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I. Introdugao Geral

1. Metabolismo Secundario

Em funcdo da sua condicdo séssil, uma das estratégias de defesa adotada pelas
plantas ¢ baseada na producdo de uma vasta e diversa variedade de compostos organicos,
dentre os quais a grande maioria parece ndo participar diretamente no crescimento e
desenvolvimento. Essas substdncias, tradicionalmente referidas como metabdlitos
secundarios, freqiientemente sdo distribuidas diferencialmente entre grupos taxonomicos
limitados dentro do reino vegetal. Os metabolitos primdrios, em contraste, tais como
fitoesterdis, acil lipideos, nucleotideos, aminoacidos e 4cidos organicos, sdo encontrados
em todas as plantas e realizam papéis metabolicos que sdo essenciais e geralmente
evidentes (Buchanan et al., 2000).

Muitos metabolitos secundarios t€ém um importante significado adaptativo na
prote¢do contra herbivoria e infec¢des microbianas, na atragdo de polinizadores e animais
dispersores de sementes, e atuando como agentes alelopaticos (aleloquimicos que
influenciam a competicdo entre espécies vegetais). Estas fungdes ecologicas afetam
profundamente a sobrevivéncia da planta, levando a reconsiderar o papel ndo essencial
destes metabolitos secundarios (Buchanan et al., 2000).

A biossintese dessas moléculas ¢ distinta e ndo esta restrita a rotas metabolicas
basicas como a glicdlise, ciclo de Krebs ou rota do chiquimato (Wink, 1999). Metabdlitos
secundarios sdo representados pelos alcaldides, terpenodides, compostos fendlicos
(flavonoides, taninos, etc.), glicosinolatos, glicosidios cianogénicos, aminoacidos nao

protéicos, entre outros (Roberts & Wink, 1998). Podem ser produzidos em resposta a



estresses ambientais como ataque patogénico, dano mecanico e radiagdo ultravioleta (UV),
atuando como mecanismo de defesa (Facchini, 2001; Ramachandra Rao & Ravishankar,
2002; Gregianini et al., 2003). Por via de regra, alguns grupos destes compostos sdo
dominantes dentro de um certo taxon, e, dentro de uma mesma planta, o padrio de
distribuicdo dos metabolitos secundarios ¢ complexo, variando entre diferentes 6rgdos e
tecidos, estadios de desenvolvimento, entre individuos e entre populagdes (Wink, 2003).
Viarios destes metabolitos possuem consideravel valor econdomico e sdo extensivamente
utilizados em medicamentos pela industria farmacéutica, em alimentos na forma de
flavorizantes, como fragrancias em cosméticos ou, ainda, como inseticidas, fungicidas,
antivirais e herbicidas na agricultura.

A enorme biodiversidade vegetal do Brasil coloca o pais em posi¢do estratégica
para desenvolver a exploracdo racional e sustentada de novos compostos de valor
terapéutico. Estima-se que apenas cerca de 13.000 espécies de plantas tém sido utilizadas
com fins medicinais, constituindo uma parcela inferior a 10 % do total de espécies
conhecidas (Kutchan, 1995). Aproximadamente 25 % dos medicamentos de uso terapéutico
sdo derivados de plantas e muitos outros sdo utilizados como compostos puros ou como
chas e extratos. Além disso, constituintes de plantas tém também servido como modelos
para drogas modernas, como a atropina para tropicamida, quinino para cloroquina e a

cocaina para a procaina e tetracaina (Kutchan, 1995).



1.1 Alcalbides

O grupo dos alcaldides se destaca dentre os produtos naturais com propriedades
terapéuticas. Estes compostos ocorrem em aproximadamente 20 % das espécies de plantas,
e o nimero de estruturas ja identificadas excede os 16 mil (Memelink et al., 2001). O termo
‘alcaloide’ deriva da palavra arabe al-quali, nome vulgar da planta da qual a soda foi obtida
originalmente. Essas moléculas sdo representadas por compostos organicos com baixo peso
molecular e cardter basico, formando uma estrutura heterociclica com a presenca de
nitrogénio (Kutchan, 1995).

Os alcalodides estdo presentes em muitas plantas medicinais e possuem uma longa e
importante histéria na medicina tradicional (Roberts & Strack, 1999). Exemplos de
alcalodides utilizados na industria farmacéutica incluem o analgésico morfina, o analgésico e
antitussivo codeina (ambos de Papaver somniferum), os agentes quimioterapicos
vincristina e vinblastina (de Catharanthus roseus), o antimalarico quinina (de Cinchona
officinalis), o supressor de gota colchicina, o relaxante muscular (+)-tubocurarina (de
Chondodendrum tomentosum), o antiarritmico ajmalicina, o antibidtico sanguinarina (de
Eschscholtzia californica) e o sedativo escopolamina (de Hyoscyamus niger). Outros
importantes alcaloides oriundos de plantas incluem cafeina, nicotina e cocaina (Kutchan,
1995). Em média, cerca de dez mil substancias sdo testadas para o desenvolvimento de um
novo medicamento (Payne et al., 1991). Para alguns alcaldides, a sintese quimica foi
desenvolvida; porém, para diversos desses compostos, como os do tipo monoterpeno
inddlico, o baixo rendimento ¢ o alto custo do processo, devido a complexidade quimica

estrutural, inviabilizam o uso comercial da sintese, fazendo com que o cultivo e a extracao
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de alcaldides da planta produtora (ou de precursores de alcaldides para semi-sintese)
permanecam sendo a alternativa mais viavel economicamente (Kutchan, 1995).

Apesar da grande importancia dos alcaldides para uso medicinal, relativamente
pouco ¢ conhecido sobre a regulacdo da sua biossintese e a sua fun¢ao nas plantas. Estudos
indicam que alcaldides desempenham um importante papel ecoquimico na defesa da planta
contra patogenos e herbivoros (Rhodes, 1994). Além disso, foi verificado que a biossintese
dos alcaldides nas plantas ¢ freqlientemente controlada durante o desenvolvimento (De
Luca & Laflamme, 2001) e em resposta a estresses ambientais como infec¢do por
microorganismos, herbivoria, ions de metais pesados, radiagdo ultravioleta (UV) e choque
osmotico (Facchini, 2001; Memelink et al., 2001). Assim, possiveis fungdes desses
compostos nas plantas incluem prote¢do contra patogenos, atividade anti-herbivoria,
prote¢do contra radiacdo UV, reserva de nitrogénio e alelopatia por seu poder quelante e
efeitos citotoxicos (Wink, 1988; Rhodes, 1994; Hartley & Jones, 1997; Wink, 1999;
Gregianini et al., 2003).

Os alcaloides sao divididos em diferentes classes como alcaldides tropanicos,
esteroidais e indolicos. Cerca de 2000 alcaldides indolicos sdo conhecidos e dentre estes
estdo os alcaldides monoterpeno indodlicos (Schripsema et al., 2001). Este tipo de alcaloide
tem sido isolado em trés principais familias de plantas tropicais, Loganiaceae, Apocynaceae
e Rubiaceae, todas pertencentes a Ordem Gentianales (Roberts & Strack, 1999). A
biossintese da maioria dos alcaléides monoterpeno indodlicos possui como etapa inicial a
condensacdo da triptamina com o monoterpeno secologanina formando o alcaldide
glicosilado estrictosidina, através da atividade da enzima estrictosidina sintase. A
estrictosidina ¢ o precursor comum de uma grande variedade de alcaldides em diversas

espécies de plantas. Passos adicionais de modificagdo por enzimas espécie-especificas e
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conversdes espontaneas determinam os tipos de alcaldides que serdo formados (Kutchan,

1993).

2. O género Psychotria

O género Psychotria, pertencente a subfamilia Rubioideae e a tribo Psychotrieae, é
o maior da familia Rubiaceae e compreende quase 2000 espécies amplamente distribuidas
no estrato arbustivo das matas tropicais (Davis et al., 2001). E um género taxonomicamente
complexo devido ao grande numero de espécies e¢ a relativa falta de caracteres
morfoldgicos utilizaveis para definicdo de grupos (Nepokroeff et al., 1999). Foram
identificadas 18 espécies de Psychotria no sul do Brasil (Santos, 1999).

A familia Rubiaceae ¢ conhecida pela producdo de diversos alcaldides que
apresentam propriedades farmacoldgicas importantes (Elisabetsky et al., 1995; Kutchan,
1995; Roberts & Strack, 1999). O género Psychotria ¢ conhecido pela presenca de
alcaldides e outras substancias bioativas. Os alcaldides deste género sdo derivados, em sua
maioria, do aminoacido triptofano, e s3o do tipo poliinddlico ou derivados
metiltriptaminicos principalmente (Hart et al., 1974; Libot et al., 1987; Adjibade et al.,
1992; Santos, 1999). A analise de varias espécies do sul do Brasil mostrou que os
alcaloides identificados sao do tipo monoterpeno indolico glicosilado, uma caracteristica
quimica peculiar para este género (Kerber et al., 2001; Santos et al., 2001).

A presenga de alcaldides e outras substancias bioativas no género Psychotria tem
despertado interesse. Foram demonstrados diferentes efeitos farmacologicos para alcaldides
de espécies de Psychotria, como inibigdo da agregagdo plaquetaria humana (Beretz et al.,

1985), citotoxicidade (Roth et al., 1986) e atividade analgésica (Leal & Elisabetsky, 1996).
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No Brasil, principalmente, a pesquisa desse género foi motivada pelo uso de duas espécies,
P. viridis e P. carthagenensis na prepara¢ao do daime, uma bebida alucinégena usada para
fins religiosos e medicinais pelos caboclos da Amazonia. Estudos etnofarmacoldgicos entre
caboclos da Amazonia identificaram Psychotria colorata (perpétua-do-mato) como planta
comumente utilizada no tratamento da dor (Elisabetsky & Castilhos, 1990). Estudos
quimicos e farmacologicos revelaram nesta espécie a presenca de diversos tipos de
alcaloides pirrolidinoindolinicos com comportamento analgésico do tipo opidide, i.e.
morfino-simile (Elisabetsky et al., 1995; Elisabetsky et al., 1997).

A analise farmacoldgica de extratos alcaloidicos de cinco espécies (P. brachyceras,
P. leiocarpa, P. myriantha, P. suterella e P. umbellata), das 18 que ocorrem no sul do

Brasil, mostrou atividade analgésica (Leal, 1994; Elisabetsky et al., 1997).

2.1 Psychotria brachyceras

A espécie Psychotria brachyceras Miill. Arg. (Figura 1) ¢ uma planta arbustiva com
até 3 metros de altura que apresenta ampla distribuicdo, ocorrendo desde o Estado do Rio
de Janeiro até o Rio Grande do Sul, na area da Mata Pluvial Costeira ¢ Mata da Planicie
Litoranea (Dillenburg & Porto, 1985). Seu pico de florescimento ocorre de outubro a
dezembro e o 4pice da sua frutificagdo no periodo de abril a junho. Apresenta flores brancas

e frutos drupaceos de cor azul-violacea.
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Figura 1. Fotografia de planta de P. brachyceras com frutos em seu ambiente natural.

P. brachyceras produz o alcaléide monoterpeno indélico braquicerina (Figura 2,
Kerber et al., 2001), o qual possui uma estrutura peculiar, pois, além da manutencdo da
glicose ligada a por¢ao terpénica, o que € incomum na forma final da maioria dos alcaldides
conhecidos, é possivelmente derivada de uma forma de epi-loganina, diferindo dos demais
alcaloides indolicos, os quais sdo geralmente derivados de secologanina e da subseqiiente
formagdo de estrictosidina, o precursor geral de pelo menos trés mil alcaldides indol-
terpénicos conhecidos. A unidade indolica ¢ provavelmente derivada do aminoacido
triptofano, o qual ¢ convertido em triptamina pela enzima citossélica TDC (triptofano
descarboxilase). A porgdo terpénica em alcaldides monoterpeno indolicos de Catharanthus
roseus ¢ fornecida por isopentenil difosfato (IPP) ou dimetilalil difosfato (DMAPP)
oriundo da rota biossintética triose fosfato/piruvato em plastidios, a rota independente de
mevalonato (Contin et al., 1998). A estrutura final do alcaldéide parece resultar da
condensagdo direta da substincia triptamina com epi-loganina, proveniente da rota dos
terpenos. Essa hipotese biogenética indica uma rota alternativa para biossintese dessa

molécula, representando uma nova classe de alcaloides inddlicos (Kerber et al., 2001).
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Figura 2. Estrutura do alcaldéide monoterpeno indélico Braquicerina presumivelmente resultante da
condensacdo direta da triptamina (oriunda da descarboxilagdo do aminoacido triptofano) com epi-

loganina (proveniente da rota plastidica mevalonato-independente).

