desemparelhado, e R um radical livre.

Utilizando-se o radical DPPH também é possivel analisar o comportamento
cinético de uma substancia numa amostra. Para isso € construido uma curva dose-
resposta relativa ao decréscimo da porcentagem de DPPH remanescente (% DPPHrem)
no meio reacional, em funcdo do tempo (min). Assim, dependendo da velocidade para a
estabilizacdo do DPPH € possivel caracterizar se uma amostra tem uma cinética rapida,
intermediaria ou lenta. Uma cinética rapida traduz-se numa substancia que reage
rapidamente com o DPPH e atinge o0 estado estaciondrio em menos de cinco minutos.
As substancias que apresentam tempos de estabilizagdo entre cinco e trinta minutos
possuem uma cinética intermediaria, enquanto que os que demoram mais de trinta

minutos, possuem uma cinética lenta (Brand-Willians et al. 1995).

O comportamento cinético da reacdo do DPPH com cada extrato e o controle
positivo (BHT), € mostrado na FIGURA 34 A, B, C e D. Observou-se que 0s extratos
dos individuos do campo, controle e tratamento apresentaram um comportamento
semelhante em todas as concentra¢fes analisadas, com um decaimento inicial mais
rapido, seguido de um decaimento muito lento. A porcentagem (%) do DPPH
remanescente no inicio da reacdo manteve-se praticamente constante durante os 30
minutos seguintes de reacdo. Notou-se também que a concentracdo de 250 pg/mL foi a
mais ativa para todas as amostras analisadas, seguida da concentracdo de 150 pg/mL.
Ambas as amostras atingiram uma porcentagem de DPPH remanescente menor que
50% nos primeiros instantes da reacdo. JA o BHT (FIGURA 34 D) apresentou um
comportamento cinético lento com um decaimento do DPPH remanescente gradual ao

longo do tempo, em todas as concentragdes analisadas.

79



100 A A 100 B
@ 90 $ 3 o 90 $
- R
S 80+ : 1 S 80 T
3 ¢ 3 o
(72 I T (723 = - 4
o 704 - o 70 4 =
c C
g 60 | ¢ g 60 -
& 50 g & 501
I 40 I 40
& &
30 | 1
a [a)
S 20 $ 20
10 1 hd * 3 10 1 L3 . . e
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Tempo (min) Tempo (min)
100 C 100 - D
o 90 4 I I I o 901
€ IS
(5] 80 4 D 80
? a
3 70 3 70
G &
60 - 60 1
§ §
x 50 1 r 50
I 40 - I 40
& &
Q301 & 304
o\o 20 A o\o 20 4
10 1 10 1
01 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0 ‘
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Tempo (min) Tempo (min)

FIGURA 35: Média e desvio da cinética de reacdo dos extratos brutos (A) dos
individuos de campo com DPPH (radiacdo UV-B natural, n=10); (B) dos individuos
controle com DPPH (submetidos a cultivo sem radiacdo UV-B, n=10); (C) dos
individuos do tratamento com DPPH (submetidos a cultivo com 1,93 vezes a radiacao
UV-B natural, n=10) e do (D) BHT com DPPH (n=3). Onde a linha vermelha representa
a concentracdo de 5 pg/mL; a linha verde representa a concentracdo de 10 pg/mL; a
linha azul representa a concentracdo de 25 pg/mL; a linha rosa representa a
concentracdo de 50 pg/mL; a linha cinza representa a concentracdo de 125 pg/mL e a
linha marrom representa a concentracéo de 250 pg/mL.

80



Sendo assim, diferente do BHT, que apresenta uma cinética lenta, todos os
extratos dos individuos do campo, controle e tratamento exibiram uma cinética
intermediéria, podendo ser considerada rapida para as concentracbes mais altas
analisadas. Esta diferenca esta relacionada as caracteristicas quimicas das substancias

presentes nos extratos que permitem a estabilizacao do radical DPPH.

