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Resumo

Metabdlitos secundarios sdo produzidos por alguns grupos vegetais e sdo essenciais
nas diferentes estratégias de adaptacdo as adversidades ambientais, atuando na protecdo e
comunicacdo das plantas, sendo responsivos a diversos fatores bidticos e abioticos. Entre as
diversas categorias de metabolitos secundarios, os alcaldides apresentam principal fungéo
relacionada a defesa contra herbivoros; atuam também na protecdo contra patdgenos e na
interacdo quimica com outras plantas (alelopatia). Alcaloides monoterpenos indolicos (MIAS)
sd80 uma classe de alcaldides de origem biossintética mista, e apresentam propriedades
farmacologicas conhecidas (e.g. MIAs de Catharanthus roseus e Rauwolfia serpentina).
MIAs provenientes de algumas espécies de Psychotria do Sul do Brasil sdo descritos como
agentes antioxidantes, antimutagénicos, ansioliticos, antidepressivos, antipsicoticos e
analgeésicos, apresentando grande potencial farmacoldgico. N,5-D-glicopiranosil vincosamida
(GPV) ¢ o alcal6ide majoritario de Psychotria leiocarpa (Rubiaceae — APG Ill), apresentando
estrutura semelhante a alguns alcaldides bioativos de Psychotria da regido, com a
peculiaridade de ser N-glicosilado. No presente trabalho, foi avaliado o efeito de dano
mecénico e aplicacdo de jasmonato sobre o acimulo de GPV no contexto de um possivel
papel do alcaldide em respostas a herbivoria, além de propriedades antioxidantes do
composto. O teor de GPV se manteve constante ap6s a aplicacdo dos tratamentos, ao longo de
todo o experimento. Portanto, a estratégia de acumulo deste alcaldide segue o padrdo de
fitoanticipina. No ensaio de dano mecénico os teores de compostos fendlicos também foram
monitorados e se mantiveram constantes. Ensaios de herbivoria utilizando dois modelos
generalistas e um especialista, ndo constataram eficAcia do GPV na protecdo contra estes
predadores. Ensaios de atividade contra oxigénio singleto, anions superoxido, radicais
hidroxil e peroxido de hidrogénio revelaram ampla atividade antioxidante, com alguns
resultados similares ao controle positivo (Trolox, um analogo da vitamina E). Os resultados
obtidos neste trabalho, juntamente com dados existentes da literatura para metabolitos
correlatos, sugerem uma funcdo fundamentalmente antioxidante de MIAs de Psychotria,
atuando como um modulador de estresse oxidativo.

Palavras chave: alcal6ides monoterpeno inddlicos, herbivoria, atividade antioxidante,
fitoanticipina, radiacdo UV-B
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Abstract

Some plants groups accumulate secondary metabolites, which may play a major role
in different strategies to deal with environmental challenges, being responsive to several
biotic and abiotic factors and functioning as protection and communication agents. Among
secondary metabolites, alkaloids play a major role as anti-feedant agents and are also involved
in pathogen protection and chemical interaction (allelopathy). Monoterpene indole alkaloids
(MIAs) are derived from two distinct biosynthetic pathways and possess well known
pharmacological properties (e.g. MIAs from Catharanthus roseus and Rauwolfia serpentina).
MIAs from Southern Brazilian Psychotria have been characterized as antioxidant,
antimutagenic, ansyolitic, antidepressive, antipsychotic and analgesic agents, therefore
bearing relevant pharmacological potential. N,5-D-glucopyranosil vincosamide (GPV) is the
major alkaloid from Psychotria leiocarpa (Rubiaceae - APG IIl) and its structure, besides
being additionally glycosylated in the N indol ring, is similar to a few bioactive alkaloids from
native Psychotria species. In the present work, the effects of wounding and jasmonate
application on GPV accumulation, and also antioxidant properties, were evaluated in the
context of a potential role of the alkaloid in herbivory responses. GPV content remained
constant after treatments, at all times of exposure. Therefore, GPV seems to present a
phytoanticipin-like accumulation pattern. In the mechanical wounding assay, phenolic
compounds content was also monitored and remained constant. In two herbivory assay
models, a generalist and a specialist, GPV was not efficient to prevent herbivore feeding.
Singlet oxygen, superoxide anions, hydroxyl radicals and hydrogen peroxide assays showed
GPV has broad antioxidant activity, in some cases with activity equivalent to the positive
control (Trolox, a vitamin E analog). The results obtained in this work, together with
published results from our research group, strongly suggest an antioxidant role for Psychotria
MIA alkaloids, which may act as oxidative stress modulators.

Key words: monoterpene indole alkaloids, herbivory, antioxidant activity,
phytoanticipin, UV-B radiation
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Introducéao

Por apresentarem uma condicdo séssil, ao longo do processo evolutivo, diversas e
complexas estratégias de protecdo e ocupacdo do habitat foram selecionadas nas plantas,
como eficientes agentes de adaptacdo destes organismos as adversidades do ambiente. Entre
estas estratégias de defesa, compostos considerados provenientes do metabolismo primario,
como as ceras presentes na cuticula, aléem da prevencdo contra a perda excessiva de agua,
atuam modulando a refletdncia e absorbancia, auxiliando na protecdo contra o excesso de
radiacdo incluindo radiacdo ultravioleta, podendo variar em sua forma e quantidade (Grant et
al., 2003; Krauss et al., 1997). Substancias como a cutina (presente na cuticula), e a suberina
(presente no suber), previnem a entrada de patdgenos além de evitar a perda de agua, devido a
natureza hidrofébica (Taiz & Zeiger, 2010).

A deposicao de cristais de oxalato de célcio no protoplasma de células especializadas,
tanto em partes vegetativas como reprodutivas, ocorre em algumas familias (Araceae,
Aquifoliaceae, Oxalidaceae - APG IIl) e auxilia a evitar o ataque de herbivoros. Outras
formas de protecdo, de natureza fisica, incluem anexos epidérmicos como aclleos ou
modificagOes estruturais na forma de espinhos.

Mecanismos mais complexos podem envolver associacdes ecoldgicas, como o caso de
algumas espécies de Cecropia que abrigam formigas do género Azteca, altamente agressivas
contra invasores, conferindo assim uma vantagem durante o crescimento por afastar
herbivoros (Sehupp, 1986), além de propiciarem um maior aporte de nitrogénio proveniente
de residuos dos recursos utilizados pelas formigas (Sagers et al., 2000).

Algumas familias de plantas desenvolveram uma estratégia adicional e distinta para

lidar com a pressdo seletiva, envolvendo a producdo de metabdlitos secundarios.