A braquicerina ¢ sintetizada nas partes aéreas da planta e ndo se acumula nas raizes
e em tecidos indiferenciados. Observa-se acumulo preferencial durante a fase reprodutiva,
com variagdo entre os diferentes individuos de uma mesma populagdo e sazonalmente
(Gregianini et al., 2004). Este alcaldide é fortemente induzido por exposi¢do de estacas a
radiagdo UV, podendo atuar como um cromoéforo com atividade de filtro contra UV e como
um seqiiestrador de espécies reativas de oxigénio induzidas por UV (Gregianini et al.,
2003). A biossintese de braquicerina ¢ ainda induzida por dano mecanico e por aplicacao
exdgena de acido jasmonico, principal molécula sinalizadora de herbivoria (Gregianini et
al., 2004). Dentre as atividades biologicas ja identificadas, a braquicerina mostrou efeito
antiinflamatorio especifico em testes de migracao de leucocitos em ratos por meio de um
ensaio de quimiotaxia (F. Farias e A.T. Henriques, comunicagdo pessoal), e o extrato
aquoso foliar de P. brachyceras mostrou atividade alelopatica (Correa e Fett-Neto, dados

nao publicados).
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3. Efeitos de Estresses Abiodticos e Oxidativos e do Fitormonio Acido Abscisico sobre o

Acumulo de Metabolitos Secundarios

3.1 Estresses Abiodticos e Oxidativos nas Plantas

Considerando que os principais papéis sugeridos para os metabolitos secundérios
nas plantas sdo protegé-las de ataques por insetos, herbivoros e patdogenos, ou garantir sua
sobrevivéncia frente a estresses bidticos e abidticos, algumas estratégias para a produgao de
metabolitos em cultura baseadas neste principio tém sido desenvolvidas para aumentar a
produ¢do de metabdlitos secundarios vegetais de interesse. Estas estratégias incluem
tratamentos com varios elicitores, compostos sinalizadores, e estresses abidticos. Muitos
desses tratamentos promovem efetivamente a producdo de uma ampla variedade de
metabolitos secundarios de plantas, tanto in vivo quanto in vitro (Zhao et al., 2005).

Elicitores, quando se referem a plantas, podem ser caracterizados como moléculas
provenientes de varias fontes que podem disparar respostas fisiologicas e morfoldgicas e
acumulo de fitoalexinas. Fitoalexinas sdo compostos antibidticos de baixo peso molecular
formados e acumulados em células vegetais em resposta a infeccdo por microorganismos
(Maraschin & Verpoorte, 1999). Elicitores podem ser abioticos, tais como ions de metais e
compostos inorganicos, € biodticos, de fungos, bactérias, virus ou herbivoros, componentes
da parede celular vegetal, bem como compostos quimicos liberados pelas plantas atacadas
por patdégeno ou herbivoro no local de ataque. Sabe-se que o tratamento de plantas com
elicitores, ou ataque por patdogenos incompativeis, causa um conjunto de reagdes de defesa,
incluindo o actimulo de uma variedade de metabolitos secundarios de defesa como

fitoalexinas em plantas intactas ou em cultura de células (Zhao et al., 2005).
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Imediatamente apds a ocorréncia do dano, as plantas produzem espécies reativas de
oxigénio (ROS- do inglés, Reactive Oxygen Species) tais como anion superoxido e
peroxido de hidrogénio, ambos localmente no tecido danificado e sistemicamente pela
planta (Kessler & Baldwin, 2002). Tratamento com paraquat, um herbicida com alto poder
redutor, resulta na formacgao de anion superdxido (Ahrens, 1994) e causa estresse oxidativo,
similar aquele freqlientemente associado com respostas a patogenos. A aplicagdo exodgena
de peroxido de hidrogénio simula uma explosdo oxidativa e atua como um sinal difusivel
para ativar genes de defesa e estimular a producdo de alguns alcaldides inddlicos (Mehdy,
1994). Existem evidéncias de que o peroxido de hidrogénio e o acido salicilico atuam como
um sistema de auto-amplificacdo na resisténcia adquirida contra patdégenos e aclimatagdo a
estresses abioticos (Van Breusegem et al., 2001).

Um dos principais tipos de estresse abidtico sofrido pelas plantas € o estresse por
salinidade. Altos niveis de salinidade no meio externo, como cloreto de s6dio (NaCl), por
exemplo, sdo capazes de afetar muitos processos fisiolégicos e metabolicos, levando a
redugdo do crescimento celular (Ashraf & Harris, 2004). Os efeitos de varios estresses
ambientais nas plantas sao mediados, a0 menos em parte, pela producdo aumentada de
ROS. As plantas contém um complexo sistema antioxidante para eliminar ROS, incluindo
enzimas antioxidantes como superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPX), peroxidases e enzimas envolvidas no ciclo ascorbato-glutationa
(Elkahoui et al., 2005). A tolerdncia a salinidade é geralmente atribuida tanto a alta
atividade constitutiva das enzimas antioxidantes quanto a atividade induzida das mesmas
(Elkahoui et al., 2005).

Outro estresse abidtico importante ¢ o estresse de seca. Em recente trabalho, foi

mostrado que genes relacionados ao metabolismo secundario foram precocemente
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induzidos de forma transiente em radiculas de Medicago trunculata sensiveis a dessecacéo
durante a incubagdo das mesmas com polietilenoglicol (PEG), molécula simuladora de
situacdo de estresse de seca, sugerindo a participacdo dos produtos desses genes no
processo de tolerancia a seca/dessecacdo (Buitink et al., 20006).

Estudos realizados previamente, os quais tinham como objetivo avaliar o efeito da
exposigdo de estacas de P. brachyceras a Agrobacterium rhizogenes sobre o acimulo de
braquicerina, mostraram que o acumulo de braquicerina foi fortemente induzido em estacas
de P. brachyceras tratadas com meio de cultivo de bactérias LB (meio rico de Luria
Bertani) em comparacao ao controle (solugdo de sais MS) (Figura 3). Experimento no qual
foram testados os efeitos dos trés componentes (NaCl, extrato de levedura e triptona) do
meio LB sobre o acimulo de braquicerina mostrou que apenas o NaCl foi capaz de
aumentar a concentragdo do alcaldide (dados ndo mostrados). Além disso, os teores de
braquicerina em plantas de P. brachyceras em seu ambiente natural foram maiores em
periodos de estiagem (seca) (até¢ 0,7 % PS) quando comparados aos teores encontrados em
periodos sem escassez de chuva (cerca de 0,02 % PS). Essas observag¢des foram tomadas
como indicios de que o acumulo de braquicerina responderia ao estresse osmotico/hidrico.
Com base nesses resultados, foram aplicados diferentes tratamentos de estresse
osmotico/hidrico em discos foliares de P. brachyceras a fim de observar sua influéncia

sobre o acumulo de braquicerina.
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Figura 3. Teores de braquicerina em discos foliares de P. brachyceras nos dias 0 e nos dias 2, 4 ¢ 6
do decorrer do experimento apds exposicao por diferentes periodos (8 h, 15 min, ou 30 min) a cepa
R1000 (cepa 1) de A. rhizogenes com 100 uM de Acetoseringona (A) (fendlico envolvido na
sinalizacdo quimiotaxica da bactéria) ou aos respectivos controles (MS- solugdo de sais, ou LB-
meio de crescimento bacteriano). Barras com ao menos uma letra em comum ndo diferem

estatisticamente.

3.2 O Fitormédnio Acido Abscisico

O acido abscisico (ABA- do inglés, Abscisic Acid), fitormonio conhecido por
disparar a resposta de senescéncia (Zhao et al., 2005), desenvolve papéis importantes na
adaptacao de tecidos vegetativos a estresses abidticos ambientais tais como seca e alta
salinidade, bem como na maturagdo de sementes e dorméncia (Uno et al., 2000).
Especialmente sob algumas condigdes de estresse, como estresses hiper e hipo-osmotico,

salino, de frio e de seca, o0 ABA atua como uma importante molécula sinal, participando da
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regulacdo da expressdo de conjuntos de genes de defesa, podendo participar também da
regulacdo da biossintese de metabodlitos secundarios em algumas culturas de células
vegetais. Um exemplo disto ¢ o aumento da producao de alcaldides inddlicos em culturas
de células de Catharanthus roseus estimulado por ABA (Zhao et al., 2000). O ABA
também pode ser um sinalizador para o acimulo de metabolitos secundarios induzido por
estresse osmotico porque a produgdo de muitos metabolitos secundarios de plantas pode ser
estimulada por estresses osmoticos tais como sorbitol, manitol, sacarose, ¢ estresse salino
em meio de cultura, enquanto esses estresses geralmente estimulam a biossintese de ABA.
Por exemplo, tanto estresse osmoético quanto ABA podem estimular a produgdo de
alcaldides inddlicos em cultura de células de C. roseus (Zhao et al., 2000). ABA também
estimula a produgdo de taxol em cultura de células de Taxus spp (Luo et al., 2001), da
mesma forma que altas concentracdes de sacarose e manitol estimulam o acumulo deste
diterpeno antitumoral. Foi mostrado que o estresse osmotico induziu o acumulo de amidas
do acido hidroxi-cindmico e de triptofano em cevada (Hordeum vulgare) (Ogura et al.,
2001). Acido jasménico (JA) e ABA também induziram a produgdo desses compostos,
sugerindo que ABA e JA podem mediar o metabolismo secundario induzido por estresse
osmotico. No entanto, os perfis de compostos induzidos pela aplicacdo de JA e ABA
mostram que JA exibe atividade mais forte do que ABA sobre o acumulo de amidas do
acido hidroxi-cinamico, enquanto ABA ¢ mais ativo no acimulo de triptofano, precursor da
por¢do indolica dos alcaldides monoterpeno indolicos (Zhao et al., 2005).

Durante o estresse de seca, a concentracdo de ABA nas folhas aumenta
drasticamente. Essa concentragdo aumentada de ABA serve para o fechamento estomatico,
mas outros papéis desse grande aumento no nivel de ABA sdo pouco conhecidos. Durante

os estresses de seca e de salinidade, mudancgas na expressao génica tém sido documentadas.
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Inducdo e repressdo de genes durante o estresse de seca podem ser uma resposta direta as
condi¢des ambientais e/ou uma resposta as mudancas na concentracdo de hormonio.
Alteracdes na concentragdo de ABA durante o estresse de seca podem servir para coordenar
as respostas a seca ¢ a adaptagdo da planta ao ambiente (Bray, 1988). Sabe-se que muitos
genes induzidos por ABA contém um elemento cis ABA-responsivo conservado chamado
ABRE (do inglés, ABA-responsive element) em suas regides promotoras (Uno et al., 2000).
As regides promotoras responsivas ao ABA ligam-se fatores de transcrigio conhecidos
como AREB (do inglés, ABA-responsive element binding protein) que, uma vez ligados,
ativam a transcricdo de genes importantes para situagdes de estresse. Dados recentes
mostraram o envolvimento de uma proteina ligadora de RNA, FCA, como receptor de ABA

na resposta de inibigdo da floragdo por este fitormonio (Razem et al., 2006).

4. Consideragdes Importantes Sobre as Espécies Reativas de Oxigénio (ROS- Reactive

Oxygen Species)

4.1 Geragao de ROS nos sistemas bioldgicos

O oxigénio ¢ uma molécula altamente reativa e pode ser parcialmente reduzido
formando agentes quimicamente reativos conhecidos como espécies reativas de oxigénio
(ROS) (Jamieson, 1998). ROS como o anion superdxido (O,°7), peroxido de hidrogénio
(H20;) e radical hidroxila (OH+) s3o produzidas como sub-produtos normais do
metabolismo celular aerdbico ou através da exposi¢do a agentes ambientais, tais como
radiagdo, fagocitos ativados do hospedeiro, ou agentes do ciclo redox. ROS podem causar

danos a macromoléculas bioldgicas, e o dano celular causado por ROS tem sido implicado
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no desenvolvimento e na progressao de varias doengas (Cyrne et al., 2003). Aumentos nos
niveis de ROS, tais como aqueles que podem ocorrer em periodos de estresse oxidativo, sao
detectados por moléculas regulatorias redox-sensiveis na célula e disparam uma resposta
homeostatica para prevenir o dano celular, chamada resposta ao estresse oxidativo (Camhi
etal., 1995).

A fonte mais comum de radicais livres nos organismos aerébicos ocorre durante as
transferéncias de elétrons na mitocondria pela cadeia respiratoria, que utiliza o oxigénio
molecular para obtencdo de energia quimica em forma de adenosina trifosfato (ATP)
(Boveris, 1998). Em plantas, cloroplastos sdo também uma importante fonte de ROS, pois
possuem centros de geracao destas espécies quimicas, tais como clorofila tripleto e a cadeia
de transferéncia de elétrons nos fotossistemas (Edreva, 2005). ROS também podem ser
geradas por processos metabdlicos como autoxidagdo de pequenas moléculas
(hidroquinonas, leucoflavinas, catecolaminas, ferrodoxinas reduzidas) produzindo O,°".
Além disso, fatores ambientais, como irradiacdo, poluigdo ambiental e produtos toxicos sao

potenciais geradores de ROS (Henriques et al., 2001).

4.2 Tipos de ROS

4.2.1 Anion Superédxido (05

O radical superdxido ou anion superoxido (O,*7) é gerado normalmente durante o

metabolismo aerobico e resulta da redu¢do monovalente do oxigénio molecular (O,). Esse

radical também pode ser gerado através da auto-oxidacdo, via interagdo com agentes

redutores celulares (NADH, glutationa e outros) e via agdo de diferentes compostos
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quimicos como o paraquat e 6xido de 4-nitroquinoleina (4NQO) (Boveris, 1998; Henriques
et al., 2001). Outro processo que pode gerar O,*~ ¢é a fagocitose, na qual os fagocitos
(macrofagos e neutroflos) produzem O,*~ e H,O, através da agdo de uma oxidase que

transfere elétrons do NADPH para o O, para defesa bactericida (Forman & Thomas, 1986).

