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I. Introdução Geral 

 

1. Metabolismo Secundário 

 

Em função da sua condição séssil, uma das estratégias de defesa adotada pelas 

plantas é baseada na produção de uma vasta e diversa variedade de compostos orgânicos, 

dentre os quais a grande maioria parece não participar diretamente no crescimento e 

desenvolvimento. Essas substâncias, tradicionalmente referidas como metabólitos 

secundários, freqüentemente são distribuídas diferencialmente entre grupos taxonômicos 

limitados dentro do reino vegetal. Os metabólitos primários, em contraste, tais como 

fitoesteróis, acil lipídeos, nucleotídeos, aminoácidos e ácidos orgânicos, são encontrados 

em todas as plantas e realizam papéis metabólicos que são essenciais e geralmente 

evidentes (Buchanan et al., 2000). 

Muitos metabólitos secundários têm um importante significado adaptativo na 

proteção contra herbivoria e infecções microbianas, na atração de polinizadores e animais 

dispersores de sementes, e atuando como agentes alelopáticos (aleloquímicos que 

influenciam a competição entre espécies vegetais). Estas funções ecológicas afetam 

profundamente a sobrevivência da planta, levando a reconsiderar o papel não essencial 

destes metabólitos secundários (Buchanan et al., 2000).   

A biossíntese dessas moléculas é distinta e não está restrita a rotas metabólicas 

básicas como a glicólise, ciclo de Krebs ou rota do chiquimato (Wink, 1999). Metabólitos 

secundários são representados pelos alcalóides, terpenóides, compostos fenólicos 

(flavonóides, taninos, etc.), glicosinolatos, glicosídios cianogênicos, aminoácidos não 

protéicos, entre outros (Roberts & Wink, 1998). Podem ser produzidos em resposta a 
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estresses ambientais como ataque patogênico, dano mecânico e radiação 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 são 

dominantes dentro de um certo táxon, e, dentro de uma mesma planta, o padrão de 

distribuição dos metabólitos secundários é complexo, variando entre diferentes órgãos e 

tecidos, estádios de desenvolvimento, entre indivíduos e entre populações (Wink, 2003). 

Vários destes metabólitos possuem considerável valor econômico e são extensivamente 

utilizados em medicamentos pela indústria farmacêutica, em alimentos na forma de 

flavorizantes, como fragrâncias em cosméticos ou, ainda, como inseticidas, fungicidas, 

antivirais e herbicidas na agricultura. 

A enorme biodiversidade vegetal do Brasil coloca o país em posição estratégica 

para desenvolver a exploração racional e sustentada de novos compostos de valor 

terapêutico. Estima-se que apenas cerca de 13.000 espécies de plantas têm sido utilizadas 

com fins medicinais, constituindo uma parcela inferior a 10 % do total de espécies 

conhecidas (Kutchan, 1995). Aproximadamente 25 % dos medicamentos de uso terapêutico 

são derivados de plantas e muitos outros são utilizados como compostos puros ou como 

chás e extratos. Além disso, constituintes de plantas têm também servido como modelos 

para drogas modernas, como a atropina para tropicamida, quinino para cloroquina e a 

cocaína para a procaína e tetracaína (Kutchan, 1995). 
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1.1 Alcalóides 

 

O grupo dos alcalóides se destaca dentre os produtos naturais com propriedades 

terapêuticas. Estes compostos ocorrem em aproximadamente 20 % das espécies de plantas, 

e o número de estruturas já identificadas excede os 16 mil (Memelink et al., 2001). O termo 

‘alcalóide’ deriva da palavra árabe al-quali, nome vulgar da planta da qual a soda foi obtida 

originalmente. Essas moléculas são representadas por compostos orgânicos com baixo peso 

molecular e caráter básico, formando uma estrutura heterocíclica com a presença de 

nitrogênio (Kutchan, 1995).  