1.1 Metabolismo secundario

Considerando o metabolismo das plantas, é questionavel a real validade da separacao
entre dois tipos de metabolismo (primario e secundario), uma vez que para 0 organismo que a
detém, ambos sdo essenciais (Firn & Jones, 2009). Classicamente, no entanto, estes termos
sdo utilizados para melhor compreensao, definicdo e comunicacao a respeito do tema.

Metabolismo primario pode ser definido como aquele envolvido diretamente no
crescimento e desenvolvimento das plantas, atuando em processos como fotossintese,
respiracdo, transporte de solutos, translocagdo, sintese protéica, assimilacdo de nutrientes,
diferenciacédo celular e formacao de metabdlitos primarios (carboidratos, proteinas, lipideos e
acidos nucléicos) (Taiz & Zeiger, 2010). Metabolismo secundario ndo participa diretamente
dos processos citados anteriormente, sendo os diferentes compostos secundarios restritos a
algumas familias boténicas. A manutencdo deste metabolismo requer gastos energéticos
consideraveis (alocacdo de recursos como carbono e nitrogénio), sendo regido por presses
seletivas onde a inducdo de defesas ocorreria predominantemente em situacdes
energeticamente favoraveis (Stamp, 2003; Macias et al., 2007). A definicdo mais cléssica
acerca dos produtos secundarios do metabolismo define que os mesmos sdo compostos
formados durante o metabolismo que ndo sdo utilizados na formacéo de novas células (Sachs,
1873 apud Hartmann, 2007).

O isolamento da morfina a partir de sementes de papoula em 1806 por Friedrich
Wilhelm Sertiirner pode ser considerado o inicio do estudo de compostos secundarios. Antes
disso, durante muito tempo esses compostos foram considerados rejeito metabolico, produtos
da detoxificacdo ou subprodutos do metabolismo priméario. Por volta de 1970, ja ndo eram
considerados apenas subprodutos inertes, mas componentes dinamicos do metabolismo
vegetal. Atualmente é aceita sua funcdo indispensdvel como componente na estratégia de
sobrevivéncia das plantas em diversos ambientes. Ha uma enorme diversidade de compostos
secundarios, compreendendo mais de 200.000 estruturas diferentes (Hartmann, 2007). Os
metabolitos secundarios nas plantas auxiliam em sua reproducdo, dispersdo, interacfes
tritréficas, protecdo contra herbivoros e patdgenos, ou seja, estdo diretamente ligados a
habilidade da planta de competir e sobreviver no ambiente.

Estratégias de defesa utilizando metabdlitos secundarios ocorrem tanto diretamente
(e.g. conferindo amargor, inibidores de digestdo), quanto indiretamente, podendo seus

produtos ser percebidos por outros organismos. Neste contexto, metabdlitos secundarios



podem prevenir ataques futuros (Arimura et al., 2001), incitar a presenga de inimigos naturais
de seu predador (Choh & Takabayashi, 2006) e atrair polinizadores, em alguns casos fazendo
0 uso de estratégias mais elaboradas. Por exemplo, o caso de Ophrys exaltata que mimetiza
feromonios emitidos pelo seu polinizador, porém levemente alterados, sendo mais efetivo na
atracdo das fémeas que o feromoénio emitido pelo préprio macho da espécie o que
possivelmente traz vantagem a planta em termos de variabilidade genética (Vereecken &
Schiestl, 2008). Por vezes, outros organismos podem utilizar estes sinais quimicos para
localizar uma planta em uma complexa interacdo tritr6fica, como no processo de ataque de
alguns besouros a coniferas (Phillips & Croteau, 1999). Outros organismos co-evoluiram de
modo a se beneficiar da propriedade toxica de muitos metabdlitos secundarios para protecéo
prépria, sequestrando, incorporando e modificando as moléculas de interesse. Um caso bem
estudado deste fendmeno € o acimulo de substancias toxicas (e.g. cardenolideos) adquiridos
através da alimentacdo de espécies de Asclepias, durante o estagio larval de Danaus plexippus
L. (borboleta-monarca), evitando sua predacao por passaros apds a metamorfose (Trigo, 2000;
Frick & Wink, 1995); outro caso bem estudado, utilizado por diversas tribos indigenas, sao 0s
anuros da familia Dendrobatidae que obtém toxinas através da ingestdo de besouros do género
Choresine, que por sua vez modificam substancias a partir de plantas obtidas em sua
alimentacdo (Dumbacher et al., 2004).

Diversos metabdlitos secundarios podem ser elicitados por diferentes sinais
ambientais, incluindo a radiacdo UV-B (Zhang & Bjorn, 2009), que pode ser uma importante
ferramenta na inducdo de compostos de interesse, principalmente devido ao custo
relativamente baixo de sua aplicacao.

Os metabdlitos secundarios podem ser didaticamente classificados em trés grandes
grupos, de acordo com as estruturas quimicas dos compostos: terpenos, compostos fendlicos e

compostos nitrogenados (Taiz & Zeiger, 2010).

1.1.1 Terpenos

Os terpenos constituem a maior classe dentro dos metabolitos secundarios (pelo menos
65000 estruturas ja elucidadas) e sdo derivados de grupamentos de isopentanos ou isoprenos
(5 carbonos). Isopentenil difosfato (IPP) é a unidade basica (5 carbonos) utilizada na

formacéo de terpenos e pode ser formada através de 2 vias metabolicas distintas: a rota do



mevalonato (via predominantemente citosélica) e a rota do MEP (metileritritol fosfato) (via
predominantemente plastidica) (Fig. 1) (Taiz & Zeiger, 2010).
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Figura 1: Esquema da rota biossintética de terpenos, retirado de Xiuchun &
Jianyong (2005).

Estes metabdlitos sdo caracterizados por sua insolubilidade em agua e a classificacdo
dentro deste grupo ocorre de acordo com o namero de carbonos utilizados em sua sintese,
sendo terpenos de 10 carbonos (2 unidades de IPP) chamados de monoterpenos. Os terpenos
contendo 15, 20, 30 e 40 carbonos sdo denominados respectivamente sesquiterpenos,
diterpenos, triterpenos e tetraterpenos; acima de 40 carbonos (8 unidades de IPP) sdo
chamados politerpendides. Sua biossintese se inicia a partir de acetil-CoA ou intermediarios
glicoliticos (Taiz & Zeiger, 2010).