4.2.2 Perdoxido de Hidrogénio (H,0,)

O peroxido de hidrogénio (H,O;) ¢ um intermediario reativo do oxigénio que se
torna perigoso pelo seu poder de alcance. Ele ndo ¢ considerado um radical livre, pois ndo
possui elétron desemparelhado na ultima camada, mas € um metabolito do oxigénio
extremamente deletério porque participa da reacdo que produz o radical hidroxila (OH*).
Uma vez que o H,O, ndo reage imediatamente, ele pode migrar pela célula e atingir alvos
distantes da sua formagdo, sendo capaz de atravessar camadas lipidicas, € podendo reagir

com a membrana eritrocitaria e com proteinas ligadas a Fe™ e Fe™ (Izawa et al., 1995).

4.2.3 Radical hidroxila (OH*)

Os efeitos mais nocivos provocados pela produgdo tanto do O, quanto do H,O,
sao desencadeados pela rapida subseqiiente formag¢ao do radical hidroxila (OH*). O OH* ¢
facilmente gerado a partir de H,O, através da reacdo de Fenton na presenca de ions
metalicos como Fe™ ou Cu™" (Fridovich, 1998).

O radical OH- ¢ considerado a ROS mais reativa em sistemas biologicos. A
combinacdo extremamente rapida desse radical com metais e outros radicais no proprio

sitio onde foi produzido confirma sua alta reatividade. Os metais de transi¢do, tais como
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ferro (Fe*") e cobre (Cu’) aumentam a velocidade da producdo de OH- (Freitas &
Meneghini, 2001). A reacdo envolvendo metais ocorre em etapas: em um primeiro passo, o
metal na sua valéncia mais alta (Fe*" ou Cu®") reage com o radical O,*", produzindo fon
metélico, ferroso (Fe*") ou cuproso (Cu’) e O, (Reagdo de Haber-Weiss) (Figura 4),
deixando o metal em uma valéncia menor. Estes ions reagem rapidamente com H,O,,
gerando OH-, ion hidroxil (OH") e Fe’* (Reagdo de Fenton) (Figura 4).

O radical OH* tem uma meia vida extremamente curta e sua difusdo ¢ limitada pela
sua velocidade de reacdo. Por isso, a melhor defesa que a célula tem contra este radical ¢
evitar que o mesmo seja gerado. Por esta razdo as células mantém um rigido controle da
homeostase metalica. O transporte de metais ¢ altamente regulado e os ions de metais sao
mantidos em sua valéncia mais alta ou estdo de alguma forma complexados a enzimas e
proteinas onde sdo armazenados ou fazem parte funcional das mesmas (revisado por

Fridovich, 1998; Halliwell & Gutteridge, 2000).

Reacido de Haber-Weiss

(F¥'/Cu®) + 0 = (Fe*'/Cu’)y + O,
Metal oxidado Metal reduzido

Reacao de Fenton

(F*'/Cu") + H,0, = (F/Cu®) + OH+ + OH
Metal reduzido Metal oxidado

A soma das reacoes acima resulta na Reacao de Haber-Weiss/Fenton

Catalisador Metalico

0O + H,O, = O, + OH: + OH

Figura 4. Representagdo da formacao do radical OH* pelas reagdes Haber-Weiss/Fenton. (Adaptado

de Halliwell & Gutteridge, 2000).
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4.3 Algumas Enzimas Envolvidas na Detoxificacdo de ROS

Incluida na resposta ao estresse oxidativo celular esta a regulagdo da expressao de
genes que codificam enzimas antioxidantes, levando ao aumento das atividades dessas
enzimas antioxidantes e, portanto, a remocdao mais rapida dos oxidantes pela célula,

protegendo a mesma contra o estresse oxidativo (Cyrne et al., 2003).

4.3.1 Superédxido Dismutase (SOD)

A atividade de SOD foi descoberta por McCord e Fridovich em 1969: ela dismuta 2
0~ em H,0; e O,. Posteriormente, esses pesquisadores mostraram que essa enzima ¢
necessaria para manter a vida em condigdes aerdbicas. As SODs sdo metalo-enzimas que
pertencem a uma familia de enzimas com diferentes grupos prostéticos em sua composi¢ao.
Ha varias isoenzimas do tipo SOD, geralmente responsaveis por compartimentos celulares
distintos, podendo conter cobre, zinco, ferro ou manganés em seus sitios ativos (Freitas et
al., 2000; Henriques et al., 2001). Trés SODs distintas tém sido descritas com as mesmas
propriedades cinéticas: uma contém ferro no seu sitio ativo e ¢ encontrada em procariotos;
outra contém manganés e € encontrada em procariotos € nas mitocondrias de eucariotos
(MnSOD); e a terceira (Cu/ZnSOD) contém cobre e zinco e esta presente principalmente no
citoplasma de células eucaridticas, mas também pode ser encontrada nos lisossomos,
nucleos, bem como no espaco entre as membranas mitocondriais interna ¢ externa. Essa
enzima parece ser a primeira linha de defesa contra radicais livres derivados de oxigénio e
pode ser rapidamente induzida em algumas condi¢des quando as células ou organismos sao

expostos a estresse oxidativo (Michiels et al., 1994).
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4.3.2 Catalase (CAT)

A catalase ¢ uma enzima encontrada em todos os organismos conhecidos. Em
células eucarioticas, ela esta presente no citosol e nos peroxissomos. Essa enzima contém
um grupamento heme no seu sitio ativo, sendo considerada uma hemoproteina, responsavel
pela sua atividade catalitica que consiste na transformagao de 2H,0, em 2H,0 e O,. A acao
dessa enzima envolve a oxidagdo divalente do ferro heme (IV), acompanhada da reducao
divalente do peréxido de hidrogénio. Elas contém NADPH fortemente ligado, o qual pode
prevenir a acumulagdo da forma ferro (IV) da enzima, a qual ¢ inativa (Henriques et al.,
2001). Assim como as SODs, essa enzima pode ser induzida em algumas condi¢des pela

exposigdo de células ou organismos ao estresse oxidativo (Michiels et al., 1994).

5. Saccharomyces cerevisiae como Organismo Modelo para Estudos de Respostas

Eucarioticas ao Estresse Oxidativo

O eucarioto inferior Saccahromyces cerevisiae ¢ um organismo modelo importante
para o estudo de respostas eucarioticas ao estresse oxidativo (Jamieson, 1998). Trata-se de
um fungo unicelular leveduriforme com ciclo eucarioto tipico e completo, e tem sido
amplamente estudado, tornando-se ferramenta importante nas pesquisas sobre mutagénese,
reparo de DNA e mecanismos que respondem ao estresse oxidativo (Maris et al., 2001;
Boeira et al., 2002; Pungartnik et al., 2002).

Por pertencer ao grupo das leveduras anaerobicas facultativas, S. cerevisiae é capaz
de fermentar hexoses como glicose e frutose em condigdes aerdbicas e anaerdbicas de

crescimento, sendo a glicose a fonte preferencial de carbono utilizada. Sabe-se que
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concentracdes de glicose acima de um valor chamado de concentragcdo tipica podem
reprimir a expressao de genes que codificam enzimas do ciclo de Krebs, enzimas da cadeia
respiratoria e estruturas mitocondriais. Nesse caso, a via a ser seguida pelo piruvato ¢ a
anaerobica com formacgao de etanol, sendo a atividade mitocondrial encontrada reduzida na
levedura. Na presenc¢a de concentragdes de glicose abaixo da concentragao critica (0,2 % no
meio) e na presenca de Oy, o piruvato seguird a via aerdbica, e nesse caso a levedura
possuira alta atividade mitocondrial, pois os genes em questdo nao estardo reprimidos
(Halliwell & Gutteridge, 2000).

S. cerevisiae apresenta um perfil de crescimento caracteristico. A fase “lag”
corresponde a uma fase de adaptacdo fisiologica das células ao novo meio de cultura no
qual foram introduzidas. Nessa fase, o metabolismo das células esta ativo, sintetizando
enzimas e coenzimas, criando condi¢des para que elas possam se dividir, embora as células
ainda ndo estejam se dividindo. Na fase exponencial, o numero de células aumenta
exponencialmente com o tempo, usando energia proveniente da fermentacdao. Ao diminuir a
disponibilidade de glicose no meio, ocorre a desrepressao catabolica (transi¢ao diduxica),
com uma parada transiente na divisdo celular, enquanto as células sdo preparadas para o
metabolismo respiratério. Apos, a divisao celular ¢ retomada em ritmo mais lento,
utilizando etanol como fonte de carbono, produzido durante a fermentagdo (fase pos-
diduxica). Quando todas as fontes de carbono forem exauridas, as c€lulas entram na fase
estacionaria, na qual podem sobreviver por muito tempo na auséncia de nutrientes (Pringle
& Hartwell, 1982; Fuge & Werner-Washburne, 1997). Muitos estudos de resposta ao
estresse oxidativo em S. cerevisiae t€m sido realizados com células na fase logaritmica (ou
exponencial) e ndo na fase estaciondria onde as células leveduriformes se assemelham a

células de organismos multicelulares em aspectos importantes: (i) maior parte da energia
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vem da respiracdo mitocondrial; (ii) as células estdo na fase Gy, e (iii)) o dano gerado ¢
acumulado durante todo o tempo (Longo et al., 1996).

S. cererevisiae apresenta uma variedade de mecanismos de defesas antioxidantes,
incluindo sistemas de defesas enzimaticas e ndo-enzimaticas. Dentre as defesas enzimaticas
estdo presentes as enzimas SODs citoplasmatica (Cu/ZnSOD, codificada pelo gene SOD1)
e mitocondrial (MnSOD, codificada pelo gene SODZ2), ambas responsaveis pela
detoxificagdo do anion superoxido (Gralla & Kosman, 1992; Longo et al., 1999), ¢ a
enzima catalase representada por duas formas, uma citosolica, codificada pelo gene CTT1,
e outra perixossomal codificada pelo gene CTAL. Leveduras deficientes para os dois genes
que codificam as isoformas de catalase s@o hipersensiveis a HyO, na fase estaciondria, e
tanto os mutantes simples quanto os duplos para catalase sdo incapazes de montar uma
resposta adaptativa ao estresse por HyO, (Izawa et al., 1996).

Existem trabalhos que utilizam linhagens isogénicas de S. cerevisiae deficientes em
defesas antioxidantes para o estudo do mecanismo de agdo de agentes fisicos e quimicos
que interferem no estado redox da célula (Brennan & Schiestl, 1998; Lee et al., 2001). Um
método, utilizado para determinacdo da natureza das lesdes induzidas por agentes
oxidantes, consiste em comparar a sensibilidade de mutantes deficientes em enzimas
antioxidantes com uma linhagem selvagem isogénica proficiente naquele tipo de defesa
antioxidante. Pode-se também combinar um oxidante conhecido, como H,O, ou paraquat,
com uma substancia com potencial antioxidante, e avaliar o efeito do tratamento na
modulagdo do estresse. O aumento da viabilidade celular frente ao tratamento testado vai
sugerir uma atividade protetora (antioxidante) do tratamento em questdo, enquanto a
diminui¢do da viabilidade celular, um efeito deletério (Henriques et al., 2001; Picada et al.,

2003).
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6. Saccharomyces cerevisiae e Testes de mutagao forward

Além de serem de grande utilidade na determinagdo de agentes mutagénicos
ambientais ou farmacoldgicos, os ensaios com levedura servem para complementar os
ensaios de mutagenicidade realizados em bactérias (Henriques et al., 1987; Poli et al.,
1999; Terziyska et al., 2000). A detecgdo das mutagdes se da através da expressdo
fenotipica, causada por uma mudanga subita e hereditaria no genotipo do organismo,
alterando suas caracteristicas. A ocorréncia de mutacdes depende da natureza da lesdo e das
respostas celulares aos danos no DNA; por esse motivo, as mutagdes podem ser divididas
em mutagdes génicas, que correspondem a alteragdes ocorridas na seqiiéncia nucleotidica
do DNA, e cromossdomicas, que produzem alteragdes no numero ou estrutura dos
cromossomos (Waters et al., 1999; MacGregor et al., 2000; Dearfield et al., 2002).

Um dos métodos para quantificar alteracdes génicas resultantes de um tratamento
mutagénico € a utilizagdo de um marcador fenotipico como, por exemplo, a sensibilidade a
canavanina. A canavanina ¢ um analogo estrutural toxico da arginina. Muitas linhagens
selvagens de S. cerevisiae expressam um transportador de arginina chamado Canlp. Esse
transportador ¢ responsavel pela internalizagdo da arginina na célula, sendo também capaz
de importar a canavanina presente no meio causando a morte das células. Assim, alteragdes
no gene CAN1, induzidas por drogas mutagénicas, podem aumentar a sobrevivéncia das
células na presengca de canavanina quando comparada a tratamentos ndo mutagénicos
(Brendel & Henriques, 2001; Huang et al., 2003).

A linhagem N123 de S. cerevisiae permite a deteccdo deste tipo de mutagdo,

chamada mutagdo forward (Revers et al., 2002), ¢ as células revertentes podem ser
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detectadas pelo cultivo das mesmas em placas de Petri contendo meio seletivo acrescido de

canavanina.
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II. Objetivos

1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito de tratamentos de estresse osmotico/oxidativo aplicados em discos
foliares de Psychotria brachyceras sobre o acimulo de braquicerina, bem como testar as
atividades antioxidante e mutagénica/antimutagénica do extrato foliar bruto e do alcaldide
purificado em ensaios com Saccharomyces cerevisiae, para melhor compreender o
metabolismo ¢ o papel do alcaloide in planta. Além disso, sugerir os tratamentos mais
indutores de braquicerina para uma possivel adaptacao para produgado do alcaldide com fins

de testes farmacoldgicos e/ou pré-clinicos.