Os alcalóides estão presentes em muitas plantas medicinais e possuem uma longa e 

importante história na medicina tradicional (Roberts & Strack, 1999). Exemplos de 

alcalóides utilizados na indústria farmacêutica incluem o analgésico morfina, o analgésico e 

antitussivo codeína (ambos de Papaver somniferum), os agentes quimioterápicos 

vincristina e vinblastina (de Catharanthus roseus), o antimalárico quinina (de Cinchona 

officinalis), o supressor de gota colchicina, o relaxante muscular (+)-tubocurarina (de 

Chondodendrum tomentosum), o antiarrítmico ajmalicina, o antibiótico sanguinarina (de 

Eschscholtzia californica) e o sedativo escopolamina (de Hyoscyamus niger). Outros 

importantes alcalóides oriundos de plantas incluem cafeína, nicotina e cocaína (Kutchan, 

1995). Em média, cerca de dez mil substâncias são testadas para o desenvolvimento de um 

novo medicamento (Payne et al., 1991). Para alguns alcalóides, a síntese química foi 

desenvolvida; porém, para diversos desses compostos, como os do tipo monoterpeno 

indólico, o baixo rendimento e o alto custo do processo, devido à complexidade química 

estrutural, inviabilizam o uso comercial da síntese, fazendo com que o cultivo e a extração 
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de alcalóides da planta produtora (ou de precursores de alcalóides para semi-síntese) 

permaneçam sendo a alternativa mais viável economicamente (Kutchan, 1995). 

Apesar da grande importância dos alcalóides para uso medicinal, relativamente 

pouco é conhecido sobre a regulação da sua biossíntese e a sua função nas plantas. Estudos 

indicam que alcalóides desempenham um importante papel ecoquímico na defesa da planta 

contra patógenos e herbívoros (Rhodes, 1994). Além disso, foi verificado que a biossíntese 

dos alcalóides nas plantas é freqüentemente controlada durante o desenvolvimento (De 

Luca & Laflamme, 2001) e em resposta a estresses ambientais como infecção por 

microorganismos, herbivoria, íons de metais pesados, radiação ultravioleta (UV) e choque 

osmótico (Facchini, 2001; Memelink et al., 2001). Assim, possíveis funções desses 

compostos nas plantas incluem proteção contra patógenos, atividade anti-herbivoria, 

proteção contra radiação UV, reserva de nitrogênio e alelopatia por seu poder quelante e 

efeitos citotóxicos (Wink, 1988; Rhodes, 1994; Hartley & Jones, 1997; Wink, 1999; 

Gregianini et al., 2003). 

Os alcalóides são divididos em diferentes classes como alcalóides tropânicos, 

esteroidais e indólicos. Cerca de 2000 alcalóides indólicos são conhecidos e dentre estes 

estão os alcalóides monoterpeno indólicos (Schripsema et al., 2001). Este tipo de alcalóide 

tem sido isolado em três principais famílias de plantas tropicais, Loganiaceae, Apocynaceae 

e Rubiaceae, todas pertencentes à Ordem Gentianales (Roberts & Strack, 1999). A 

biossíntese da maioria dos alcalóides monoterpeno indólicos possui como etapa inicial a 

condensação da triptamina com o monoterpeno secologanina formando o alcalóide 

glicosilado estrictosidina, através da atividade da enzima estrictosidina sintase. A 

estrictosidina é o precursor comum de uma grande variedade de alcalóides em diversas 

espécies de plantas. Passos adicionais de modificação por enzimas espécie-específicas e 
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conversões espontâneas determinam os tipos de alcalóides que serão formados (Kutchan, 

1993). 

 

2. O gênero Psychotria 

 

 O gênero Psychotria, pertencente à subfamília Rubioideae e à tribo Psychotrieae, é 

o maior da família Rubiaceae e compreende quase 2000 espécies amplamente distribuídas 

no estrato arbustivo das matas tropicais (Davis et al., 2001). É um gênero taxonomicamente 

complexo devido ao grande número de espécies e à relativa falta de caracteres 

morfológicos utilizáveis para definição de grupos (Nepokroeff et al., 1999). Foram 

identificadas 18 espécies de Psychotria no sul do Brasil (Santos, 1999).  