As fungdes das moléculas deste grupo incluem as giberelinas e os brassinosteroides,
ambos relacionados ao crescimento e desenvolvimento vegetal; carotendides, importantes no
processo fotossintético; e as fitoecdisonas, que interferem no desenvolvimento de insetos.
Também entre os terpenos estdo 0s Oleos essenciais, que constituem uma mistura de
monoterpenos e sesquiterpenos volateis, possuindo acdo repelente contra insetos bem
conhecida. Frequentemente estes 6leos essenciais estdo localizados em pélos glandulares
projetados acima da epiderme, servindo como um alerta da toxidez da planta (Taiz & Zeiger,
2010). As piretrinas sao ésteres monoterpénicos que ocorrem em folhas e flores de espécies de
Chrysanthnemum e apresentam forte acdo inseticida, sendo seus analogos sintéticos
(piretréides) utilizados na composicdo de inseticidas comerciais por apresentarem baixa
toxidez a mamiferos e ndo permanecerem no ambiente por muito tempo (Taiz & Zeiger,
2010).



1.1.2 Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos sdo caracterizados por possuirem um grupo fenol (hidroxila
ligada a um anel aromatico). A maioria dos compostos fendlicos € sintetizada através da rota
do chiquimato a partir da fenilalanina, envolvendo a enzima fenilalanina amonia liase (PAL)
(Taiz & Zeiger, 2010). A enzima PAL esta na interface entre o metabolismo primario e
secundario, atuando tanto na producdo de compostos fendlicos como na sintese de proteinas,
ndo sendo possivel que os dois processos ocorram simultaneamente em altas taxas (Jones &
Hartley, 1999 apud Macias et al., 2007). Dentre as fungdes descritas para metabdlitos desta
categoria, a lignina desempenha papel crucial na sustentacdo e revestimento das plantas. A
liberacdo de alguns compostos fendlicos no solo pode também limitar o crescimento de outras
plantas (alelopatia) (Taiz & Zeiger, 2010).

Flavonoides sdo uma classe de compostos fendlicos caracterizados por dois anéis
aromaticos ligados por trés carbonos. Sdo classificados em quatro grupos principais:
antocianinas, flavonas, flavonois e isoflavonas. As flavonas e flavondis participam na
protecdo contra radiagdo UV; antocianinas sdo importantes na atracdo de polinizadores e
também podem atuar no processo de protecdo a radiacdo UV-B (Moria et al., 2005); e
algumas isoflavonas apresentam atividade antimicrobiana (Taiz & Zeiger, 2010).

Taninos, outra classe de compostos fendlicos, sdo divididos em dois grupos: taninos
condensados e taninos hidrolisaveis. Essa categoria freqlientemente estd associada a
capacidade de deter a predagdo por herbivoros. E também relatada propriedade alelopatica
neste grupo de metabdlitos (Taiz & Zeiger, 2010).

1.1.3 Compostos nitrogenados

Compostos nitrogenados sdo caracterizados por possuirem um atomo de nitrogénio em
Sua estrutura e apresentarem caracteristicas frequentemente alcalinas no caso de alcaldides.
Em pHs comumente observados no citosol (pH 7,2) e vacltolo (pH 5-6), o &omo de
nitrogénio estad protonado, sendo sollvel em agua (Taiz & Zeiger, 2010). A funcdo mais
descrita para estes compostos, principalmente alcaldides, glicosideos cianogénicos e
aminoacidos ndo-protéicos, é a protecdo contra herbivoros, por conferir sabor amargo, gerar
proteinas ndo funcionais apds ingestdo ou ainda afetar o sistema nervoso central (Harborne,
1993).



1.1.3.1 Alcaldides monoterpeno indolicos

Alcaldides s@o um subgrupo dos compostos nitrogenados caracterizados por possuir
um anel heterociclico contendo um &tomo de nitrogénio e por derivar biossinteticamente de
um aminodcido. A sintese de alcal6ides consome nitrogénio, um nutriente de alta importancia,
presente na estrutura de proteinas e clorofilas e, por vezes, escasso no ambiente. Na literatura,
ha relatos mostrando que os alcaldides apresentam funcdes relacionadas a defesa, incluindo
protecdo contra UV (Mayser et al., 2002; Ahsan et al., 2007; Zhang et al., 2008) e protecéao
contra herbivoros (Siciliano et al., 2005), alem de possuirem propriedades antioxidantes
(Fragoso et al., 2008; Nascimento et al., 2007; Porto 2009).

Alcalbides sdo classificados de acordo com o aminoacido precursor de sua origem,
sendo o triptofano precursor dos alcal6ides inddlicos. A descarboxilagdo do triptofano é o
primeiro passo da biossintese de alcaldides indolicos. Alguns exemplos conhecidos de
alcaldides inddlicos sdo psilocibina, reserpina e a estriquinina, além dos alcal6ides vincristina
e vinblastina, com acdo antitumoral, de Catharantus roseus e a reserpina, de Rauwolfia
serpentina, utilizada no tratamento de problemas neuroldgicos, sendo o primeiro farmaco
sintetizado a atuar no Sistema Nervoso Simpatico.

Alcalb6ides monoterpeno indélicos sdo alcaldides de origem biossintética mista, uma
fracdo indolica onde o precursor é um derivado do triptofano (rota do chiquimato/ triptofano),

e outra fracdo terpénica proveniente da rota do mevalonato/ piruvato.

1.2 Espécies reativas de oxigénio

Espécies reativas de oxigénio (ROS), tais como oxigénio singleto, anions superdxido,
peréxido de hidrogénio e radicais hidroxil (Fig. 2) sdo considerados altamente toxicos e
reativos, causando dano oxidativo as células. Por outro lado, as ROS podem ser acumuladas
em condigOes de estresses bidticos e abidticos, como moléculas sinalizadoras para controlar

morte celular, resposta hormonal e outros processos celulares (Apel and Hirt 2004).
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Figura 2: Esquema da rota da formacé&o de espécies reativas de oxigénio, retirado
de Apel & Hirt (2004).

ROS séo produzidas continuamente, principalmente no cloropasto e mitocondria
(locais de intensa atividade metabolica), e encontram-se normalmete em condicGes de
equilibrio, onde hd um balanco entre producdo e o aprisionamento de ROS por acdo de
compostos antioxidantes (Apel and Hirt 2004). O aprisionamento de ROS através de
mecanismos enzimaticos ou ndo enzimaticos, regulados pelas condi¢cbes do ambiente, podem
detoxificar niveis elevados dos mesmos, gerados por alguma situacdo de estresse, aliviando

esta condicao (Jansen et al. 1998).

1.3 Psychotria

O género Psychotria, apresenta mais de 1800 espécies (Nepkroeff et al., 1999;
Nepkroeff et al., 2003; Davis et al., 2009) distribuidas mundialmente representando o maior
grupo dentro da familia Rubiaceae (APG Ill) e um dos mais ricos em numero de espécies
dentro das angiospermas. As espécies de Psychotria. Geralmente apresentam porte arbustivo e
tém como habitat regiGes de sub-bosque.