2. Objetivos Especificos

» Expor discos foliares de P. brachyceras a diferentes moléculas supostamente
envolvidas em respostas de estresse osmotico ou hidrico que culminam no acimulo
de metabolitos secundérios (NaCl, sorbitol, polietilenoglicol, e acido abscisico) para

avaliar seus efeitos sobre a biossintese de braquicerina.

» Propor um mecanismo de regulagdo da biossintese do alcaldide braquicerina a partir

dos resultados obtidos com a aplicagdo dos tratamentos de estresse.

» Avaliar o efeito antioxidante do extrato foliar bruto e do alcaldide braquicerina de

P. brachyceras sobre linhagens mutantes para genes que codificam enzimas
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envolvidas na rota de detoxificagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) de S.

cerevisiae, através do ensaio Central Disc.

Avaliar os potenciais mutagénico e antimutagénico do extrato foliar bruto e do
alcaloide braquicerina de P. brachyceras através de ensaio com a linhagem N123 de

S. cerevisiae.

Analisar o efeito antioxidante do extrato foliar bruto e do alcaldide braquicerina de

P. brachyceras sobre OH* in vitro.
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II1. Material e Métodos

1. Material Vegetal e Confecgao dos Discos Foliares

Estacas de Psychotria brachyceras foram coletadas de arvoretas adultas crescidas
no Morro Santana, pertencente a Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre,
Brasil. As folhas sadias e bem expandidas, das quais foram obtidos os discos foliares,
foram misturadas (a fim de distribuir a variabilidade das replicatas bioldgicas pelos
tratamentos) e submetidas a assepsia superficial, em camara de fluxo laminar vertical, na
qual as mesmas foram mergulhadas em etanol 70 % por 1 minuto, em seguida passadas
para solucdo de hipoclorito de sddio 1,5 % por 15 minutos e por fim lavadas de trés a
quatro vezes com agua destilada autoclavada. Apos a assepsia, foram confeccionados
discos foliares contendo 1,0 cm de diametro com o auxilio de furador metalico autoclavado.
A montagem dos experimentos utilizando discos foliares consistiu na incubagdo dos
mesmos em solugdes com os diferentes adjuvantes testados, sendo cada tratamento
composto por um conjunto de quatro placas de Petri (quadruplicata), cada uma contendo 20
discos foliares, os quais representaram uma repeticdo. Cada experimento foi repetido no

minimo trés vezes.

2. Tratamentos de Estresse Osmotico/Hidrico

Todos os experimentos tiveram como tratamento controle a exposi¢do dos discos

foliares de P. brachyceras a solugao de sais MS 0,1 x a concentragdo original (Murashige
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& Skoog, 1962), protocolo padrao utilizado rotineiramente para esta espécie no laboratorio
de Fisiologia Vegetal da UFRGS, onde foi desenvolvido o presente trabalho.

Foram escolhidos trés agentes de estresse osmotico, cloreto de soédio (NaCl), PEG
6000 e sorbitol, para serem testados quanto a sua influéncia sobre a biossintese de
braquicerina. Foram testadas diferentes concentracdes de cada um dos agentes estressores e

a montagem dos experimentos ocorreu como descrito anteriormente.

3. Ensaios de Atividade Enzimatica

Foram determinadas as atividades das enzimas ascorbato peroxidade (APX) e
superoxido dismutase (SOD) em discos foliares de P. brachyceras tratados com PEG na
concentracao de 0,05 M e na condigdo controle (MS). As atividades enzimaticas foram
expressas por area dos discos foliares dos quais foram feitos os extratos protéicos utilizados

para realizagdo dos ensaios de atividade enzimatica.

3.1 Preparacao dos Extratos Enzimaticos

Para ambos ensaios de atividade enzimatica, foi utilizada uma proporcao de 200 mg
de tecido vegetal (discos foliares): 1 mL de tampado de extragdao (50 mM de HEPES (pH
7,2), 2 % de PVP- polivinilpirrolidona, 2 mM de EDTA- acido etilenodiamino tetra-acético,
e 1 mM de PMSF (fenilmetilsulfonil fluorido) e Benzamidina, adicionados sobre o tecido

vegetal logo antes da extragdo).



34

3.2 Atividade de APX

A atividade de APX foi medida em espectrofotometro pelo decaimento da
absorbancia a 290 nm, pela reagdo de consumo de perdxidos e acido ascorbico e produgao
de dehidroascorbato (Asada, 1984). Foi utilizado 1,0 mL de tampao de reagdao (50 mM de
tampao fosfato (pH 7,0), 0,5 mM de acido ascorbico e 1 mM de H,0,) para 50 pL de
extrato. Foram feitas amostras em triplicata (trés extragdes independentes) de cada um dos
tratamentos (dia 0, discos ndo expostos a nenhum tratamento; Controle, discos em sais MS
por 6 ou 12 horas; e PEG, discos expostos a 0,05 M de PEG por 6 ou 12 horas) e cada uma
foi lida no espectrofotometro duas vezes. Foram feitas 15 leituras, de 20 em 20 segundos,
de cada amostra, totalizando um tempo de observagao da atividade de APX de 4 minutos ¢
40 segundos para cada amostra. Para o calculo de atividade enzimatica foram utilizados
cinco valores, os da primeira leitura (inicio da reagdo) e os valores correspondentes ao
término de cada minuto. Como foram feitas duas leituras de cada amostra, os valores

utilizados no final foram as médias das atividades obtidas de cada leitura.

3.3 Atividade de SOD

A atividade de SOD foi medida como descrito por Beyer & Fridovich (1987). As
leituras de absorbancia no espectrofotometro foram feitas a 560 nm apos 10 minutos de
exposi¢ao da mistura (tampao de reagdo + extrato) a luz. O tampao de reacdo continha 50
mM de tampao fosfato (pH 7,7), 46,5 ng/mL de nitroblue tetrazolium (NBT), 1,5 mg/mL

de L-metionina, 0,025 % de Triton X-100 e 55 pg/mL de Riboflavina. Nesse ensaio, uma
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unidade de SOD ¢ definida como a quantidade requerida para inibir a fotorredu¢do do NBT
em 50 %. As amostras foram feitas em triplicata (como descrito para a atividade de APX) e
cada uma foi lida duas vezes. Para o célculo da atividade de SOD foram usadas as médias

das leituras.

4. Extracao e Quantificagdo do Alcaloide Braquicerina

Para andlise dos teores de braquicerina foi preparado o extrato metandlico dos
discos foliares de P. brachyceras conforme o procedimento descrito a seguir:
- Foram coletadas de trés a quatro repeti¢cdes, cada uma contendo 20 discos foliares, de
cada tratamento nos dias 0 (teor de braquicerina nas plantas em seu ambiente natural) € nos
dias 2, 4 e 6 de exposicdo aos tratamentos.
- Os discos foliares foram pulverizados em nitrogénio liquido e foram adicionados 2.0 mL
de metanol (grau HPLC) a cada amostra.
- Os extratos metanodlicos foram ultrassonicados por 30 minutos e em seguida submetidos a
centrifugacdo a 5.000 g por 10 minutos.
- Os sobrenadantes das amostras foram recuperados e transferidos para tubos de
microcentrifuga ¢ posteriormente analisados pelo equipamento de HPLC (do inglés, High

Performance Liquid Chromatography) Perkin Elmer S200. A coluna utilizada foi uma C,

(tamanho da particula 0,5 um) de fase reversa (275 x 8.0 mm) da Merck Hibar, equipada

com uma pré-coluna C,. Foi utilizado um sistema de gradiente linear composto de metanol-

agua-acido trifluoroacético variando de 19:81:0.05 (T ) at¢ 100:0:0.05 (T,,) em 20 min,

fluxo de 1 mL.min-1. Os picos eluidos foram monitorados a 280 nm.
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Para obter a quantificagdo de braquicerina foi feita uma curva padrdo baseada em
concentracdes conhecidas de braquicerina auténtica pura. A identidade e a pureza da
braquicerina foram baseadas no tempo de retengdo e co-cromatografia com braquicerina
auténtica.

Para o calculo da quantidade de braquicerina (em gramas) presente nas amostras,
foram tomadas as areas dos picos dos cromatogramas, correspondentes ao tempo de eluicao
do alcaldide, e os pesos secos do material vegetal do qual foram feitos os extratos. Os
tecidos vegetais foram secos em estufa a 60 °C por sete dias e entdo pesados em balanga
analitica.

O teor de braquicerina foi calculado em porcentagem de braquicerina por peso seco

de biomassa vegetal extraida.

5. Analise Estatistica

Os dados foram analisados por ANOVA, seguida por teste de Duncan, quando
adequado, com p < 0,05 (Sokal & Rohlf, 1969). Foi utilizado o programa estatistico SPSS
for Windows version 10.0. A homogeneidade de variancia foi verificada antes da aplicagao

dos testes.
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6. Ensaios com Saccharomyces cerevisiae

6.1 Substancias Quimicas

Foram utilizados o alcal6ide braquicerina e o extrato foliar bruto de P. brachyceras.
Braquicerina auténtica foi isolada de folhas de P. brachyceras de acordo com Kerber et al.
(2001). Extratos foliares brutos foram preparados com 1,0 mg de folhas secas de P.
brachyceras. As folhas foram pulverizadas com nitrogénio liquido ¢ a extragao foi feita
com 5,0 mL de metanol (grau HPLC), seguida de ultrassonicacdo por 30 minutos e
centrifugacdo a 5.000 g por 10 minutos. Apds, os sobrenadantes foram recuperados em
tubos de microcentrifuga e secos por cinco horas em SpeedVac. Os extratos secos foram
utilizados nos ensaios.

Os reagentes oxidantes perdxido de hidrogénio (H,O,) e paraquat (gerador de anion
superdxido) foram obtidos da Sigma (St. Louis, MO, USA). As concentra¢des apropriadas
foram obtidas pela dilui¢ao da solugdo estoque em agua destilada esterilizada.

DMSO (dimetil sulfoxido) foi utilizado como solvente nos ensaios de Mutagénese e

Antimutagénese.

6.2 Linhagens de Saccharomyces cerevisiae e meios de cultivo

As linhagens de S. cerevisiae utilizadas no ensaio de Central Disc sdo defectivas em
genes que codificam as enzimas superoxido dismutase (SOd1A- mutante para o gene que

codifica a SODCuZn, abundante no citosol; S0d2A- mutante para o gene que codifica a



38

SODMn, abundante na mitocondria; S0d1Asod2A- mutante para ambas as SODs) e catalase
(CttlA- mutante para o gene que codifica a catalase, presente nos peroxissomas;
sod1Acttl1A- mutante para SODCuZn e catalase) envolvidas na detoxificacdo de anion
superdxido e peroxido de hidrogénio, respectivamente. A linhagem hapldide N123 foi
usada no ensaio de Mutagénese e Antimutagénese. Como meio de crescimento de rotina foi
usado o meio liquido completo YPD. Também foram utilizados o Meio Minimo (MM) e o
Meio Completo Sintético (SC), o qual consiste do MM suplementado com os aminoacidos
apropriados. Para o ensaio de Mutagénese, o meio SC foi suplementado com 60 pg/mL de
canavanina. Uma solugdo de 0.9 % de NaCl foi usada para a dilui¢do das células em

suspensdo. Tampao fosfato salino (PBS) foi usado para incubagao das células.

6.3 Central Disc (Ensaio de Inibigdo do Crescimento)

Culturas em fase estacionaria de diferentes linhagens de S. cerevisiae foram obtidas
pela inoculagdo de uma colonia isolada em meio liquido YPD. As células de levedura
foram diluidas em PBS para uma densidade apropriada de 1-2 x 10’ células/mL para o
ensaio de inibi¢do de crescimento. As células foram estriadas com uma alga de inoculacao
do centro da placa de Petri até a borda (cada linhagem foi estriada duas vezes por placa,
consistindo em uma duplicata) em uma estria continua; concentragdes crescentes de extrato
foliar bruto de P. brachyceras e de braquicerina (100, 250 e 500 pg/ml) foram aplicadas em
um disco de papel filtro posicionado no centro da placa de Petri, em seguida as placas
foram pré-incubadas por 4 horas a 30 °C. Apos esse periodo, 5,0 ul de PBS, como controle,

e 5,0 ul de H,O;a 30 % ou 8,0 puL de paraquat (500 mM) foram pipetados no mesmo disco
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de papel filtro e as placas foram incubadas por dois dias a 30 °C. A inibi¢ao do crescimento
foi medida em mm desde a borda do disco de papel filtro at¢ o ponto de inicio de

crescimento das colonias.