Esta caracteristica de decaimento do %DPPH dos extratos de todos os individuos
de N. indica, indica uma pré-disposicdo dos organismos em lidar com o estresse
oxidativo, uma vez que o ambiente natural da populacdo, uma lagoa costeira no norte do
estado do Rio de Janeiro, recebe altas doses de radiacdo solar durante todo o ano. Além
disso, a Lagoa Comprida, local de coleta dos espécimes, possui caracteristicas fisico-
quimicas peculiares, com elevadas concentra¢fes de substancias humicas diluidas na
agua. Estas substancias organicas produzidas pela decomposicéo de matéria organica de
origem terrestre e lixiviadas para as lagoas, sdo reconhecidamente responsaveis pela
producdo de ERO’s em plantas aquaticas (Timofeyev & Steinberg 2006, Timofeyev, et
al. 2006, Bedulina et. al. 2010 ). Desta forma, € possivel sugerir que a populagdo de N.
indica investigada nesse trabalho produz substancias antioxidantes constitutivas com a

finalidade de se proteger do estresse natural do meio.

Observa-se assim que o estresse gerado pelo aumento da radiacdo UV-B alterou
o perfil quimico dos individuos submetidos a cultivo, sugerindo que essas alteracoes
quimicas foram responsaveis pelo aumento da atividade antioxidante destes individuos.
E descrito na literatura que o estresse oxidativo promovido pela radiacdo UV-B
desencadeia cascatas de eventos relacionados ao estresse fisioldgico e as respostas do
vegetal ao mesmo. Destacando-se alteragfes quantitativas e qualitativas na producdo de
metabolitos secundarios (Sun et al. 2010; Ning et al. 2012). Essas alteracBes podem
mediar de forma integrada outras relacbes ecoldgicas importantes do organismo com
seu meio, tendo em vista que os mesmos interagem de forma dinamica com outros seres
vivos e com os fatores fisicos que os circundam, como é conceituado um ecossistema
(Ricklefs 2011). Acredita-se que essa resposta integrada dos metabdlitos a diversas
relacfes ecoldgicas esteja relacionada ao custo metabdlico para sua producéo, uma vez
que a producdo de compostos secundarios que atuam como defesa pode ser um processo
muito caro energeticamente para a planta (Herman e Mattson 1992; Cronin, 2001,
Cipollini, 2000, Izhaki, 2002, Anderson & Agrell, 2005; Pohnert, 2007).
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A relacdo entre planta-herbivoro € um importante fendmeno ecologico capaz de
controlar a dinamica funcional de um ecossistema (Meloni et al. 2012). Neste contexto,
plantas desenvolveram ao longo de sua evolugdo mecanismos que reduzem os ataques e
os danos causados pelos herbivoros. Assim, defesas quimicas sdo mecanismos eficazes
de protecdo contra a predacdo. Muitos estudos confirmam a existéncia de uma relacédo
entre metabolitos secundérios e a herbivoria mostrando que estas substancias podem
diminuir o consumo dos tecidos vegetais, minimizando os danos causados pelos
herbivoros (Hay & Fenical 1988; Meyer & Paul 1992; Kubanek et al. 2000; Parker &
Hay 2007; Kaplan et al. 2008; Degenhardt 2009; Barbehenn et al. 2011;).

Desta forma, procurou-se avaliar a resposta integrada dos metabdlitos
secundarios produzidos pela inducdo da radiagdo UV-B e a atividade destes extratos
contra a herbivoria. Assim, os extratos dos individuos do Campo, Controle e
Tratamento foram analisados em bioensaios de preferéncia alimentar pelo herbivoro

Biomphalaria sp.

Na FIGURA 35 pode-se observar a média do consumo (% de quadrados
consumidos) dos individuos dos grupos analisados: Campo, Controle e Tratamento. Em
cada grupo, notou-se que os extratos de N. indica ndo apresentaram defesas quimicas
contra herbivoria, pois ndo houve diferengas significativas entre o consumo dos

alimentos com extrato e sem extrato.
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FIGURA 35: Medianas, Média, desvios padrdo, minimo e maximo do percentual de
consumo dos extratos dos individuos do campo (UV-Natural, n=10); Controle (Sem
UV-B, n=10) e tratamento (1,93 vezes a radiacdo UV-B natural, n=10) pelo herbivoro
Biomphalaria sp. Onde box verde representa o alimento sem adicdo do extrato e box
vermelho o alimento com adicdo do extrato. Separacdes pontilhadas denotam teste de
Wilcoxon para cada grupo.