Frequentemente as espécies de Psychotria acumulam alcal6ides inddlicos, sendo estes
uma ferramenta importante no auxilio a taxonomia deste grupo, uma vez que diferencas
morfoldgicas sdo sutis entre as espécies (Nepkroeff et al., 1999). As espécies neotropicais
deste género pertencem ao subgénero Heteropsychotria, sendo a presenca de alcaldides
monoterpeno indolicos nas mesmas uma constante. Apesar de sua distribuicdo, P.
ipecacuanha ndo pertence ao clado Heteropsychotria e, similarmente a P. borucana
(Nepkroeff et al., 1999) e P. klugii (Muhammad et al., 2003), apresenta alcaldides iriddides

derivados de dopamina, e ndo de triptamina.



Entre 0s usos etnoboténicos descritos para algumas espécies de Psychotria, no México
é relatado o uso de P. papantlensis no tratamento de doencas inflamatdrias (Alonso-Castro et
al., 2011); na Amazonia Peruana, P. tenuicaulis, P. pilosa, P. poeppigiana, P. marcgraviella
e P. carthagenensis sdo utilizadas em diferentes tratamentos tais como hemorragia do Utero,
vomito, febre, diarréia, espasmos, analgésicos, calmantes e ténicos (Valadeaua et al., 2010;
Janz-Biset & Cafiigueral, 2011); na Papua Nova Guiné, é relatado o uso de P. microlabastra,
entre outros males, no tratamento contra Maléria e doencas venéreas (Khan et al., 2001).

As moléculas bioativas sintetizadas por Psychotria sdo diversas e incluem pigmentos,
peptideos, naftoquininas, benzoquinonas e alcaldides (Beretz et al., 1985; Hayashi et al.,
1987; Witherup et al., 1994; Glinski et al., 1995; Solis et al., 1995), e, dentre as atividades
bioldgicas ja descritas, destacam-se: atividades antibidtica, antiviral, antiflngica,
antiinflamatdria, antiparasitica, citotoxica, além de regulador hormonal (Rasolonjanahary et
al., 1995; Dunstan et al., 1997; Khan et al., 2001; Kuo et al., 2001; Muhammad et al., 2003;
Faria et al., 2010).

P. ipecacuanha esta entre as espécies mais estudadas de Psychotria e produz os
alcaldides isoquinolinicos emetina e cefalina, ambos com propriedades eméticas (indutoras de
vomito) (Sousa et al., 1991). Emetina possui efeito comprovado no tratamento de amebiase
(Lewis & Elvin-Lewis, 1977); entretanto, apresenta alguns efeitos colaterais indesejados
como fraqueza muscular e danos cardiacos. Outra espécie bem conhecida é a P. viridis, da
qual sdo utilizadas as folhas como um dos ingredientes no preparo de uma bebida alucinégena
(Ayahuasca) consumida com propadsitos religiosos. A principal razdo do efeito alucinégeno é
o alcaléide dimetiltriptamina (DMT) de P. viridis (Freedland & Mansbach, 1999); outra
planta que é adicionada a bebida sendo essencial para seu efeito € Banisteriopsis caapi, que
sintetiza harmina, atuando na inibicdo de monoamino oxidases, evitando a degradacdo do
DMT, tornando sua disponibilidade maior e, consequentemente, potencializando seu efeito
(Naranjo, 1979).

No sul do Brasil, seis espécies (Psychotria brachyceras, P. carthagenensis, P.
leiocarpa, P. myriantha, P. suterella e P. umbellata) revelaram atividade analgésica em uma
analise inicial (Leal, 1994), estimulando a busca por novas atividades farmacoldgicas e
melhor compreensdo do processo de biossintese destes compostos, em especial os alcaldides.
Dentre as espécies analisadas nesta regido, apenas P. carthagenensis ndo apresentou
alcaldides (Leal & Elisabetsky, 1996).



1.3.1 Psychotria leiocarpa

P. leiocarpa Cham. & Schltdl. (Fig. 3) possui porte arbustivo, podendo atingir até 2m
de altura, ocorrendo na Argentina, Paraguai e Brasil (Smith & Downs, 1956), apresentando
ampla distribui¢do no Sul do Brasil (Dillenburg & Porto, 1985).

Em observacdes a campo, uma alta densidade desta planta é constatada, ndo podendo
ser explicada por rapida germinacdo ou crescimento acelerado. Diferentes estratégias para
ocupar 0 ambiente e se proteger de agressores sdo adotadas pelas plantas, podendo haver um
investimento em tolerancia ou resisténcia (Vilarifio & Ravetta, 2008); além disso, outros
mecanismos, tais como propagacao assexuada e inibidores quimicos (compostos alelopaticos)
podem conferir uma vantagem na competicao por recursos e ocupac¢do do ambiente. O extrato
aquoso de folhas desta planta apresenta acdo alelopatica negativa sobre a germinacéo e o
crescimento de Lactuca sativa e Mimosa bimucronata, ndo sendo este efeito devido a
presenca de alcaldides (Cérrea et al., 2008).

Outra atividade biologica ja relatada na literatura inclui atividade analgésica nao
especifica (ensaio de movimentacdo da cauda) do extrato etandlico de folhas de P. leiocarpa
(Elisabetsky et al., 1997).

N,B-D-glicopiranosil vincosamida (GPV) (Fig. 4) é o alcaloide majoritario presente
nas folhas desta planta, sendo detectado apenas nas partes aéreas, e atingindo teores proximos
a 2,5% do peso seco. Este alcaldide apresenta uma peculiaridade entre outros MIAs, devido a
presenca de um residuo de glicose adicional ligado ao nitrogénio do anel ind6lico, sendo o
primeiro caso descrito para esta classe. Experimentos com plantulas desenvolvidas de modo
asséptico demonstraram que o acumulo deste alcaldide é dependente da luz e idade das
mesmas; maiores teores de alcal6ide sdo observados na luz, com aumento da idade da

plantula, e em partes reprodutivas (Henriques et al., 2004).
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OGlu
Figura 4: N,g-D-glicopiranosil vincosamida (GPV)

Embora muitos alcaléides sejam geralmente tidos como metabdlitos participantes de
processos de protecdo contra herbivoria, os alcaldides ind6licos das espécies de Psychotria
parecem ndo ter essa funcdo. Porto (2009) verificou a ineficacia do alcaldide indolico
braquicerina (de P. brachyceras) quanto a sua capacidade de deter herbivoria utilizando
modelos generalistas, e estudos preliminares demonstram que psicolatina (P. umbellata) e
GPV (P. leiocarpa) também sdo ineficazes neste quesito. Os resultados até 0 momento com
espécies relacionadas apontam para uma funcdo fundamentalmente antioxidante destes
alcaldides (Gregianini et al. 2003; Nascimento et al. 2007; Fragoso et al. 2008; Porto 2009).