A família Rubiaceae é conhecida pela produção de diversos alcalóides que 

apresentam propriedades farmacológicas importantes (Elisabetsky et al., 1995; Kutchan, 

1995; Roberts & Strack, 1999). O gênero Psychotria é conhecido pela presença de 

alcalóides e outras substâncias bioativas. Os alcalóides deste gênero são derivados, em sua 

maioria, do aminoácido triptofano, e são do tipo poliindólico ou derivados 

metiltriptamínicos principalmente (Hart et al., 1974; Libot et al., 1987; Adjibade et al., 

1992; Santos, 1999). A análise de várias espécies do sul do Brasil mostrou que os 

alcalóides identificados são do tipo monoterpeno indólico glicosilado, uma característica 

química peculiar para este gênero (Kerber et al., 2001; Santos et al., 2001). 

A presença de alcalóides e outras substâncias bioativas no gênero Psychotria tem 

despertado interesse. Foram demonstrados diferentes efeitos farmacológicos para alcalóides 

de espécies de Psychotria, como inibição da agregação plaquetária 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 gênero foi motivada pelo uso de duas espécies, 

P. viridis e P. carthagenensis na preparação do daime, uma bebida alucinógena usada para 

fins religiosos e medicinais pelos caboclos da Amazônia. Estudos etnofarmacológicos entre 

caboclos da Amazônia identificaram Psychotria colorata (perpétua-do-mato) como planta 

comumente utilizada no tratamento da dor (Elisabetsky & Castilhos, 1990).  Estudos 

químicos e farmacológicos revelaram nesta espécie a presença de diversos tipos de 

alcalóides pirrolidinoindolínicos com comportamento analgésico do tipo opióide, i.e. 

morfino-símile (Elisabetsky et al., 1995; Elisabetsky et al., 1997).   

A análise farmacológica de extratos alcaloídicos 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 Müll. Arg. (Figura 1) é uma planta arbustiva com 

até 3 metros de altura que apresenta ampla distribuição, ocorrendo desde o Estado do Rio 

de Janeiro até o Rio Grande do Sul, na área da Mata Pluvial Costeira e Mata da Planície 

Litorânea (Dillenburg & Porto, 1985). Seu pico de florescimento ocorre de outubro a 

dezembro e o ápice da sua frutificação no período de abril a junho. Apresenta flores brancas 

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

 

P. brachyceras produz o alcalóide monoterpeno indólico braquicerina (Figura 2, 

Kerber et al., 2001), o qual possui uma estrutura peculiar, pois, além da manutenção da 

glicose ligada à porção terpênica, o que é incomum na forma final da maioria dos alcalóides 

conhecidos, é possivelmente derivada de uma forma de epi-loganina, diferindo dos demais 

alcalóides indólicos, os quais são geralmente derivados de secologanina e da subseqüente 

formação de estrictosidina, o precursor geral de pelo menos três mil alcalóides indol-

terpênicos conhecidos. A unidade indólica é provavelmente derivada do aminoácido 

triptofano, o qual é convertido em triptamina pela enzima citossólica TDC (triptofano 

descarboxilase). A porção terpênica em alcalóides monoterpeno indólicos de Catharanthus 

roseus é fornecida por isopentenil difosfato (IPP) ou dimetilalil difosfato (DMAPP) 

oriundo da rota biossintética triose fosfato/piruvato em plastídios, a rota independente de 

mevalonato (Contin et al., 1998). A estrutura final do alcalóide parece resultar da 

condensação direta da substância triptamina com epi-loganina, proveniente da rota dos 

terpenos. Essa hipótese biogenética indica uma rota alternativa para biossíntese dessa 

molécula, representando uma nova classe de alcalóides indólicos (Kerber et al., 2001).  
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Figura 2. Estrutura do alcalóide monoterpeno indólico Braquicerina presumivelmente resultante da 

condensação direta da triptamina (oriunda da descarboxilação do aminoácido triptofano) com epi-

loganina (proveniente da rota plastídica mevalonato-independente). 