6.4 Ensaio de Mutagénese e Antimutagénese

Células de levedura (N123) numa densidade de 1-2x10® células/mL foram expostas
ao extrato foliar bruto de P. brachyceras e a braquicerina, em concentragdes variando de 10
a 250 pg/mL, e incubadas por uma hora a 30 °C em termo-mixer. Para o ensaio de
Antimutagénese foi feito o mesmo procedimento, porém as células mais extrato ou
braquicerina foram também expostas ao agente mutagénico oxidativo e entdo incubadas.
Aliquotas adequadas foram plaqueadas em triplicata em meio SC solido com ou sem
canavanina. As placas foram incubadas no escuro a 30 °C por 72 horas antes da contagem
das coldnias sobreviventes e revertentes. A mutacdo forward foi quantificada com o ensaio
de resisténcia a canavanina (CANI-canl) ap6s inducdo com diferentes tratamentos. Os
ensaios foram repetidos no minimo trés vezes e o plaqueamento para cada dose foi em

triplicata.

6.5 Ensaio in vitro (Hipoxantina/xantina oxidase)

O ensaio para determinar o potencial antioxidante da braquicerina purificada e do

extrato foliar bruto de P. brachyceras sobre o radical hidroxila (OH*) foi baseado no

método descrito por Owen et al. (1996). O extrato ¢ o alcaldéide foram diluidos no tampao



40

de ensaio (hipoxantina, Fe(IIl), EDTA e acido salicilico) a uma concentracao de 2.0 mg/mL
e diluidos apropriadamente no tampao de ensaio para um volume final de 1,0 mL dando
uma variacao de 0,05 a 2,0 mg/mL. Uma aliquota de 5,0 uL de xantina oxidase (18 mU),
dissolvida em 3,2 M de NH4SOy, foi adicionada para iniciar a reagdo. Os tubos de amostra
foram incubados por trés horas a 37 °C, tempo suficiente para uma reacdo completa. Uma
aliquota de 30 pL da mistura de reagdo foi analisada por HPLC usando condicdes
cromatograficas descritas por Owen et al. (1996). A analise cromatografica foi feita usando
um gradiente baseado em metanol/agua/acido acético com uma coluna C18 de fase reversa
uBondaPak (Waters) e deteccdo a 325 nm. O equipamento de HPLC tem um moddulo de
separagao 2695 (Waters) e um detector de UV 2487 (Waters). A quantidade de
dihidroxifendis (2,5-acido dihidroxibenzoéico e 2,3-acido dihidroxibenzoico) produzida pelo
ataque do radical hidroxila sobre a molécula de acido salicilico foi determinada a partir de

curvas padrdo dos respectivos dihidroxifendis purificados.

6.6 Estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada usando Anova One-Way seguida de
Dunnett (Teste de Comparacdo Multipla). Valores de P menores que 0,05 foram

considerados significantes. Os dados foram expressos como médias + erro padrao da média.



IV. CAPITULO I

“Efeitos de Diferentes Tratamentos de Estresse Osmotico Sobre o Acumulo de

Braquicerina em Discos Foliares de Psychotria brachyceras”
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1. Estresse osmotico/hidrico/oxidativo em discos foliares de Psychotria brachyceras

No primeiro experimento com agentes osmoticos, foram testados cloreto de sodio
(NaCl) e polietilenoglicol (PEG) em diferentes concentragdes. Optou-se por estes agentes,
pois NaCl ¢é normalmente internalizado pelas células, enquanto PEG permanece do lado
externo, dificultando a captagdo de agua pelos discos foliares, atuando como uma molécula
simuladora da situac¢do de estresse hidrico (seca) (De Marafion et al., 2001). Foi observado
um aumento no acumulo de braquicerina em discos foliares de P. brachyceras no quarto

dia de exposicao ao tratamento com 0,07 M de PEG em relacdo ao controle (MS) (Figura

1.
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Figura 1. Teores de braquicerina em discos foliares de P. brachyceras no dia zero e no quarto dia de
exposicao ao controle (MS) e a tratamentos com NaCl (cloreto de sodio) e PEG (polietilenoglicol
6000) em diferentes concentragdes isosmoticas ou ndo. (concentragdes isosmoticas: 0,01 M de NaCl
e 0,00238 M de PEG; 0,3 M de NaCl ¢ 0,07 M de PEG). Barras com ao menos uma letra em

comum ndo diferem estatisticamente.

Uma vez que as concentracdes de NaCl utilizadas anteriormente provocaram uma

diminuig@o nos teores do alcaldide, possivelmente por serem concentragdes muito elevadas
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e portanto toxicas para a planta (Figura 1), novas concentragdes de NaCl, menores que as
anteriores, foram testadas em experimento subseqiiente. Também foram testadas outras
concentragdes de PEG e ainda foi incluido nos tratamentos o agente osmotico sorbitol, o
qual é capaz de entrar na célula interferindo no potencial osmotico da mesma, porém nao
sendo metabolizado (Kim et al., 2001).

Os maiores teores de braquicerina foram observados nos discos foliares de P.
brachyceras tratados com 5,0 mM de NaCl, 0,1 M de sorbitol ¢ 0,05 M de PEG, sendo
todos eles significativamente superiores ao teor observado no controle (Figura 2).
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Figura 2. Teores de braquicerina em discos foliares de P. brachyceras no dia zero e no quarto dia de
exposi¢do ao controle (MS) e aos tratamentos com NaCl, sorbitol e PEG (polietilenoglicol 6000)
em diferentes concentragées. Barras com ao menos uma letra em comum ndo diferem

estatisticamente.

A partir dos resultados observados no experimento anterior (Figura 2), os
tratamentos que proporcionaram um maior incremento no acimulo do alcaléide foram
selecionados para a realizagdo de experimentos sobre a cinética de inducao da biossintese

de braquicerina ao longo de quatro dias.
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O tratamento com 0,05 M de PEG foi capaz de induzir o acumulo de braquicerina
em discos foliares de P. brachyceras desde o primeiro dia de exposigdo a esse agente
(Figura 3). Os maiores teores de braquicerina nos tratamentos com NaCl na concentragao
de 5,0 mM e sorbitol na concentragao de 0,1 M foram atingidos no quarto dia de exposigao
a esses agentes (Figura 3) corroborando os resultados anteriores (Figura 2). A utilizagdo do
tratamento com 100 mM de NaCl teve a finalidade de observar a consisténcia dos

resultados anteriores, o que de fato verificou-se.
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Figura 3. Teores de braquicerina em discos foliares de P. brachyceras no dia zero ¢ nos dias 1, 2, 3
e 4 de exposicdo ao controle (MS) e aos tratamentos com NaCl (5,0 ¢ 100 mM), sorbitol (0,1 M) e
PEG- polietilenoglicol 6000 (0,05 M). Letras em negrito representam diferencas significativas em
relacdo ao controle (MS 0,1 x), enquanto letras sublinhadas representam a ocorréncia de tendéncia.

Barras com ao menos uma letra em comum ndo diferem estatisticamente.
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O fitormonio acido abscisico (ABA) exerce reconhecido papel como sinalizador nas
respostas da planta a diferentes estresses como salinidade e seca (Bray, 1997). Em funcao
disso, discos foliares de P. brachyceras foram expostos a duas concentragdes distintas de
ABA para verificar um possivel envolvimento desse fitormdnio na resposta de acimulo de
braquicerina.

ABA na concentragdo de 10 mg/L induziu o acumulo de braquicerina em discos
foliares de P. brachyceras no terceiro dia de tratamento em relagao ao controle (Figura 4).
A concentragdo de 1,0 mg/L de ABA também aumentou o acimulo de braquicerina em

comparagao ao controle nos dias 3 e 4 de exposicao a esse tratamento (Figura 5).
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Figura 4. Teores de braquicerina em discos foliares de P. brachyceras no dia zero e nos dias 3 ¢ 4
de exposicdo ao controle (MS) e ao tratamento com o fitormonio ABA- acido abscisico na

concentragdo de 10 mg/L. Barras com ao menos uma letra em comum ndo diferem estatisticamente.
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Figura 5. Teores de braquicerina em discos foliares de P. brachyceras no dia zero e nos dias 2, 3 ¢ 4
de exposicao ao controle (MS) e aos tratamentos com o fitorménio ABA- 4cido abscisico (1 e 10

mg/L). Barras com ao menos uma letra em comum nao diferem estatisticamente.

2. Atividades de Ascorbato Peroxidase (APX) e Superdxido Dismutase (SOD) em discos

foliares de P. brachyceras tratados com PEG

As atividades de ascorbato peroxidase (APX), enzima detoxificadora de peroxido de
hidrogénio (H,0;), e superoxido dismutase (SOD), enzima detoxificadora de anion
superoxido (0O,*7), foram medidas em discos foliares de P. brachyceras expostos a 0,05 M
de PEG a fim de evidenciar o envolvimento de espécies reativas de oxigénio (ROS),
caracteristicas do estresse oxidativo, neste tratamento indutor de acimulo de braquicerina.

Inicialmente as atividades enzimaticas foram medidas apds a exposi¢ao dos discos
foliares de P. brachyceras a 0,05 M de PEG por dois dias. Ndo foram detectadas diferencas
entre as atividades de APX e SOD observadas no controle e no tratamento com PEG (dados
nao mostrados). Supondo que o aumento das atividades enzimaticas, induzido pela geracao
de ROS possivelmente aumentada na presenga do tratamento de estresse, ocorresse em um

estagio mais inicial logo apoés a aplicacdo do estresse, inclusive antes do aumento de
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braquicerina observado ja no primeiro dia de tratamento dos discos com PEG a 0,05 M
como mostrado anteriormente (Figura 3), decidiu-se analisar as atividades de APX e SOD
apos 6 ou 12 horas de incubacao dos discos com o agente PEG.

A atividade de APX observada para os discos foliares tratados com 0,05 M de PEG
foi significativamente maior que a observada para os discos do controle, tanto em 6 horas

quanto em 12 horas de tratamento (Figura 6).
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Figura 6. Atividade de ascorbato peroxidase (APX) em discos foliares de P. brachyceras no
controle (MS) ou tratados por 6 h ou 12 h com 0,05 M de polietilenoglicol (PEG). Barras do
tratamento PEG com ao menos uma letra em comum ndo diferem estatisticamente do respectivo

controle MS.

Nao foi detectada diferenca entre a atividade de SOD observada para os discos
submetidos ao estresse e aquela observada para os discos do controle, embora uma
tendéncia de aumento tenha sido aparente apds 12 h em discos foliares expostos a PEG

(Figura 7).
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Figura 7. Atividade de superdxido dismutase (SOD) em discos foliares de P. brachyceras no
controle (MS) ou tratados por 6 h ou 12 h com 0,05 M de polietilenoglicol (PEG). Barras com ao

menos uma letra em comum nao diferem estatisticamente.

3. Discussao

O déficit hidrico celular pode resultar de estresses tais como seca, salinidade e baixa
temperatura (Bray, 1993). Nesse trabalho foram aplicados os estresses de seca e salinidade
sobre discos foliares de P. brachyceras para avaliar o efeito desses estresses sobre o
acumulo do alcaléide braquicerina e possivelmente inferir uma funcao de defesa para esse
alcaldide na planta. Buitink et al. (2006) mostraram que alguns genes relacionados ao
metabolismo secundario foram precocemente induzidos transientemente em radiculas de
sementes de Medicago trunculata sensiveis a dessecagdo durante a incuba¢do das mesmas
com polietilenoglicol (PEG), sugerindo a participagdo dos produtos desses genes no
processo de tolerancia a seca/dessecagdo. Dentre esses genes induzidos estdo aqueles cujos
produtos sdo envolvidos na biossintese do metabolito secundario medicarpina, uma
fitoalexina de M. trunculata. Nos estagios posteriores, quando a tolerancia a dessecagao ¢

estabelecida, genes dessa rota tém sua expressao diminuida. Nesse mesmo trabalho também
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foi mostrado que genes expressos precocemente durante a incubagdo das radiculas de M.
trunculata com PEG pertencem de fato a classes envolvidas em respostas iniciais ao
estresse ¢ de adaptagdo.

Fatores de transcricdo induzidos por estresse de seca tiveram sua expressao
aumentada em radiculas de M. trunculata durante o re-estabelecimento da tolerancia a
dessecagdo. Um fator de transcricdo relacionado aos fatores de transcricido AREB (do
inglés, ABA-responsive element binding protein) foi fortemente induzido durante a
incubag¢ao das radiculas de M. trunculata com PEG (Buitink et al., 2006). Em Arabidopsis,
a transcri¢do de duas proteinas ligadoras de seqiiéncias ABRE (do inglés, ABA-responsive
element) ¢ induzida por seca, bem como por NaCl e ABA (Uno et al., 2000). Além disso,
trés genes foram expressos em radiculas de sementes de M. trunculata durante o tratamento
osmotico, os quais mostraram homologia com genes que codificam proteinas DREB (do
inglés, Dehydration-responsive element binding factor) envolvidas em uma rota
independente de ABA. Dois desses genes mostraram um aumento brusco e precoce na sua
expressao, enquanto o terceiro teve um aumento nos estagios posteriores da incubagdo com
PEG. Em Arabidopsis, DREB1/CBFs atuam na expressdo de genes responsivos ao frio,
enquanto DREB2 estd envolvido na expressdo de genes responsivos a seca (Liu et al.,
1998).