Entre as atividades antioxidantes ja relatadas para braquicerina (Porto, 2009) e
psicolatina (Fragoso et al., 2008) encontra-se a capacidade de capturar perdxido de

hidrogénio, um sinalizador de dano mecanico que, quando em excesso, é tdxico para a planta.
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Estes alcaldides poderiam atuar na protecdo contra o estresse oxidativo gerado nas regides
danificadas, por exemplo, detoxificando o excesso de peroxido de hidrogénio gerado durante
um ataque; braquicerina se mostrou eficiente também na captura de oxigénio singleto
(Gregianini et al., 2003), radicais hidroxil (Nascimento et al., 2007) e anions superoxido
(Porto, 2009), apresentando ampla acdo antioxidante. A restricdo da inducdo da braquicerina

ao sitio de dano pode indicar uma funcéo local, e ndo de sinalizagdo ou defesa sistémica.
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Justificativa

Diferentemente do alcaloide correlato braquicerina, pouco se conhece sobre o0s
mecanismos de regulacdo de GPV frente a estresses e sobre as func¢bes deste alcaldide para a
planta. No presente trabalho buscou-se verificar e melhor compreender se o alcal6ide GPV
possui um perfil de acimulo constitutivo (fitoanticipina-like) ou induzido (fitoalexina-like)
frente a diversos estresses. Da mesma forma, procurou-se responder qual o possivel papel in

planta deste alcal6ide: deterrente de herbivoria ou modulador de estresse oxidativo geral.

Objetivos

Foram objetivos do trabalho:

- Avaliar a cinética da resposta temporal da biossintese do alcaléide GPV em relacéo a
alguns estimulos bioticos em P. leiocarpa;

- Averiguar possiveis atividades do GPV como agente deterrente de herbivoros;

- Analisar possiveis atividades antioxidantes do GPV.
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Capitulo I: Artigo a ser submetido ao periddico Natural Product Research.

The major indole alkaloid N,-D-glucopyranosyl vincosamide (GPV) from leaves of
Psychotria leiocarpa Cham. & Schltdl. is not an antifeedant but shows broad antioxidant

activity
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The major indole alkaloid N,#-D-glucopyranosyl vincosamide (GPV) from
leaves of Psychotria leiocarpa Cham. & Schitdl. is not an antifeedant but

shows broad antioxidant activity

N,3-D-glucopyranosyl vincosamide (GPV), a major alkaloid of Psychotria leiocarpa,
constitutes up to 2.5 % of the dry weight in leaves. Alkaloid content was not elicited by
mechanical wounding or jasmonate. At concentrations found in natural conditions or
2.5 fold higher, GPV did not inhibit herbivory in two unrelated generalist models (Helix
aspersa and Spodoptera frugiperda) or in a specific interaction model (Heliconius erato
fed with Passiflora suberosa). In situ staining assay showed quenching activity of
hydrogen peroxide by GPV. Exposure of P. leiocarpa to acute UV-B stress did not
change GPV or chlorophyll content, indicating high tolerance to this stress by the
species. In vitro antioxidant tests against singlet oxygen, superoxide anions and
hydroxyl radicals showed efficient quenching activity of the alkaloid. GPV was not
effective as antifeedant, but it may act indirectly in P. leiocarpa protection against
oxidative stress generated upon wounding, UV exposure, and perhaps other

environmental stresses.

Keywords: monoterpene indole alkaloid (MIA); herbivory; wounding; jasmonate;

phytoanticipin; UV-B radiation; Reactive Oxygen Species (ROS)

1. Introduction

Psychotria is the largest genus of Rubiaceae and Neotropical species have been found to
accumulate indole alkaloids, some of which display relevant pharmacological properties
(Elisabetsky et al., 1997), including analgesic, anti-inflammatory, anxiolytic, antidepressant
and antioxidant effects (Elisabetsky et al., 1997; Both et al., 2002; Nascimento et al., 2007;
Fragoso et al., 2008). Psychotria leiocarpa is an understorey woody species from Southern
Brazil capable of accumulating alkaloids. The monoterpene indole alkaloid N,$-D-
glucopyranosyl vincosamide (GPV) is the major alkaloid in leaves of this species, reaching
concentrations of up to 2.5% DW (Henriques et al., 2004).

Secondary compounds may play a major role in plant defense, and direct defenses
involve repellent or anti-digestive action, reported for alkaloids, phenolics, glucosinolates,
cyanogenic glucosides and proteinase inhibitors (Bonaventure & Baldwin, 2010). Also,

different strategies in secondary metabolism accumulation are found in plants, with priority
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investment in resistance or tolerance (Vilariiio & Ravetta, 2008). The presence of antioxidant
compounds may alleviate or spatially restrict oxidative stress generated by wounding (Gould
et al., 2002), contributing to overall plant tolerance to herbivores.

Although specific research is needed to evaluate the difference among damage rates in
Psychotria in forests of Southern Brazil, extensive field observations over the years indicate
higher feeding on leaves of P. carthagenensis when compared to P. brachyceras, P. leiocarpa
and P. umbellata. Tannins were not detected in P. leiocarpa (Corréa et al., 2008) and P.
brachyceras, but are present in P. carthagenensis (unpublished data). Interestingly, P.
carthagenensis is the only regional species lacking alkaloids (Leal & Elisabetsky, 1996).
Brachycerine from P. brachyceras, also the major alkaloid in leaves (0.1% DW), is
structurally similar to GPV and shows an alkaloid accumulating profile highly responsive to
wounding, jasmonate, and UV radiation, increasing its content up to 10-fold (Gregianini et al.,
2003; Gregianini et al., 2004). Taking into account the high content of GPV in P. leiocarpa
leaves and the apparent low predation of the species in natural stands, a putative protective
role against herbivores was addressed in this study aiming at determining the possible in
planta function of GPV. To that end, the dynamics of accumulation, herbivore protective
function, changes upon acute UV-B exposure, and antioxidant properties of GPV were
investigated.

2. Results and discussion

GPV content in leaves remained constant 96 h after mechanical wounding treatment (Figure
1); the results were similar at earlier time points (6 h, 12 h and 24 h; data not shown). As
mechanical damage did not affect GPV content, the process of leaf disk preparation was
considered neutral for jasmonate and UV-B tests using this system. Jasmonate is a lipid-
derived defense signalling molecule (Kusnierczyk et al., 2011). Jasmonate exposure was also
unable to stimulate GPV accumulation (Figure 1). Mechanical wounding and jasmonate are
important elements involved in plant perception to activate defense mechanisms in herbivory
responses (Erb, Meldau & Howe, 2012). Phenolics, also often enlisted as defense compounds
in herbivory-stress related responses, had stable contents throughout the experiment (data not
shown).