Apesar da existéncia de trabalhos que evidenciam a resposta integrada do
aumento de substéncias quimicas induzidas pelo aumento da radiagdo UV-B e o
aumento da resposta contra a herbivoria (Ballaré et al. 2001), os resultados deste
trabalho evidenciaram que apesar de terem ocorrido alteragdes no perfil quimico de N.
indica em resposta ao aumento de UV-B, estas ndo foram suficientes para causar

alteracdes significativas da atividade contra Biomphalaria sp.
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Cabe ressaltar, que os ensaios ecologicos de herbivoria foram realizados
somente com um organismo, o gastrépode Biomphalaria sp., evidenciando que contra
este herbivoro, N. indica ndo apresentou defesas quimicas. Porém, o efeito dessas

substancias contra a herbivoria por outros organismos € desconhecida.

Os resultados apresentados nesse trabalho demonstraram que o estresse
oxidativo gerado pelo aumento da radiacdo UV-B nédo alterou a eficiéncia fotossintética
de N. indica. Entretanto observaram-se alteracGes tanto quantitativas quanto estruturais
nos perfis quimicos de N. indica. Sugerindo que essas modificagdes quimicas foram
induzidas em resposta antioxidantes aos danos gerados pelo aumento da incidéncia de
radiacdo. Entretanto, essas mudancas nos perfil quimico ndo foram suficientes para
influenciar a quimica defensiva na relacdo ecoldgica com o herbivoro Biomphalaria sp.

com esta espécie de macrofita.
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5.2. Caracterizacdo quimica das substancias bioativas em Nymphoides

indica

Com o objetivo de se identificar os metabdlitos secundarios bioativos
produzidos por N. indica o estudo quimico foi conduzido com os diferentes extratos da

planta preparados para este fim.

Foram obtidos quatro extratos a partir do material vegetal seco e moido. Uma
parte do material vegetal foi extraida com metanol obtendo-se um extrato bruto total
(EBtotal). A outra parte foi submetida a uma extragdo sequencial com hexano, acetato
de etila e metanol para a separacdo dos metabdlitos de acordo com a polaridade. Trés
extratos brutos foram obtidos: o extrato em hexano (EBH), o extrato em acetato de etila
(EBAC) e outro em metanol (EBM). Na TABELA 1X pode-se obsevar a massa e 0
redimento obtido para cada extrato, sendo o extrato bruto total o que apresentou o maior

rendimento.

TABELA IX: Massa e rendimento dos extratos brutos de Nymphoides indica, onde
EBH= extrato bruto sequencial em hexano; EBAC= extrato bruto sequencial em acetato
de etila; EBM = extrato bruto sequencial em metanol; EBtotal = extrato bruto em
metanol.

Extrato Massa (g) Rendimento (%)

EBtotal 9,04 30,48
EBH 11,21 1,57
EBAC 13,88 1,95
EBM 81,77 11,47

Para a identificacdo dos metdbolitos secundarios presentes nos extratos
investigados nesse trabalho foi realizado um screening do perfil fitoquimico, utilizando
a técnica de CLAE-UV-DAD. Os perfis quimicos de cada extrato e as caracterisiticas

quimicas das substancias presentes foram obtidas para as amostras.
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Todos os extratos foram analisados nas mesmas condi¢fes cromatograficas para
facilitar a comparacdo entre eles. A interpretacdo dos dados permitiu observar
diferencas quantitativas e qualitativas dos metabolitos nos quatro extratos brutos. O
extrato em hexano foi o que apresentou a menor complexidade quando comparado aos
demais. J& os extratos em metanol foram os que apresentaram maior complexidade

quimica e maior abundancia de substancias (FIGURA 36).

Assim, como demostrado para os extratos brutos dos individuos do cultivo, as
substancias do EBtotal apresentaram espectros de UV caracteristicos de substancias
fenolicas. Algumas das substancias fendlicas comumente encontradas em plantas séo
vendidas no mercado como padrBes com grau analitico para a utilizagdo em
metodologias utilizando técnicas cromatograficas. Sendo assim, na tentativa de se
identificarem as substancias fenolicas presentes nos extratos, 13 padrdes comerciais
foram analisados nas mesmas condicGes dos extratos (TABELA X). Cinco substancias
estruturalmente correlacionadas com os padrdes foram identificadas: Floroglucinol (1),
Acido Clorogénico (2), (-)- Epicatequina (3) Quercetina (4) e Acido Ferrdlico (5)
(FIGURA 36 A).