 

A braquicerina é sintetizada nas partes aéreas da planta e não se acumula nas raízes 

e em tecidos indiferenciados. Observa-se acúmulo preferencial durante a fase reprodutiva, 

com variação entre os diferentes indivíduos de uma mesma população e sazonalmente 

(Gregianini et al., 2004). Este alcalóide é fortemente induzido por exposição de estacas à 

radiação UV, podendo atuar como um cromóforo com atividade de filtro contra UV e como 

um seqüestrador de espécies reativas de oxigênio induzidas por UV (Gregianini et al., 

2003). A biossíntese de braquicerina é ainda induzida por dano mecânico e por aplicação 

exógena de ácido jasmônico, principal molécula sinalizadora de herbivoria (Gregianini et 

al., 2004). Dentre as atividades biológicas já identificadas, a braquicerina mostrou efeito 

antiinflamatório específico em testes de migração de leucócitos em ratos por meio de um 

ensaio de quimiotaxia (F. Farias e A.T. Henriques, comunicação pessoal), e o extrato 

aquoso foliar de P. brachyceras mostrou atividade alelopática (Correa e Fett-Neto, dados 

não publicados).  
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3. Efeitos de Estresses Abióticos e Oxidativos e do Fitormônio Ácido Abscísico sobre o 

Acúmulo de Metabólitos Secundários 

 

3.1 Estresses Abióticos e Oxidativos nas Plantas 

 

Considerando que os principais papéis sugeridos para os metabólitos secundários 

nas plantas são protegê-las de ataques por insetos, herbívoros e patógenos, ou garantir sua 

sobrevivência frente a estresses bióticos e abióticos, algumas estratégias para a produção de 

metabólitos em cultura baseadas neste princípio têm sido desenvolvidas para aumentar a 

produção de metabólitos secundários vegetais de interesse. Estas estratégias incluem 

tratamentos com vários elicitores, compostos sinalizadores, e estresses abióticos. Muitos 

desses tratamentos promovem efetivamente a produção de uma ampla variedade de 

metabólitos secundários 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 várias fontes que podem disparar respostas fisiológicas e morfológicas e 

acúmulo de fitoalexinas. Fitoalexinas são compostos antibióticos de baixo peso molecular 

formados e acumulados em células vegetais em resposta à infecção por microorganismos 

(Maraschin & Verpoorte, 1999). Elicitores podem ser abióticos, tais como íons de metais e 

compostos inorgânicos, e bióticos, de fungos, bactérias, vírus ou herbívoros, componentes 

da parede celular vegetal, bem como compostos químicos liberados pelas plantas atacadas 

por patógeno ou herbívoro no local de ataque. Sabe-se que o tratamento de plantas com 

elicitores, ou ataque por patógenos incompatíveis, causa um conjunto de reações de defesa, 

incluindo o acúmulo de uma variedade de metabólitos secundários de defesa como 

fitoalexinas em plantas intactas ou em cultura de células (Zhao et al., 2005). 



 16

Imediatamente após a ocorrência do dano, as plantas produzem espécies reativas de 

oxigênio (ROS- do inglês, Reactive Oxygen Species) tais como ânion superóxido e 

peróxido de hidrogênio, ambos localmente no tecido danificado e sistemicamente pela 

planta (Kessler & Baldwin, 2002). Tratamento com paraquat, um herbicida com alto poder 

redutor, resulta na formação de ânion superóxido (Ahrens, 1994) e causa estresse oxidativo, 

similar àquele freqüentemente associado com respostas a patógenos. A aplicação exógena 

de peróxido de hidrogênio simula uma explosão oxidativa e atua como um sinal difusível 

para ativar genes de defesa e estimular a produção de alguns alcalóides indólicos (Mehdy, 

1994). Existem evidências de que o peróxido de hidrogênio e o ácido salicílico atuam como 

um sistema de auto-amplificação na resistência adquirida contra patógenos e aclimatação a 

estresses abióticos (Van Breusegem et al., 2001).  