GPV can be found in high levels in P. leiocarpa leaves, and a phytoanticipin strategy

is efficient in plant defense (Zagrobelny et al., 2004). Hence, the lack of GPV induction does
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not exclude an herbivory protection role per se. To further examine this issue, deterrence tests
were carried out.

In all of the deterrence tests, GPV failed to abolish or inhibit predator feeding. This
response was observed in two widely known generalist models, Helix aspersa and Spodoptera
frugiperda (Figure 2) and in a very specific interaction (Heliconius erato and Passiflora
suberosa) (Figure 2). During specific interactions, in evolutionary terms the herbivore is not
familiar with the alkaloid. The presence of GPV, however, did not cause feeding deterrence or
altered larvae growth (data not shown). In all cases, both positive and negative controls
yielded the expected results.

In situ antioxidant assay showed partial quenching of hydrogen peroxide generated by
wounding (Figure 3). Hydrogen peroxide is a signalling molecule responsive to wounding and
jasmonate (Orozco-Cardenas, Narvaez-Vasquez & Ryan, 2001). GPV was also effective in in
vitro assays against hydroxyl radicals (Figure 4A), superoxide anions (Figure 4B) and singlet
oxygen (Figure 4C), showing a broad range of antioxidant spectrum. GPV effects were often
comparable to those of well-known antioxidants included as positive controls for each assay.

A possible role for this alkaloid, similarly to what has been proposed for other
alkaloids from related species (Gregianini et al., 2003; Nascimento et al., 2007; Fragoso et al.,
2008), is non-enzymatic antioxidant, playing a role in mitigating ROS generated during
wounding.

In the UV-B stress assay, chlorophyll content and chlorophyll a/b ratio remained
constant, indicating fitness maintenance and no significant damage to photosystem 11 (data not
shown). Changes in anthocyanin, but not flavonoid were observed after 96 h of UV-B
exposure (data not shown). GPV content was not affected (Figure 1), also indicating a
phytoanticipin-like alkaloid accumulation strategy and a general antioxidant role to the
alkaloid.

3. Experimental

3.1. Sample source

Field-grown Psychotria leiocarpa Cham & Schltdl. cuttings (6-8 leaves) were harvested
(February, 2011 — Morro Santana, Porto Alegre, Brazil) and acclimated for a week in 10%
(v/v) MS (Murashige & Skoog, 1962) nutrient solution, pH 5.8, under the same experimental
conditions (16 h.day™ photoperiod, 73 umol.m?.s? photosynthetically active radiation and

25° + 3° C) prior to use as entire cuttings or as leaf disk source. These experimental
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conditions were used in all experiments with plant tissue. A voucher specimen (138157) is
deposited at the ICN herbarium (UFRGS).

3.2. GPV isolation
N,-D-glucopyranosyl vincosamide (GPV) was purified from Psychotria leiocarpa leaves

following previously described method with minor modifications (Both et al., 2002). HPLC
was used to evaluate purity index in comparison to authentic GPV. Chromatographic
parameters used were similar to those described below for sample analysis (Henriques et al.,
2004).

3.3. HPLC GPV analysis from leaf samples
Methanolic extracts were obtained from leaf samples and analyzed in HPLC as previously

described (Henriques et al., 2004). Shortly, 250 mg of fresh tissue were ground with mortar
and pestle in liquid nitrogen and 1 mL of cold methanol (Merck- HPLC grade); the extract
was vortexed and then sonicated for 30 min at 4° C. The extract was centrifuged at 13.000x g
4° C for 15 min and the supernatant recovered for HPLC analysis. For obtaining dry weight,
pellets were dried at 60° C until reaching constant weight.

The samples were analyzed by HPLC (Thermo Scientific Surveyor) with 1 mL.min™
flow in a Shimadzu C18 reverse fase column, equipped with respective guard column, in a
linear gradient starting with water:methanol (60:40), and ending with methanol. To both
eluents trifluoroacetic acid (TFA) (Sigma) was added to a final concentration 0.05%. An
external standard curve was prepared with authentic GPV. Content of GPV was expressed on

a leaf dry weight basis.

3.4. Mechanical wound, jasmonate and UV-B radiation assay
In mechanical wound tests, acclimated shoots had half of their leaves (3-4 leaves) wounded

with tweezers by compression (Gregianini et al., 2004). Control samples were kept intact.
After 48 h and 96 h of stress exposure, the samples were harvested in liquid nitrogen and
stored at -80° C until analysis. The GPV and phenolic compounds contents were then
determined.

In the jasmonate assay, leaf disks (1cm diameter) were prepared from previously

acclimated shoots. Thirty disks were arranged per Petri dish. In each Petri dish, a filter paper
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and 20 mL of MS solution (Murashige & Skoog, 1962) at 10% strength, pH 5.8, were added,
in presence or absence of jasmonate at final concentration of 40 uM. After 48 h and 96 h of
stress exposure, the samples were harvested, immersed in liquid nitrogen and stored at -80° C
until analysis. GPV concentration was obtained by HPLC analysis.

Additionally, a UV-B assay was performed. The experimental procedures were the
same used for jasmonate assay, but instead of jasmonate exposure, the disks were treated with
UV-B radiation [130.90 KJ.m?.day™, 47.14 KJ.m?.day™ biologically effective radiation
(Caldwell, 1971)]. A glass plate (5 mm thick) was placed above control disks to filter out UV-
B and most UV-A wavelengths. GPV content was evaluated in the same pool of disks.
Chlorophyll, flavonoid, and anthocyanin concentrations were obtained according to
previously described methods (Ross, 1974; Zhishen et al., 1999; Chatterjee et al., 2006,

respectively).

3.5. Phenolic compounds analysis
A protocol based on the Folin Cioucalteu method with minor modifications, described in Fett-

Neto et al. (1992), was used to quantify phenolic compounds.

3.6. In vitro antioxidant assay
In vitro quenching activity against superoxide, singlet oxygen and hydroxyl radicals were

performed based on previously described protocols (Zhishen et al., 1999; Monroe, 1977,
Elizabeth & Rao, 1990, respectively). Solvent only (water-methanol, 1:1, v:v), Trolox™
(positive control, same concentration as GPV) or GPV 0.5 mM (superoxide and hydroxyl
scavenging assays) or 1 mM (singlet oxygen quenching assay) were added to the medium
before reaction. All procedures were performed under dim light.