Foram observadas pequenas variagdes entre os tempos de retencdo das
substancias puras e das substdncias presentes nos extratos, além de pequenas
modificagdes nos valores dos comprimentos de onda das absor¢des do espectro de UV
de alguns metabdlitos. 1sso pode ter ocorrido devido as interacdes destas substancias
com outras substancias presentes no extrato bruto ou mesmo pequenas modificacdes
estruturais. Entretanto, os padrOes dos espectros de absorcdo possibilitaram a
identificacdo dos esqueletos das substancias fenolicas presentes nas amostras.

O perfil quimico do extrato sequencial em metanol (EBM) foi similar ao do
EBtotal, com a presenca de subtancias com correlacdo estrutural ao Floroglucinol (1),
Acido Glorogeénico (2), Quercetina (4) e Acido Ferrulico (5) (FIGURA 36 B).

O extrato em acetato de etila (EBAC) apresentou substancias com uma faixa de
média polaridade a polar. Com a presenca e Floroglucinol (1) também identificada no
extrato EBtotal e EBM. A formula estrutural da substancia majoritaria na fracdo, com
Tr 36,0 minutos (FIGURA 37 C) foi sugerida de acordo com a comparacdo dos dados
de UV com a literatura (UV Amax (MeOH) : 254, 272, 301 e 374 nm, Marhfam &
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Thomas 1970). O metabolito foi sugerido como estruturalmente correlacionado ao

flavonol com esqueleto miricetina (FIGURA 36 - 6).

J& o extrato em hexano apresentou o perfil quimico mais diferente entre todos o0s

extratos, sendo caracterizado pela presenca de substancias apolares (FIGURA 36 D).

TABELA X: Padrdes comerciais com seus respectivos tempos de retengdo em minutos
e espectro de UV. A presenca e a auséncia das substancias no extrato em metanol
(EBtotal) de Nymphoides indica foram representadas por + e —, respectivamente.

Presenca
~ Tempo de Espectro da
Padréo P x b Anci
. retencdo de UV substancia
Comercial . .
(min) do padrio (») no extrato
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o}
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FIGURA 36: Cromatogramas dos extratos brutos de N. indica destacando a presenca
nos extratos das substancias sugeridas. (A) Extrato bruto total em metanol. (B) Extrato
bruto sequencial metanol. (C) Extrato bruto sequencial em acetato. (D) Extrato bruto
sequencial metanol. Com destaque para as substancias estruturalmente sugeridas
seguida do seu espectro de UV. 1: Floroglucinol; 2: Acido Clorogénico; 3: (-) —
Epicatequina; 4:  Quercetina; 5: Acido Ferrdlico e 6: Miricetina
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Essas diferencas quimicas entre os extratos foram refletida também na atividade
antioxidante dos mesmos. A TABELA Xl mostra que os valores ECs, de todos os
extratos foram maiores do que o valor encontrado para o BHT (1,51 £ 0,22 g BHT / g
DPPH). No entanto, € importante salientar que todas as amostras sdo misturas
complexas e que estas costumam fornecer resultados de atividades inferiores ao de

amostras de substancias puras.

Analisando somente os resultados dos extratos, observou-se que o0 extrato em
hexano ndo apresentou atividade antioxidante. J& o extrato em metanol (EBM) foi o que
apresentou a maior atividade dentre todos os extratos testados. Estes resultados
evidenciaram que as substancias fenolicas sdo responsaveis pela atividade antioxidante,
uma vez que extratos ativos (EBAC, EBM, EBtotal), como ja descrito, apresentam

como maiores constituintes estas substancias.

TABALA XI: Médias e Erro padrdo de ECsy (concentragdo da amostra necessaria para
reduzir em 50% a concentracdo inicial de DPPH) dos extratos brutos de Nymphoides
indica expressa em g de amostra/g DPPH. Os ensaios foram realizados em triplicata
para cada extrato. EBH= extrato bruto sequencial em hexano; EBAC= extrato bruto
sequencial em acetato de etila; EBM = extrato bruto sequencial em metanol; EBtotal =
extrato bruto em metanol. BHT foi utilizado como controle positivo no ensaio
antioxidante. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) no teste post
hoc de Tukey. ANOVA: F= 405,844, p < 0,001.