Um dos principais tipos de estresse abiótico sofrido pelas plantas é o estresse por 

salinidade. Altos níveis de salinidade no meio externo, como cloreto de sódio (NaCl), por 

exemplo, são capazes de afetar muitos processos fisiológicos e metabólicos, levando à 

redução do crescimento celular (Ashraf & Harris, 2004). Os efeitos de vários estresses 

ambientais nas plantas são mediados, ao menos em parte, pela produção aumentada de 

ROS. As plantas contêm um complexo sistema antioxidante para eliminar ROS, incluindo 

enzimas antioxidantes como superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa 

peroxidase (GPX), peroxidases e enzimas envolvidas no ciclo ascorbato-glutationa 

(Elkahoui et al., 2005). A tolerância à salinidade é geralmente atribuída tanto à alta 

atividade constitutiva das enzimas antioxidantes quanto à atividade induzida das mesmas 

(Elkahoui et al., 2005). 

Outro estresse abiótico importante é o estresse de seca. Em recente trabalho, foi 

mostrado que genes relacionados ao metabolismo secundário foram precocemente 
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induzidos de forma transiente em radículas de Medicago trunculata sensíveis à dessecação 

durante a incubação das mesmas com polietilenoglicol (PEG), molécula simuladora de 

situação de estresse de seca, sugerindo a participação dos produtos desses genes no 

processo de tolerância à seca/dessecação (Buitink et al., 2006). 

Estudos realizados previamente, os quais tinham como objetivo avaliar o efeito da 

exposição de estacas de P. brachyceras a Agrobacterium rhizogenes sobre o acúmulo de 

braquicerina, mostraram que o acúmulo de braquicerina foi fortemente induzido em estacas 

de P. brachyceras tratadas com meio de cultivo de bactérias LB (meio rico de Luria 

Bertani) em comparação ao controle (solução de sais MS) (Figura 3). Experimento no qual 

foram testados os efeitos dos três componentes (NaCl, extrato de levedura e triptona) do 

meio LB sobre o acúmulo de braquicerina mostrou que apenas o NaCl foi capaz de 

aumentar a concentração do alcalóide (dados não mostrados). Além disso, os teores de 

braquicerina em plantas de P. brachyceras em seu ambiente natural foram maiores em 

períodos de estiagem (seca) (até 0,7 % PS) quando comparados aos teores encontrados em 

períodos sem escassez de chuva (cerca de 0,02 % PS). Essas observações foram tomadas 

como indícios de que o acúmulo de braquicerina responderia ao estresse osmótico/hídrico. 

Com base nesses resultados, foram aplicados diferentes tratamentos de estresse 

osmótico/hídrico em discos foliares de P. brachyceras a fim de observar sua influência 

sobre o acúmulo 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 e 6 

do decorrer do experimento após exposição por diferentes períodos (8 h, 15 min, ou 30 min) à cepa 

R1000 (cepa 1) de A. rhizogenes com 100 µM de Acetoseringona (A) (fenólico envolvido na 

sinalização quimiotáxica da bactéria) ou aos respectivos controles (MS- solução de sais, ou LB- 

meio de crescimento bacteriano). Barras com ao menos uma letra em comum não diferem 

estatisticamente. 

 

3.2 O Fitormônio Ácido Abscísico 

 

O ácido abscísico (ABA- do inglês, Abscisic Acid), fitormônio conhecido por 

disparar a resposta de senescência (Zhao et al., 2005), desenvolve papéis importantes na 

adaptação de tecidos vegetativos a estresses abióticos ambientais tais como seca e alta 

salinidade, bem como na maturação de sementes e dormência (Uno et al., 2000). 

Especialmente sob algumas condições de estresse, como estresses hiper e hipo-osmótico, 

salino, de frio e de seca, o ABA atua como uma importante molécula sinal, participando da 
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regulação da expressão de conjuntos de genes de defesa, podendo participar também da 

regulação da biossíntese de metabólitos secundários em algumas culturas de células 

vegetais. Um exemplo disto é o aumento da produção de alcalóides indólicos em culturas 

de células de Catharanthus roseus estimulado por ABA (Zhao et al., 2000). O ABA 

também pode ser um sinalizador para o acúmulo de metabólitos secundários induzido por 

estresse osmótico porque a produção de muitos metabólitos secundários de plantas pode ser 

estimulada por estresses osmóticos tais como sorbitol, manitol, sacarose, e estresse salino 

em meio de cultura, enquanto esses estresses geralmente estimulam a biossíntese de ABA. 