Shortly, on the singlet oxygen assay, a 0.8 mM rubrene solution in chloroform was
evaluated for color decay (absorbance at 440 nm) after white light exposure (22 J.cm™ on a
white light transluminator). Superoxide anions quenching activity was measured by Nitro
Blue Tetrazolium (NBT) reduction (solution coloration turns blue); a 3 uM riboflavin,10 mM
methionine, 0.1 mM NBT in phosphate buffer 50 mM pH 7.8 solution was exposed to white
light (350 pmol.m™.s™) and the absorbance at 560 nm of the samples was measured before
and after light exposure. For hydroxyl quenching assay, a Fenton reaction (2-deoxy-2-ribose
2.8 mM, FeCl; 200 uM, EDTA 1.04 mM, H,0, 1 mM, ascorbic acid ImM in KH,PO,-KOH
buffer 20 mM pH 7.4, followed by 37° C incubation for 1 h) which generates hydroxyl
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radicals by iron oxidation in presence of hydrogen peroxide, was used. After acid revelation
(TBA 0.5% and TCA 1.4% 15 min exposure at 90° C) hydroxyl radicals were quantified by

absorbance at 532 nm.

3.7. In situ antioxidant assay
Coleus blumei Benth variegated leaf disks (1cm diameter) were incubated for 15 min in

diamino benzydine (DAB) 1 mg.mL™ solution or the same solution containing GPV 10 mM
or ascorbic acid 10 mM (positive control) to allow the formation of a brown polymer,
indicating the presence of hydrogen peroxide. To stop the reaction and improve visualization
of hydrogen peroxide spots in leaf-disks margins, leaves were boiled in ethanol 96% for 10
min (Thordal-Christensen et al., 1997).

3.8. Herbivory assays
Three assays were used for GPV deterrence tests; two generalist models, Spodoptera

frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) and Helix aspersa (Stylommatophora: Helicidae); and a
specialist herbivore interaction model Heliconius erato (Lepidoptera: Nymphalidae) with
Passiflora suberosa, its almost exclusive source of food. All assays were performed on a no
choice method (van Dam et al., 2005). Leaf-disk eaten area was measured with graph paper.
The H. aspersa test was based on the protocol from Smith et al. (2001), with minor
modifications. Sixteen lettuce disks (2 cm diameter) per sample treated with 32.89 L of 10
mM GPV methanolic solution (a 2.5-fold higher content than naturally occurrent), tannic acid
8.82 mM in methanol (positive control), or methanol only (negative control) were offered to
each snail (6-10 g body weight range) and maintained on half of a transparent plastic
container (12 cm diameter cm, 10 cm height) for 48 h in treatment at 15° C, 16 h.day™
photoperiod in BOD. The snails were kept for 24 h under starvation at 18° C prior to the test.
In S. frugiperda assay, Lactuca sativa L. (lettuce) disks (2 cm diameter) were treated
with 32.89 pL of methanolic solution of GPV 4.15 mM (naturally ocurring content in P.
leiocarpa leaves), methanolic solution of pyrethroids (imiprothrin 3 uM and cipermetrin 2.5
M) (positive control) or methanol only (negative control) and offered to two S. frugiperda
3" instar larvae on plastic Petri dishes (9 cm diameter), and kept overnight at 23° C, 16 h.day’
! photoperiod and 75% relative humidity. Prior to the test, the larvae were kept 24 h under
starvation and the same experimental conditions. S. frugiperda is commonly used in feeding

assays (Breuer et al., 2005).
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H. erato (4™ instar) experimental procedures were very similar to those described for
S. frugiperda; however, instead L. sativa, the animals were fed with P. suberosa; 14 disks
(1cm diameter) treated with 10 mM GPV methanolic solution, pyrethroids solution (in
methanol — positive control) or methanol only were offered on a 6 h diurnal period (3 to 4

feeding cycles) to each animal.

3.9. Experimental procedures and statistics
All assays herein described were performed in biological quadruplicates, one technical

duplicate or more when possible and each assay was repeated at least twice independently.
The results were analyzed by ANOVA followed by Tukey, P <0.05, using statistic package
SPSS 17.0.

4. Conclusions

The alkaloid GPV seems to be mainly involved in general oxidative stress modulation, not
playing a direct herbivore protection role as extensively reported for several alkaloids.
Structurally similar MIAs from closely related Psychotria species were also shown to have
antioxidant activity, suggesting that these alkaloids may also have a similar function in their

respective plants of occurrence.
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Figure legends:

Figure 1. GPV content (mg.g™ leaf dry weight) of P. leiocarpa after 2 and 4 days of
mechanical damage, jasmonate or UV-B treatment. Data are expressed as % of control
treatment content. Bars indicate standard errors of the means. GPV content (% dry weight) of
control treatment leaves was 0.02595 + 0.00157 (mean * sem).

Figure 2. Deterrency bioassays. Leaf area, treated with methanol only, GPV or positive
control, consumed by Spodoptera frugiperda (unhatched portions of bars - bottom),
Heliconius erato (diagonally hatched portions of bars — intermediate) or Helix aspersa
(longitudinally hatched portions of bars — top). For H. aspersa and S. frugiperda, 2 cm
diameter lettuce disks were offered, and for H. erato disks of Passiflora suberosa (1cm
diameter) were provided. Different letters indicate significant difference by a Tukey test (P <
0.05). Valid comparisons apply only within herbivore species.

Figure 3. In situ antioxidant bioassay with DAB staining. Coleus blumei leaves were
incubated in presence of DAB alone or along with GPV 10 mM or ascorbic acid 10 mM
(positive control). Dark brown marginal regions indicate hydrogen peroxide formation.

Figure 4. In vitro antioxidant tests performed with isolated GPV. (A) Hydroxyl scavenging
assay; (B) Superoxide scavenging assay; (C) Singlet oxygen scavenging assay. Different
letters indicate significant difference by a Tukey test (P < 0.05).
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Discussao Geral

Na literatura, diversos alcaldides sdo conhecidos como metabdlitos participantes do
processo de protecdo a herbivoria (Taiz & Zeiger, 2010). Contudo, os dados existentes até o
momento apontam uma funcéo distinta, que ndo a de protecdo direta contra herbivoros, para
os alcaldides inddlicos das espécies de Psychotria (Porto, 2009). Braquicerina tem seu
acumulo restrito ao sitio de dano, diferentemente de nicotina em tabaco (Nicotiana sylvestris)
onde a inducéo ocorre em toda planta (Baldwin et al., 1994); ambos apresentando a estratégia
fitoalexina-like de acimulo do alcal6ide. GPV também se mostrou ineficaz na protecédo contra
herbivoria em 3 modelos: Spodoptera frugiperda, Helix aspersa (modelos generalistas) e
Heliconius erato (modelo especialista) e apresenta uma estratégia fitoanticipina-like, ndo
sendo influenciada por agentes de estresse tais como aplicacdo de jasmonato, dano mecanico
e exposicdo a UV-B.