EXTRATOS EC50 (g amostra/ g DPPH)

EBM 6,81 + 0,09"
EBtotal 7,61+0,13”
EBAC 7,92 +0,13

BHT 1,51 +0,22¢

EBH )

(-) atividade ndo detectada
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A diferenca quimica dos extratos também foi refletida no comportamento
cinético dos extratos, através da curva de dose-resposta relativa ao decréscimo da
porcentagem de DPPH remanescente (% DPPHrem) no meio reacional, em funcéo do
tempo (min). Observou-se que 0s extratos mostraram uma resposta quase instantanea
para cada concentracdo testada, pois a % DPPHrem no inicio da reacdo manteve-se
praticamente constante durante os 30 minutos da reacdo (FIGURA 37). Entretanto, o
EBM foi o que apresentou menores % DPPHrem em todas as concentragOes testadas,
diferentemente do EBH que néo apresentou decaimento do DPPH durante todo o tempo
reacional. Esses dados sugerem que as substancias fendlicas presentes no extrato em
metanol sdo capazes de neutralizar rapidamente e com mais eficacia os radicais livres

presentes no meio reacional.
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FIGURA 37 Média e desvio da cinética de reacdo de (A) EBtotal (extrato bruto em
metanol) com DPPH; (B) EBM (extrato bruto em metanol) com DPPH; (C) EBAC
(extrato bruto em acetato de etila) com DPPH, (D) BHT com DPPH e (E) EBH (extrato
bruto em hexano) com DPPH. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Linha
vermelha representa a concentragdo de 5 pg/mL; a linha verde representa a
concentracédo de 10 pg/mL; a linha azul representa a concentracéo de 25 pug/mL; a linha
rosa representa a concentracdo de 50ug/mL; a linha cinza representa a concentragédo de
125 pg/mL e a a linha marrom representa a concentragdo de 250 pg/mL.
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Metabolitos secundarios sdo importantes substancias que mediam a relacéo
ecoldgica entre herbivoros e plantas. A caracterizacdo destas moléculas ativas é crucial
para o entendimento deste processo ecoldgico e da dindmica dos ecossistemas. Desta
forma, este trabalho teve como objetivo localizar e caracterizar as substancias que
apresentaram atividade contra a herbivoria em N. indica, através de bioensaios
ecoldgicos analisando o consumo preferencial por Biomphalaria sp. por alimentos

artificiais contendo os extratos brutos e sem o extrato bruto.

A FIGURA 38 apresenta o grafico do % de consumo para 0s extratos analisados.
Quando analisado o percentual de consumo dos dois alimentos oferecidos
simultaneamente ao herbivoro, os alimentos contendo extratos brutos EBH, EBM e
EBtotal ndo foram eficientes como defesa frente ao herbivoro Biomphalaria sp. (p <
0,05, teste de Wilcoxon para amostras pareadas — alimento com extrato e sem extrato).
Entretanto, evidencia-se que as substancias presentes no extrato bruto em acetato

(EBAC) sdo capazes de inibir significativamente a herbivoria (p = 0,001).
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FIGURA 38: Média, desvios padrdo, minimo e maximo do percentual de consumo dos
extratos brutos sequencias em hexano, acetato de etila e metanol (EBH, EBAC e EBM
respectivamente) e do extrato bruto total em metanol (EBtotal). Onde o box verde
representa o alimento sem adi¢do do extrato (controle) e box vermelho o alimento com
adicdo do extrato (tratamento). Separacdes pontilhadas denotam teste t pareado
individual para cada extrato. N=30 para cada extrato.

O extrato total em metanol ndo apresentou atividade contra a herbivoria, assim
como os resultados obtidos para todos 0s extratos dos individuos do cultivo e do campo.
Entretanto, quando os extratos das plantas obtidos de forma sequencial foram
analisados, o extrato EBAC foi ativo. Estes resultados demostram que apesar do extrato
total ndo ser ativo, N. indica produz substancias que atuam como defesa contra a
herbivoria por Biomphalaria sp.. Essas substancias, presentes provavelmente em baixas
concentragdes no EBtotal, foram evidenciadas no extrato em acetato. Um processo de

extracdo sequencial permite o fracionamento dos constituintes de uma planta de acordo
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com a polaridade, simplificando as misturas obtidas quando comparadas a um extrato
em metanol, que tem como principal caracteristica constituintes de todas as faixas de

polaridade.