No presente trabalho, foi verificado um aumento significativo no conteudo de
braquicerina em discos foliares de P. brachyceras tratados com PEG (0,01 M; 0,05 M; 0,07
M e 0,1 M), NaCl (0,5 mM; 1,0 mM; 2,5 mM e 5,0 mM) e sorbitol (0,1 M) (Figuras 1, 2 e
3). Tal aumento pode ser explicado pela possivel indu¢do da expressdo de genes cujos
produtos estariam envolvidos na resposta da planta aos estresses de seca e salinidade,

simulados pelos tratamentos testados, levando subseqiientemente a ativagao da expressao
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dos proprios genes codificadores das enzimas envolvidas na biossintese de braquicerina, ou
até mesmo pela indugdo direta desses Ultimos genes mencionados, como foi visto para
medicarpina de M. trunculata (Buitink et al., 2006). Além disso, a resposta que resulta no
aumento de braquicerina pode ser mediada pela ativacdo de fatores de transcri¢ao do tipo
AREB, induzidos em radiculas de plantulas de M. trunculata durante o tratamento com
PEG e em Arabidopsis por seca, NaCl e ABA, ou pela ativacao de fatores do tipo DREB os
quais atuam em uma rota independente de ABA, expressos em radiculas de M. trunculata
durante o tratamento osmotico e em Arabidopsis em resposta ao frio e a seca. Independente
da resposta que culmina no aumento de braquicerina ser direta ou indireta, o seu contetido
aumentado em discos foliares de P. brachyceras submetidos a uma situa¢do “interpretada”
pela planta como falta de 4gua no ambiente sugere que esse alcaléide desempenha um papel
protetor na defesa da planta contra seca e salinidade.

Os mecanismos pelos quais as plantas respondem a disponibilidade reduzida de
agua (baixo potencial hidrico) incluem tanto processos dependentes de ABA quanto
independentes de ABA (Verslues & Bray, 2006). Durante o estresse de seca, as plantas
experimentam diversas mudancas fisioldgicas e metabodlicas, incluindo a expressao alterada
de varios genes, e 0 concomitante aumento na concentragdo de ABA (Kahn et al., 1993).
Por exemplo, o ABA que ¢ acumulado durante o estresse de seca ¢ requerido para varias
das mudancas na expressdo génica que ocorrem durante o estresse de seca em folhas de
tomate (Lycopersicon esculentum) (Bray, 1988). Foi verificado um aumento significativo
no conteudo de braquicerina em discos foliares de P. brachyceras, tanto na presenca de 1,0
mg/L quanto na presenca de 10 mg/L de ABA (Figuras 4 e 5). Esses resultados sugerem
que a inducdo de braquicerina verificada nos discos foliares submetidos aos tratamentos de

estresse (PEG, NaCl e sorbitol) tem a participagdo de ABA como sinalizador, talvez
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envolvendo um aumento na concentracdo endogena de ABA e a possivel subseqiiente
ativacao de fatores de transcri¢do do tipo AREB.

A redug@o nos teores de braquicerina em discos foliares de P. brachyceras tratados
com concentracdes altas de NaCl (0,01-1,0 M) (Figura 1) pode ser explicada por uma
possivel toxidez desse sal quando em altas concentragdes, pois até mesmo plantas
transgénicas de tomate superexpressando o antiporte vacuolar Na+/H+, responsavel por
internalizar o sédio para o vacuolo, toleraram uma concentracio méaxima de 200 mM de
NaCl (Zhang & Blumwald, 2001). Além disso, o NaCl entra na célula, ao contrario do
PEG, e interfere diretamente na atividade metabolica de enzimas e membranas, podendo
causar danos. Ja o sorbitol, causa estresse osmoético e entra na célula, mas ¢
metabolicamente inerte.

A auséncia de aumento significativo no teor de braquicerina no quarto dia de
exposicao a 0,05 M de PEG nos ensaios representados na Figura 3 pode ser devida a
variabilidade inerente as replicatas biologicas; por exemplo, diferencas no “status”
fisiologico inicial do lote de folhas usado para confeccionar os discos que possam ter
alterado a resposta prolongada ao agente estressor simulador de falta de agua. Sabe-se que
o teor de braquicerina varia entre os individuos da populacao, além de apresentar alteragdes
frente a fatores ambientais a campo (Gregianini et al., 2004).

A geragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), a qual caracteriza o estresse
oxidativo, ¢ uma resposta comum das células vegetais ao ataque por patégenos e tratamento
com elicitores. Em algumas culturas de células vegetais, ROS sao suficientes para indugao
do acimulo de metabolitos secundarios. Em algumas plantas, o peroxido de hidrogénio
(H20,) medeia o acimulo de metabolitos secundarios induzido por elicitor, tais como o

acumulo de alcaldides inddlicos em Catharanthus roseus e¢ de saponina em ginseng (Zhao
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et al., 2005). Em outras plantas, o anion superoxido (O;*") atua como mediador do acimulo
de metabolitos secundarios induzido por elicitor, tais como o acumulo de fitoalexinas em
culturas de células de Petroselinum crispum (salsa) e de medicarpina em alfafa (Zhao et al.,
2005). O mecanismo pelo qual as ROS medeiam a producdo de metabolitos secundarios
induzida por elicitor ndo esta esclarecido, mas sabe-se que elas induzem a expressdao de
muitos genes de defesa, inclusive de alguns genes que codificam enzimas envolvidas na
biossintese de metabolitos secundarios. Além disso, o estresse oxidativo causado pelas
ROS pode regular a estabilidade de alguns transcritos de genes de defesa em células
vegetais (Mehdy, 1994). A peroxidacao lipidica mediada por H,O, pode iniciar a rota de
octadecanoides levando a biossintese de jasmonato e compostos relacionados, os quais
foram mostrados atuando na indu¢do da produgdo de metabdlitos secundarios vegetais
(Thoma et al., 2003). O envolvimento de jasmonato na via de sinalizagdo que resulta na
produgdo de braquicerina também foi mostrado (Gregianini et al., 2004). Sabendo da
relacdo existente entre a ocorréncia de estresse oxidativo e a indugdo do metabolismo
secundario, foram analisadas as atividades enzimaticas de ascorbato peroxidase (APX) e
superdxido dismutase (SOD) em discos foliares de P. brachyceras tratados com PEG a 0,05
M. Foi verificada atividade de APX significativamente maior para os discos foliares
tratados, comparada aquela observada para os discos do controle, tanto em 6 horas quanto
em 12 horas de tratamento (Figura 6), sendo que tal diferenca nao foi detectada para a
atividade de SOD (Figura 7). Sabe-se que a atividade de SOD sobre o O~ gera H,0,,
portanto pode-se pensar que a maior concentragdo de H,O, no meio, gerada tanto pela
indugdo do estresse oxidativo ocasionado pelo tratamento com PEG quanto pela atividade
de SOD, tenha resultado numa maior atividade de APX com o intuito de diminuir a

quantidade desse intermediario de oxigénio, uma vez que o mesmo ¢ capaz de gerar o
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radical hidroxila, reconhecidamente nocivo para a célula, através da reagdo de Fenton na
presenca de ions metalicos (Fridovich, 1998).

Os resultados de atividade enzimatica obtidos nesse trabalho indicam que o acumulo
de braquicerina induzido em discos foliares de P. brachyceras, na presenca de tratamentos
que simulam estresses de seca e salinidade, pode ser mediado por H,O,, assim como ocorre
para o acimulo de alcaldides indolicos em C. roseus (Zhao et al., 2001). O aumento no teor
de braquicerina na presenga de estresse osmotico (ou hidrico) pode ser explicado pela
geracdo de ROS e indugdo da biossintese de isopentenil pirofosfato, precursor primario de
terpenos em plantas, essencial para a biossintese da porcdo terpénica de alcaldides
monoterpeno inddlicos, que ocorrem nesse tipo de estresse (Nacif de Abreu & Mazzafera,
2005). A auséncia de diferenga significativa na atividade de SOD entre os discos tratados e
ndo tratados pode ter ocorrido em fung¢do dos tempos escolhidos para a andlise, sendo
possivel que haja uma maior atividade de SOD na presenca do tratamento de estresse em
outros periodos.

Viarios estudos indicam que a aquisi¢do de tolerancia a salinidade pode ser
conseqiiéncia de uma resisténcia aumentada ao estresse oxidativo. Muitos desses estudos
mostram uma correlagdo positiva entre a resisténcia ao estresse salino € um sistema
antioxidante mais eficiente (Elkahoui et al., 2005). No presente trabalho, pode-se apontar
uma segunda alternativa de defesa da planta estudada frente ao estresse salino, além
daquela baseada no aumento da atividade de enzimas antioxidantes, ¢ at€¢ mesmo frente ao
estresse oxidativo, baseada na indu¢ao do acimulo do alcaldide braquicerina. A atuacdo da
braquicerina na defesa da planta contra os estresses estudados pode ser explicada pela
atividade antioxidante da mesma como molécula capturadora de oxigénio singleto in vitro

(Gregianini et al., 2003) e como protetora de linhagens de Saccharomyces cerevisiae,
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defectivas em genes que codificam enzimas antioxidantes, expostas a H,O, ou paraquat
(gerador de O,*") (resultados mostrados no capitulo II da presente dissertagao).

Em suma, os resultados apresentados no Capitulo I mostram que os agentes de
estresse osmotico/hidrico testados (NaCl, sorbitol ¢ PEG) podem, em determinadas
concentragdes, induzir a biossintese de braquicerina em discos foliares de P. brachyceras,
indicando um possivel papel desse alcaldide na prote¢ao contra o estresse osmotico/ hidrico
(de salinidade e de seca). Essa resposta de acimulo de braquicerina frente aos estresses

estudados parece ser mediada pelo fitormonio ABA e pela geracao de H,O..
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V. CAPITULO I

“Antioxidant and antimutagenic effects of the crude foliar extract and the alkaloid

brachycerine of Psychotria brachyceras”

(Publicado na Environmental and Molecular Mutagenesis)
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Research Article

Antioxidant and Antimutagenic Effects of the Crude
Foliar Extract and the Alkaloid Brachycerine of
Psychotria brachyceras
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The monoterpene indole alkaloid brachyecerine
fram Psychotria brachyceras has been shown to
be induced by UV and to have in vitro antioxidant
activity, indicating a possible protective role
against the secondary eftfects of this radiation. In
this work, we have studied the antioxidant proper-
fes of brachycerine and a crude foliar extract
fram P. brachyceras by using Saccharomyces cer-
evisiae strains proficient and deficient in antioxi-
dant defenses. The mutagenic and antimutagenic
potential of these substances were assayed in

5. cerevisive N123 strain in the presence and
absence of H;O;. In addition, we tested the anti-
oxidant capacity of brachycerine and a crude foliar
extract from P. brachyceras on hydroxyl radicals
[OH") using the hypoxanthine/xanthine oxidase
assay. The results show that brachycerine and the
crude foliar extract of P. brachyceras have antioxi-
dant and antimutagenic effects in yeast and prob-
ably this aetion is mainly due to the scavenging of
OH® radicals. Environ. Mel. Mutagen. 48:728-
734, 2007. & 2007 Wileyliss, Ine.

Key words: brachycerine; monoterpene indole alkaloid; antimutagenicity; Psychotria brachyeeras;
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INTRODUCTION

Alkaloids, which are low-molecular weight nitrogen-
containing organic compounds that usually have heterocy-
clic structures, oceur in approximately 20% of all plant
species and the number of identified structures exceeds
16,000 [Memelink et al, 2001]. These molecules have
shown significant therapeutical properties. Monoterpene
indole alkaloids (MIAs), a large and diverse class of plant
alkaloids, are produced by members of Loganiaceae,
Apocynaceae, and Rubiaceae [amilies [Roberts and
Strack, 1999]. Species of Psychotrie (Rubiaceae), from
southern Brazil, have been shown to contain novel bio-
active MIAs, some of which exhibit opioid analgesic pro-
perties, cytotoxic effects and antibiotic or anti-inflamma-
tory activities [Both et al., 2002; Elisabetsky et al., 2002;
Pasquali et al., 2006].

Psychotria brachyceras Muell. Arg. is a shrub, reaching
up to 3 m in height, found in the understorey of tropical

© 007 Wiley-Liss, Inc.

and subtropical forests of Brazil, ranging from the state of
Rio de Janeiro to Rio Grande do Sul [Dillenburg and
Porto, 1985]. This species accumulates the major MIA
brachycerine (Fig. 1). Brachycerine has been shown to
have anti-inflammatory properties in a chemotaxis assay
(A.T. Henrigques, UFRGS, personal communication, 2006)
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fig.1. Chemical structure of the monoterpene indole alkaloid brachycerine.

and to exhibit in vitro antioxidant activity towards singlet
oxygen. In addition, accumulation of this alkaloid has
been shown to increase upon leal exposure to UV radia-
tion [Gregianini et al., 2003].

Brachycerine has peculiar chemical features, showing a
primitive structure compared with the complex bisindolic
alkaloids from Catharanthus roseus (L) G. Don, the
model plant system used for the investigation of MIA
production by in vitro culture techniques [Pasquali et al.,
20006]. Moreover, brachycerine, together with other alka-
loids like psychollatine from P. wmbellata, represents a
novel class of MIAs. The structure of brachycerine sug-
gests the direct condensation of tryptamine with a form of
epi-loganin, a nonsecologanin terpenoid moiety. An addi-
tional distinctive characteristic of brachycerine is that it
retains a glucose residue that could improve its solubility
in biological systems [Pasquali et al., 2006].