Porém, observacdes a campo sugerem fortemente que algum fator esta conferindo
protecdo a estas espécies de Psychotria, e os resultados até 0 momento sugerem que nao sdo
os alcaldides. GPV demonstrou forte atividade antioxidante contra as principais ROS
relevantes em sistemas bioldgicos, tais como oxigénio singleto, radicais hidroxil e anions
superoxido (Hideg et al., 2002; Snyrychova et al., 2007); braquicerina e psicolatina também
sdo moléculas com capacidade antioxidante (Gregianini et al., 2004; Nascimento et al., 2007;
Porto 2009; Fragoso et al., 2008). Estes alcal6ides de Psychotria parecem estar envolvidos na
defesa indireta contra herbivoros, através da modulacao do estresse oxidativo gerado.

Recentemente, um levantamento de ciclotideos na familia Rubiaceae detectou a
presenca destas proteinas circulares em algumas espécies de Psychotria, incluindo P.
brachyceras (Gruber et al., 2008), embora, para esta espécie, estas proteinas ndo tenham sido
purificadas, isoladas ou caracterizadas. Estudos recentes sugerem que estes compostos
estejam envolvidos na protecdo contra herbivoros. Interessantemente, em extratos protéicos
de P. carthagenensis, ndo foram observados ciclotideos (Gruber et al., 2008). Este fato sugere
uma possivel participacdo dos ciclotideos na menor taxa de predagdo foliar observada em
P.brachyceras em relacdo a P. carthagenensis.

Proteinas toxicas vegetais podem conferir resisténcia a predadores, através de diversos
mecanismos de acdo (Carlini & Grossi-de-Sa, 2002), sendo uma alternativa para explicar a
base da defesa contra herbivoros nestas plantas. Os ciclotideos (28-37 aminoacidos)

constituem o maior grupo de proteinas circulares e ocorrem naturalmente em algumas
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familias. S&o caracterizados por possuirem trés ligacGes dissulfeto arranjadas em uma
conformagdo chamada “n6 de cisteina” (Craik et al., 1999), que somada a natureza circular da
proteina proporciona alta estabilidade, sendo resistente a quebra quimica ou enzimatica e a
desnaturacdo por calor (Colgrave & Craik, 2004). As evidéncias apontam para os ciclotideos
uma funcdo de protecdo vegetal, principalmente contra herbivoros, sendo o principal
mecanismo de agdo proposto a formacido de poros em membranas (Huang et al., 2009). E
sugerido que os ciclotideos ultrapassem as proteinas da classe das defensinas em numero e

diversidade (Trabi et al., 2004) apresentando grande potencial biotecnoldgico.
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Conclusoes

O GPV, apesar de apresentar um padrdo de acUmulo (fitoanticipina) distinto da
braquicerina (fitoalexina), de P. brachyceras, parece ter uma funcdo similar para a planta. Os
dados obtidos sugerem que este alcaldide ndo possui a fungdo de defesa direta contra
herbivoros e devido a ampla atividade antioxidante suporta a hipdtese de que este alcaldide
estaria envolvido na modulacdo de estresses oxidativos ndo especificos (incluindo ROS
geradas por dano mecénico), de acordo com o0 observado para braquicerina; para psicolatina,
proveniente de P. umbellata também ja foi relatada atividade antioxidante. Estes 3 alcal6ides
tém a estrutura bastante similar, e esta fun¢cdo como molécula mitigadora de espécies reativas
de oxigénio parece estar intimamente relacionada a este fato. Adicionalmente, P.
carthagenensis, ndo possui alcaldides e, em observacbes a campo, é evidente uma maior taxa
de predacdo da mesma quando comparada com suas congéneres que compartilham o habitat.
Esta espécie tem como principais diferencas a auséncia de alcaloides e ciclotideos, indicando
estas proteinas como fortes candidatas para explicar uma menor suscetibilidade a herbivoros,

ao menos em P. brachyceras, onde ja foi constatada a presenca de peptideos ciclicos.

Perspectivas

Testar outros alcal6ides indolicos com estruturas quimicas similares a estes
provenientes de espécies de Psychotria quanto a sua funcdo ecoldgica para melhor
compreensdo destes compostos para a planta, possivelmente como agentes antioxidantes e
moduladores do estresse oxidativo.

Avaliar compostos possivelmente envolvidos no processo de protecdo destas espécies
de Psychotria contra herbivoros, sendo os ciclotideos fortes candidatos para explicar a relativa

imunidade de algumas espécies de Psychotria a herbivoros em detrimento de outras.
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Abstract

As sessile organisms, plants are exposed to various environmental factors that lead to changes
in physiology and morphology. One of these factors is ultraviolet radiation. Plants have
protective mechanisms, both constitutive and induced, or can activate repair responses to cope
with UV-B stress. One of the most common protective responses is the accumulation of
secondary metabolites capable of absorbing radiation in the ultraviolet wavelength range,
such as anthocyanins, flavonols and flavones. These compounds can also scavenge free-
radicals, mainly reactive oxygen species (ROS). Examples of UV-induced accumulation of
compounds belonging to virtually all classes of secondary metabolites are available. Exposure
to UV-B radiation stimulates expression of an array of genes involved in defense responses.
Increased input of UV light has been shown to increase ROS production, activity of
antioxidative enzymes and secondary metabolite pathways in different plant species. UV is a
powerful tool to modulate secondary metabolism pathways in plants. Besides field level
manipulation of UV-B incidence, the use of acute treatments and UV-C pulses may be useful
strategies for changing profiles and yields of plant secondary compounds of medicinal interest
at commercial scale.
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Abstract

The largest fraction of global plant diversity is located in the Neotropics, with the Atlantic
Forest and the Amazon being a rich untapped reservoir of species that may lead to new drug
discovery. Bioactive molecules are often isolated from Rubiaceae species. Ethnobotanic and
chemotaxonomic studies may provide clues to guide the prospection of bioactive molecules of
interest. In South America, three genera are of special interest due to the bioactivities of their
phytochemicals along with their importance to local human populations: Uncaria, Cinchona,
and Psychotria. The numerous bioactivities of alkaloids from species in these genera include
emetic, cytotoxic, analgesic, anxiolytic, antidepressant, psychotropic, antipsychotic,
antipyretic, antiinflammatory, antioxidant, antimutagenic, immunomodulatory, vasorelaxant,
antiviral, antimicrobial and anti-protozoan. Indole alkaloids are widely represented in these
plant groups. Detailed studies in planta and in vitro on the dynamics of biosynthesis,
accumulation and distribution of some of these
metabolites in Psychotria of Southern Brazil have revealed complex regulatory controls,
encompassing responses to both developmental and environmental signals. In addition, even
closely related alkaloids may present distinct dynamic profiles of accumulation, varying from
constitutively produced to highly responsive to environmental signals.

Keywords Psychotria - monoterpene indole alkaloid - bioactivity - Rubiaceae - biodiversity