Sendo assim, foi sugerida neste trabalho a presenca de 6 esqueletos fenolicos nos
extratos de N. indica, e variacbes quantitativas e qualitativas destes e de outros
metabdlitos nestes extratos. Entretanto é necessario trabalhos mais aprofundados de
isolamento e elucidagdo estrutural para determinagdo dos metabdlitos de N. inica.

O fracionamento inicial realizado pela extracdo sequencial permitiu localizar as
principais subtancias bioativas antioxidantes (presentes no EBM) e contra a herbivoria
(presentes no EBAC). Sugerindo que os fendlicos antioxidantes presentes nos extratos

bruto em metanol ndo sdo responsaveis pela quimica defensiva em N. indica.

100



t

(— )
— -
()
— )
el
&
— —
&
(L)




6. CONCLUSAO

o A eficiéncia fotossintética de N. indica ndo foi reduzida pelo aumento do

nivel de radiacdo de UV-B em aproximadamente duas vezes acima da radiacédo natural.

o A radiacdo UV-B induziu alteracbes nos perfis quimicos de N. indica.

Variagdes qualitativas e quantitativas foram observadas entre os extratos.

° AlteragcBes de caracteristicas estruturais de algumas substancias e a

producdo elevada de flavonoides foram respostas observadas ao estimulo com UV-B;

. Sugere-se que a protecdo contra os danos gerados pela radiacdo UV-B

seja atribuida a presenca do flavonol com esqueleto relacionado ao da queceting;

o O estresse gerado pela radiagdo UV-B aumentou a atividade antioxidante
em N. indica;
o A alteracdo do perfil quimico induzida pela radiacdo UV-B ndo causou

alteracdes significativas na producdo de defesas quimicas contra a herbivoria no extrato

bruto de N. indica;

. Sugere-se a presenca de substancias com estruturas relacionados a

Floroglucinol, Acido Clorogénico, Quercetina e Acido Ferrdlico;

. A presenca de um flavonol com esqueleto relacionado ao da miricetina

foi sugerida no extrato em acetato;

o A atividade antioxidante de N. indica foi relacionada principalmente as

substancias fenodlicas nos extratos;

o As defesas quimicas contra a herbivoria de N. indica foram atribuidas as

substancias presentes no extrato bruto em acetato de etila.
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Sendo assim, diferente dos trabalhos na literatura que descrevem que niveis
elevados de radiacdo UV-B geram danos no fotossistema Il e consequentemente
diminuem a eficiéncia fotossintética em plantas, os resultados observados neste trabalho
evidenciam que o estresse oxidativo desencadeado pelo aumento da radiacdo UV-B néo
reduziu a eficiéncia fotossintética de N. indica. Entretanto, corroborando a hipdtese,
observa-se que a radiacdo UV-B foi responsével por variagdes estruturais e quantitativas
na producdo de metabdlitos secundarios nesta espécie. Estas altera¢cdes podem ter sido
responsaveis pelo aumento da atividade antioxidante observada em individuos expostos
a elevada radiacdo UV-B. Todavia, contrariando o que é apresentado na literatura, que
mostra que o aumento da radiagéo influencia na relagéo de herbivoria, diminuindo ou
aumentando o consumo. as respostas quimicas ao aumento da radiacdo UV-B na
macrofita aquatica N. indica ndo foram suficientes para alterar as respostas de defesas

quimicas contra a herbivoria.

Em relacdo a caracterizacdo quimica das substancias bioativas, corroborando o
que ja foi descrito em relacdo a producdo de flavonoides para N. indica, sugere-se neste
trabalho, a presenca de substancias fenolicas para a espécie, entre elas acidos fendlicos e
flavonoides. Observa-se que estas substancias fendlicas podem ser as principais
substancias antioxidantes de N. indica. Ja as substancias que apresentam defesas
quimicas contra herbivoria foram encontradas no extrato em acetato de etila. Entretanto
é necessario trabalhos mais aprofundados de isolamento e elucidacdo estrutural para

determinacdo dos metabdlitos biotaivos de N. inica.
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