Brachycerine biosynthesis is regulated during plant de-
velopment and in response to environmental stimuli. The
highest accumulation of this compound is in inflorescences
(0.3% dw) and leaves (0.1%—0.2%), indicating a protective
role of this alkaloid in P. brachyceras. This role is sup-
ported by the presumed involvement of the octadecanoid
pathway in the signalling of brachycerine induction, as
shown by the increased content of this alkaloid in leaves
exposed to wounding and jasmonate treatments. The alka-
loid was not detected in roots [Gregianini et al., 2004]. Bra-
chycerine content may vary between individuals and also
seasonally. Its accumulation in leaves is reduced in the
summer, when the upper-canopy is closed with foliage and
light penetration in the understorey is reduced. However, in
areas of higher, and better distributed rain volumes, leafl
contents of the alkaloid remain stable and low throughout
the year, suggesting an induction of accumulation by
drought stress [Gregianini et al, 2004]. A 10-fold and a
twofold increase in brachycerine content was observed in
P. brachyceras cuttings upon irradiation with UV-C and
UV-B light (16 hr a day), respectively. Moreover, antioxi-
dant assays showed that brachycerine was also capable of
guenching singlet oxygen, indicating a possible protective
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role against the secondary effects of UV irradiation on the
cytosol [Gregianini et al., 2003).

Reactive oxygen species (ROS) that are formed during
normal metabolism and under conditions of oxidative
stress are able to oxidize DNA, proteins or convert lipid
and carbohydrate derivatives to compounds that react
with functional groups on proteins. Therefore, the oxida-
tive stress generated by ROS can initiate premature aging,
neurodegenerative diseases, and cancer [Wiseman and
Halliwell, 1996; Stadtman and Berlett, 1997]. Thus, the
search for new and effective antioxidants is important. It
has been observed that several plant extracts, or secon-
dary metabolites, show strong antioxidant activity and have
the capacity to protect against oxidant-induced damage
[Borek, 2001; Zhang et al., 2006].

There are only few reports published about antioxidant
activities of crude extracts or compounds isolated from spe-
cies of Psychotria [Saha et al., 2004]. With this in mind,
and on the basis of the observed in vitro antioxidant activity
of brachycerine, we investigated the antioxidant and anti-
mutagenic effects of the crude foliar extract from P. bra-
chyceras and of its purified major alkaloid. To that end, we
tested different concentrations of brachycerine and foliar
extract from P. brachyceras using in vitro and cellular
assays with mutant strains of the veast Saccharomyces cere-
visiae deficient in antioxidant defense capacity.

MATERIALS AND METHODS
Chemicals

Authentic brachycerine was isolated from leaves of Psychotria brachy-
ceras [Kerber et al., 2001]. Crude leaf extracts were prepared with 1.0
mg of dry leaves extracted in 5.0 ml methanol (HPLC grade), mixed and
sonicated for 30 min. The extracts were centrifuged at 5.000g for 10 min
and the supematant was recovered and then dried for 5 hr in SpeedVac
at a temperature lower than 35°C. The oxidant reagents hydrogen perox-
ide (HyO:) and paraquat (methyl viologen), amino acids, nitrogenated
bases, hypoxanthine, xanthine oxidase, and salicylic acid were purchased
from Sigma (St. Louis, MO). Yeast axtract, bacto-peptone, bacto-agar,
and yeast nitrogen base were obtained from Difco Laboratories (Detroit,
MI). All other reagents were of analytical grade.

For cell treatments, stock solutions of the crude extract and alkaloid
were prepared immediately prior to use. In the mutagenicity and antimu-
tagenicity assays, dimethylsulfoxide was used as solvent. The appropriate
concantrations were obtained by dilution of stock solution in sterile dis-
tilled water and the final concentration of dimethylsulfoxide in the incu-
bation mixture never excesded (.29 (v/v).

Saccharomyees cerevisiae Strains, Media and
Growth Conditions

Strains of Saccharomyces cerevisiae employed in this study are shown
in Table I The effects of cellular antioxidant systems on crude foliar
extract and alkaloid-induced growth inhibition were studied using iso-
genic strains of §. cerevisiae deficient in superoxide dismutase and cata-
lase. The haploid strain N123 was used for the mutagenic and antimuta-
genic assays. This strain is very responsive to HyO-<induced mutagenesis,
since it has low glutathione content [Brendal et al., 1998]. Complate liguid
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TABLE |. Saccharomyces cerevisiae Strains Used in This Study
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Strain Genotype

Enzymatic defence lacking Provider of strain

EG103 (SOD-WT)
EG118 (sadlA)
EG110 (sad24)
EG133 (sod]A sod2A)
EG223 (crtiA)

EG213 (sad[AcrtiA)
N123

MATx fen2AD his3-Ad trpd-289 wrai-52

like EG103, except sadl:URAZ

like EG103, except sod2::TRPI

like EG103, except sod/::URAT e sod2::TRP]
like EG103, except ctti:TRPI

like EG103, except sodl:URAJe atl =nTRPI
MATa hisl-7

naone E. Gralla
Cu~Zn superoxide dismutase (cytosolic) E. Gralla
Mn superoxide dismutase (mitochondrial) E. Gralla
all superoxide dismutase E. Gralla
cytosolic catalase E. Gralla
Cu-Zn superoxide dismutase and cytosolic catalase E. Gralla
none, but exhibits low glutathione content 1. Henrigues

medium (YPD) containing 1% yeast extract, 2% peptone and 2% glucose
was used for routine growth. For plates, the medium was solidified with
2% bacto-agar, Minimal medium (MM) contained (.67% yeast nitrogen
base without amino acids, 2% dextrose, 0.5% ammonium sulfate. Solid
media contained 2% bacto agar. Synthetic complete medium (SC) was
MM supplemented with appropriate amino acids and nitrogenous bases
(adenine, lysine, histidine, leucine, uracil, metionine, and tryptophan) at a
concentration of 2.0 mg per 100 ml MM. For the mutagenicity assay, 8C-
medium was supplemented with 60 pg/fml canavanine, A 0.9% NaCl solu-
tion or phosphate-buffered saline (PBS: Na,HPO, and NaH,POy: 20 mM;
pH 5.8) was employed for dilution of cell suspensions.

Stationary phase cultures were obtained by inoculation of an isolated
colony in liguid YPD medium. After 72 hr incubation at 30°C with aera-
tion by shaking, the cultures contained 12 X 10° calls/ml. Cells in sta-
tionary phase of growth were used in this study because they resemble
cells of multicellular organisms in important aspects: (1) most energy
comes from mitochondrial respiration, (2) cells are in the Gy phase, and
(3) damage accumulates over time [Longo et al., 1996: Cyme et al.,
2003]. The herbicide paraquat, a redox-cycling compound, was used to
increase the intracellular flux of superoxide anion (037 ). The appropriate
concentrations of HyO, and paraguat were determined by survival assays,
according to the differential sensitivity of sach strain. Sublethal concen-
trations of the oxidants were used for all subsequent experiments.

Growth Inhibition Assay

Relative sensitivities of the strains were tested by a growth inhibition
assay. Stationary phase cultures of §. cerevisige strains were diluted in
PBS 1o a density of 1=2 ¥ 107 cellsiml. An inoculation loop of cells
from a cell suspension was streaked from the center to the border of a
Petri dish in one comtinuous streak; increasing concentrations of the
crude foliar extract of P. brachyceras and brachycerine (100, 250, or
500 pgml) were placed on a filtar-paper disk in the center of the plate
and preincubated for 4 hr at 30°C. Afterwards 5.0 pl PBS as a control,
5.0 pl of HyOs (1.0 M) or 8.0 pl of paraguat (500 mM) were placed on
the same filter-paper disk and incubated for 2 days at 30°C. Impaired
growth was measured as millimeter of growth inhibition from the border
of the filter-disk to the beginning of call growth, Values could be within
the range from 0 mm (complete growth to the filter<disk) to 30 mm (ab-
sence of growth to the rim of the Petri dish). All tests were repeated at
least three times for each treatment,

Mutagenicity and Antimutagenicity Assay

For the mutagenicity assay, cells (strain N123) grown to a density of
12 x 10% @llsiml were exposed to brachycerine and crude foliar
extracts of P. brachyceras varying in concentration from 10 to 250 pg/
ml, and were then incubated for 1 hr at 30°C in a term-mixer. For the
antimutagenicity assay, the same procedure was adopted, Le., cells were
submitted to pretreatment with different concentrations of alkaloid or
crude foliar extract, and incubated for 1 hr with shaking at 30°C. Cells

were then washed and Ha(); was added. The mixture was further incu-
bated at 30°C for | hr. Suvitable aliguots were plated in triplicate and
plates were incubated in the dark at 30°C. Survival was determined on
SC (2=5 days, 30°C), and mutation induction (CAN revertants) on appro=
priate supplementation media (4=7 days, 30°C). Surviving and revertant
colonies were counted. Forward mutation was measured with the canava-
nine resistance assay (CAMl-canl) [Whelan et al., 1979] after induction
with different treatments. Assays were repeated at least three times, and
plating for each dose was in triplicate.

Hypoxanthine/Xanthine Oxidase In Vitro Assay

The assay employed to determine antioxidant potential of purified
brachycerine and crude foliar extract of P. brachyceras on the hydroxyl
radical scavenging was based on the method described by Owen et al.,
[1996]. Briefly, the crude extract and alkaloid were dissolved in the
assay buffer (hypoxanthine, Fe(lll), EDTA and salicylic acid) at a con-
centration of 2.0 mg/ml and diluted appropriately in assay buffer to a
final volume of 1.0 ml giving a range of 0.05-2.0 mg/ml. A 5.0 pl ali-
guot of xanthine oxidase (18 mU) dissolved in 3.2 M NH,8Q, was
added to initiate the reaction. The sample tubes were incubated for 3 hr
at 37°C, at which time the reaction was complete. A 30 pl aliguot of the
reaction mixture was analyzed by HPLC, using chromatographic condi-
tions as describad by Owen et al., [1996], Chromatographic analysis was
done using a gradient based on methanol/waterfacetic acid with a
pBondaPak C18 reverse phase column (Waters) and detection at 325 nm,
The HPLC equipment had a 2695 separation module (Waters) and UV de-
tector 2487 (Waters). The amounts of dihydroxyphenols (2, 5-dihydroxiben«
zoic acid and 2,3-dihydroxibenzoic acid) produced by hydroxyl radical
(OH") attack on salicylic acid were determined from standard curves pre-
pared with the respective pure dihydroxyphenols.

Statistics

Statistical analyses of the data were performed using Anova One-Way
and Dunnett’s multiple comparison test. P-values lower than 0.05 were
considered to be significant. Data were expressed as mean = 8D,

RESULTS

Protective Effects of Brachycerine and Crude Foliar Extract
From P. brachyceras in Yeast Strains Deficient in
Superoxide Dismutase and/or Catalase Activity

The results of a growth inhibition assay showed that
both brachycerine and the crude foliar extract of P. bra-
chyceras were more effective in the protection of strains
of S. cerevisiae against paraquat than against H,O, (Figs.
2 and 3). However, the protection did not oceur in a
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Fig. 2. Central Disc Assay. Growth inhibition (millimeter) of different

8. cerevisiae strains exposed to paraguat and hydrogen peroxide, follow-
ing pretreatment for 4 hr at 30°C with different brachycerine concentras
tions. Asterisks indicate significant difference (P < 0.05) in comparison
with control,

dose-dependent manner and it was similar for all concen-
trations used; 250 pg/ml seemed to be the most efficient
protective concentration tested. Moreover, the crude foliar
extract was more protective than the purified alkaloid,
allowing increased growth of the yeast strains in the pres-
ence of both paraquat and H,0,. The PBS controls
vielded 100% growth of the various strains.

Mutagenic and Antimutagenic Effects of Brachycerine and
Crude Foliar Extract From P. brachyceras in 5. cerevisiae
N123 Strain

The purified alkaloid brachycerine and the crude foliar
extract from P. brachyceras did not induce forward muta-
tions and were not toxic in the stationary phase of growth
in §. cerevisiae N123 strain under the experimental condi-
tions (Table IT}. To verify an intracellular protective effect
of brachycerine and crude foliar extract from P. brachyce-
ras, i.e., a possible role in cell oxidative stress, we treated
cells with a noncytotoxic concentration (25-250 pg/ml) of
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Fig. 3. Central Disc Assay. Growth inhibition (millimeter) of differemt
8. cerevisiae strains exposed to paraguat and hydrogen peroxide, follow-
ing pretreatment for 4 hr at 30°C with differem concentrations of P. bra-
chyceras crude foliar extract. Asterisks indicate significant difference
(P < 0.05) in comparison with control.

the alkaloid or the extract prior to H,0, treatment of the
N123 yeast strain. Both brachycerine and P. brachyceras
extract inhibited the mutagenic action of H:0; (Table
[II}. The values of percent survival of N123 strain in the
presence of H,0, were higher with the crude foliar
extract than those observed with brachycerine alone
(Table III).

InVitro Antioxidant Capacity of Brachycerine and Crude
Foliar Extract From Psychotria brachyceras

The antioxidant capacities of brachycerine and the
crude foliar extract from Psychotria brachyceras on
hydroxyl radical (OH) were determined by monitoring
the production of hydroxyl benzoic acids (DHBA) arising
from attack of ROS on salicylic acid in the hypoxanthine/
xanthine oxidase assay. The purified brachycerine alkaloid
and the crude extract clearly showed antioxidant activity
in a dose-dependent manner (Fig. 4). Brachycerine and
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TABLE Il. Induction of Forward Mutation in a Stationary
Phase, Haploid N123 Strain of Saccharomyces cerevisiae
After Treatment With Brachycerine or Psychotria
brachyceras Crude Foliar Extract

Survival CanRk L]{]?}
Agent Treatment (%) survival®
Solvent” 100 224 = 0.63°
H,04* 4 mM 5228% 1390 = 2.55*
Brachycerine 25 pg/ml 6964 306 £ 1.09
50 pg/ml 2256 326 = 0.62
100 pg/ml 84.77 363 = 1.19
250 pg/ml 81.65 401 =044
P brachyceras 25 pg/ml 9464 253072
extract 50 pg/ml 94,10 258 017
100 pg/ml 8445 280 =029
250 pg/ml 7040 390 = 0.88

*Locus-specific revertants,

*Negative Contral (solvent- DMSO).

“Mean and standard deviation per three independent experiments.
“Positive control (hydrogen peroxide).

Data significant in relation to negative control (solvent) group at P <
005 P < 0.01 *P < 0.001/0ne-way ANOVA Dunnett’s Multiple Com-
parison Test. CanR, canavanine revertamnts,

TABLE Ill. Effects of Brachycerine and Crude Foliar Extract
From Psychotria brachyceras on Forward Mutations Induced
by Hydrogen Peroxide (H203) in a Stationary Phase, Haploid
N123 Strain of Saccharomyces cerevisiae

Survival CanR []0-"}
Agent Treatment (%) survival®

Solvent” 100 224 * 0.6%

H,0,° 4 mM 5228 13.90 + 2,55
Brachycerine 25 pg/ml + HaOs 73.37 696 = 1.71*
50 pg/ml + HaO, T7.48 4.85 = 0.06%

100 pgfml + HaOs T3.67 4.80 = 0.05%

250 pgfml + Ha0s 52,64 6.86 = 3.20%
P. brachyceras 25 pg/ml + H,0, 8417 441 = (.65
extract 50 pgiml + HaO, BE.R4 422 = 0.63%*
100 pafml + HaOa 8217 535 = 1.06*

250 pg/ml + HaOq T1.60 575 = 0.72%

“Locus-specific revertant.

"Nagati\-‘e Control (solvent-DMSO).

“Mean and standard deviation per three independent experimants.
#Positive control (hydrogen peroxide).

Data significant in relation to positive control group at P < 0.05; #F <
0.01; *¥P < 0.001/One-way ANOVA Dunnett’s Multiple Comparison
Test. CanR., canavanine revertants.

P. brachyceras extract showed a similar scavenging action
on OH".

DISCUSSION

Oxygen is essential for life, but it can also be deleteri-
ous. The majority of the oxygen consumed is reduced to
H,0 by the respiratory chain, as ATP is synthesized by oxi-
dative phosphorylation. However, ~2% of the total oxygen
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Fig. 4. Inhibition of the production of hydroxyl benzoic acids by bra-

chycerine (&) and P. brachyceras crude foliar extract () in hypoxan-
thine/xanthine oxidase system.

uptake undergoes incomplete reduction [Boveris, 1998],
vielding superoxide anion (03 ), hydrogen peroxide
(H505), and hydroxyl radicals (OH"). These reactive species
attack almost all cell components, including DNA, proteins,
and lipid membranes, and sometimes cause lethal damage
to the cells [Halliwell and Guterridge, 2000]. Furthermore,
ROS toxicity has been associated with a variety of human
disease states and aging, as well as in the multiple-stage
events of carcinogenesis [Wiseman and Halliwell, 1996;
Halliwell and Gutteridge, 2000].

The yeast Saccharomyces cerevisiae has been a useful
maodel for studies of the eukaryotic response to oxidant
challenge and for investigating the interplay between
stress resistance and levels of damaged cell components,
such as DNA. Although mutations are often induced in
higher frequency in exponential as compared to stationary
phase, in this work, we have used cells in stationary
phase, as mentioned previously, since these resemble cells
of multicellular organisms in various aspects, especially
damage accumulation. In stationary phase cells, damage
cannot be diluted, since cell division and new synthesis
are not occurring [Longo et al., 1996]. Although the mu-
tagenesis associated with DNA replication is best under-
stood, studies carried out in nondividing cells may con-
tribute significantly to understanding processes involved
in tumorigenesis in higher eukaryotes (reviewed by
[Abdulovic et al., 2006].

S. cerevisiae produces a variety of enzymes, such as
superoxide dismutase, catalase, and glutathione peroxi-
dase, and small molecules and peptides (glutathione and
thioredoxins} that detoxify ROS. Superoxide dismutases
play a protective role against toxicity of ROS by catalyz-
ing the dismutation of superoxide radicals (O57) to hydro-
gen peroxide (H,0,). S. cerevisiae, like other eukaryotes,
contains CuZnSOD (product of the SODJ gene) in the
cytosol and MnSOD (product of the SOD2 gene) in the
mitochondria [Jamieson, 1998]. Catalase is a ubiguitous



enzyme [Michiels et al., 1994] that converts two molecules
of H,Q, into two H,O and Q5 [Chance et al., 1979]. Two
catalases of yeast, Catl (encoded by the CAT/ gene) and
Cttl (encoded by the CTTI gene) have been described
[Hartig and Ruis, 1986; Cohen et al., 1988].

The results of growth inhibition assays using wild-type
and isogenic strains lacking antioxidant defenses of
8. cerevisiae showed that, after treatment with P. brachy-
ceras extract or brachycerine, there was a decrease of the
growth inhibition induced by H,0, and paraguat (O3~
generating), showing protective effects especially at 250
ugml for most of the SOD (WT) isogenic strains. The
extract of P. brachyceras had a higher protective effect as
compared to brachycerine. The antioxidant effects of both
brachycerine and the crude foliar extract appear to be
more pronounced against paraguat than against H,O,
(Figs. 2 and 3). This result is in agreement with the
increased activity of ascorbate peroxidase (APX), but not
of superoxide dismutase (SOD), in foliar disks of P. bra-
chyceras exposed to water stress; these disks show higher
content of brachycerine, suggesting that the alkaloid could
play a SOD-like role in the defense against ROS (Nasci-
mento and Fett-Neto, unpublished results, 2007). Thus, it
is possible that brachycerine acts as an 03 scavenger,
but not like a H,0; scavenger. Moreover, Gregianini
et al. [2003] reported that brachycerine has a possible pro-
tective role related to ROS quenching capacity in vitro
towards singlet oxygen, which can be explained by the
presence of a secondary amine, double bonds, OH-group
and the glucose residue in the alkaloid structure (Fig. 1).

Superoxide anion has been shown to inactivate certain
{(4Fe-4S5) cluster-containing enzymes by oxidizing one
atom of iron, causing its release from the cluster [Liochev
and Fridovich, 1994]. This process leads to both enzyme
inactivation and further oxidative damage of other cellular
components, since free iron can promote, via the Fenton
reaction, the formation of hydroxyl radical (OH") [Halli-
well and Guuteridge, 2000]. Our results showed the most
significant effects in sodlA, sod2A, sodiAsod2A, and
sod] Actt/A mutants pre-treated with crude foliar extract
from P. brachyceras (Fig. 3}, these superoxide dismutase
deficient mutants can accumulate excess superoxide anion
and, consequently, free iron [Freitas et al., 2000]. There-
fore, our results suggest a possible role of P. brachyceras
leal’ extract as a scavenger of OH" The overall higher
protective activity against the oxidant reagents displayed
for the crude foliar extract in comparison with brachycer-
ine can be related to the presence of substances in the
extract other than the alkaloid. It is known that the flavo-
noid content in P. brachyceras leaves is >3 mg/g (DW}
{Correa and Fett-Neto, unpublished results, 2007), and
these substances may have antioxidant activities.

The capacity of alkaloid and crude extract to scavenge
OH' radicals was confirmed in the results of the in vitro
hypoxanthine/xanthine oxidase assay (Fig. 4), in which
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lower amounts of dihydroxybenzoic acids (DHBA) gener-
ated by OH' radical reaction with salicylic acid [Owen
et al., 1996] were observed in the presence of these agents.

As previously pointed out, DNA can be a target of
ROS activity. Oxidative lesions in DNA include base
modifications, sugar damage, strand breaks and abasic site
formation. Using the long-term survival model system of
8. cerevisiae N123 strain maintained in stationary phase,
we investigated the interplay between oxidative damage
and the protective mechanism of brachycerine and leaf
extract of P. brachyceras in nongrowing cells against
H:0z-induced mutagenesis. Brachycerine, as well as the
leal extract of P. brachyceras, showed a pronounced
effect at all doses tested (Table III). This antimutagenic
action is probably due to the antioxidant activity of these
substances, as previously observed for extracts of other
medicinal plant species [Weisburger et al., 1996; Miado-
kovi et al., 2002; Saha et al., 2004; Bruni et al., 2006].

In conclusion, the alkaloid brachycerine and the crude
foliar extract of P. brachyceras have both antioxidant and
antimutagenic effects in yeast. These activities appear to be
related to their scavenging capacity towards the OH" radical.
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VI. ConclusGes

A inducdo do alcaldéide braquicerina, verificada em discos foliares de P.
brachyceras tratados com diferentes agentes (cloreto de sodio- NaCl, polietilenoglicol-
PEG e sorbitol) capazes de induzir estresse osmotico/hidrico, e estresse oxidativo
secundariamente, sugere o envolvimento desse alcaldide na resposta de defesa da planta
contra os danos causados por esses estresses. O acumulo de braquicerina respondeu a
presenca de acido abscisico (ABA), indicando uma possivel atuagdo desse fitorménio como
sinalizador no processo que culmina no aumento da concentra¢ao do alcaldide. Além disso,
a atividade aumentada de ascorbato peroxidase (APX) em discos foliares de P. brachyceras
expostos a PEG sugere a participacao do peroxido de hidrogénio (H,O,) como mediador do
acumulo de braquicerina (resultados apresentados no Capitulo I).

O ensaio testando a capacidade antioxidante de braquicerina e do extrato foliar de P.
brachyceras in vivo mostrou que ambas as substancias foram capazes de proteger a maioria
das linhagens de S. cerevisiae testadas, principalmente na presenga de paraquat (gerador de
anion superoxido- Oy+7). O alcaldide e o extrato tiveram efeito antimutagénico em todas as
concentracdes utilizadas sobre a mutagénese induzida por H>O; na linhagem N123 de S.
cerevisiae. A atividade antioxidante das substancias sobre o radical hidroxila (OH*) in vitro
pode ser uma das explicagdes para a antimutagénese observada (resultados apresentados no
Capitulo II).

Reunindo os resultados obtidos nessa dissertagdo, pode-se inferir que a braquicerina
possui papel como molécula protetora contra estresse oxidativo atuando como no modelo
ilustrado proposto (Figura 1). Este efeito protetor foi observado tanto nos ensaios de

estresse em discos foliares quanto nos ensaios com leveduras. Os dados obtidos sugerem
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que esta propriedade deva-se a sua capacidade antioxidante sobre os radicais O,*~ ¢ OH*,
uma vez que: a) o acimulo de braquicerina dispensa o aumento da atividade de superoxido
dismutase (SOD) na presenga de estresse oxidativo, b) o efeito desse alcaldide é maior
sobre o O, em comparagdo ao H,O;, no ensaio de Central Disc com leveduras, e ¢) o
ensaio da hipoxantina/xantina oxidase mostrou que a braquicerina atua sobre OH-.
Considerados os efeitos antioxidantes e antimutagénicos, os resultados abrem novas
perspectivas para o potencial uso de braquicerina e P. brachyceras em aplicagdes

farmacéuticas, tais como protetores solares e cosméticos.

Estresse Osmotico/Hidrico/Oxidativo

‘ T H,0,

T braquicerina

Figura 1. Modelo proposto para o mecanismo de resposta ao estresse hidrico envolvendo o
alcaldéide braquicerina. Na presenca de estresse osmotico/hidrico, os niveis do fitormonio acido
abscisico (ABA) e de espécies reativas de oxigénio (H,O,: peréxido de hidrogénio, O, &nion
superoxido e OH*: radical hidroxila) aumentariam na célula vegetal. O aumento na concentracdo de

ABA levaria a ativagdo de fatores de transcricdo do tipo AREBP (proteinas que se ligam a
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elementos de resposta a ABA, representadas pela elipse verde) que ativariam a transcri¢do de genes
dependentes de ABA (retangulo vermelho e cinza), cujos produtos participariam da ativagdo de
outros genes envolvidos em respostas de defesa ao estresse. O aumento de H,O, também
contribuiria para a ativacdo de genes de defesa. A cascata de ativagdo de genes de defesa culminaria
na producdo aumentada de braquicerina, a qual participaria da defesa da planta atuando na

detoxificacdo dos radicais O,*~ ¢ OH-.
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VII. Perspectivas

Testar o efeito de outras moléculas (nitroprussiato de sddio, AlCls) envolvidas no
estabelecimento de estresse oxidativo sobre o acimulo de braquicerina em discos foliares

de P. brachyceras.

Analisar os teores de braquicerina nos discos foliares tratados por 6 h ou 12 h com

0,05 M de PEG (Capitulo I).

Analisar a expressao de genes que codificam enzimas chave (TDC e DXS)
envolvidas nos principais bragos metabdlicos da biossintese de alcaléides monoterpeno

indolicos na presenca dos tratamentos que induziram braquicerina, através de RT-PCR.
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