Por exemplo, tanto estresse osmótico quanto ABA podem estimular a produção de 

alcalóides indólicos em cultura de células de C. roseus (Zhao et al., 2000). ABA também 

estimula a produção de taxol em cultura de células de Taxus spp (Luo et al., 2001), da 

mesma forma que altas concentrações de sacarose e manitol estimulam o acúmulo deste 

diterpeno antitumoral. Foi mostrado que o estresse osmótico induziu o acúmulo de amidas 

do ácido hidroxi-cinâmico e de triptofano em cevada (Hordeum vulgare) (Ogura et al., 

2001). Ácido jasmônico (JA) e ABA também induziram a produção desses compostos, 

sugerindo que ABA e JA podem mediar o metabolismo secundário induzido por estresse 

osmótico. No entanto, os perfis de compostos induzidos pela aplicação de JA e ABA 

mostram que JA exibe atividade mais forte do que ABA sobre o acúmulo de amidas do 

ácido hidroxi-cinâmico, enquanto ABA é mais ativo no acúmulo de triptofano, precursor da 

porção indólica dos alcalóides monoterpeno indólicos (Zhao et al., 2005). 

Durante o estresse de seca, a concentração de ABA nas folhas aumenta 

drasticamente. Essa concentração aumentada de ABA serve para o fechamento estomático, 

mas outros papéis desse grande aumento no nível de ABA são pouco conhecidos. Durante 

os estresses de seca e de salinidade, mudanças na expressão gênica têm sido documentadas. 
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Indução e repressão de genes durante o estresse de seca podem ser uma resposta direta às 

condições ambientais e/ou uma resposta às mudanças na concentração de hormônio. 

Alterações na concentração de ABA durante o estresse de seca podem servir para coordenar 

as respostas à seca e a adaptação da planta ao ambiente (Bray, 1988). Sabe-se que muitos 

genes induzidos por ABA contêm um elemento cis ABA-responsivo conservado chamado 

ABRE (do inglês, ABA-responsive element) em suas regiões promotoras (Uno et al., 2000).  

Às regiões promotoras responsivas ao ABA ligam-se fatores de transcrição conhecidos 

como AREB (do inglês, ABA-responsive element binding protein) que, uma vez ligados, 

ativam a transcrição de genes importantes para situações de estresse. Dados recentes 

mostraram o envolvimento de uma proteína ligadora de RNA, FCA, como receptor de ABA 

na resposta de inibição da floração por este fitormônio (Razem et al., 2006). 

 

4. Considerações Importantes Sobre as Espécies Reativas de Oxigênio (ROS- Reactive 

Oxygen Species) 

 

4.1 Geração de ROS nos sistemas biológicos 

 

O oxigênio é uma molécula altamente reativa e pode ser parcialmente reduzido 

formando agentes quimicamente reativos conhecidos como espécies reativas de oxigênio 

(ROS) (Jamieson, 1998). ROS como o ânion superóxido (O2 ⎯), peróxido de hidrogênio 

(H2O2) e radical hidroxila (OH ) são produzidas como sub-produtos normais do 

metabolismo celular aeróbico ou através da exposição a agentes ambientais, tais como 

radiação, fagócitos ativados do hospedeiro, ou agentes do ciclo redox. ROS podem causar 

danos a macromoléculas biológicas, e o dano celular causado por ROS tem sido implicado 
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no desenvolvimento e na progressão de várias doenças (Cyrne et al., 2003). Aumentos nos 

níveis de ROS, tais como aqueles que podem ocorrer em períodos de estresse oxidativo, são 

detectados por moléculas regulatórias redox-sensíveis na célula e disparam uma resposta 

homeostática para prevenir o dano celular, chamada resposta ao estresse oxidativo (Camhi 

et al., 1995). 

A fonte mais comum de radicais livres nos organismos aeróbicos ocorre durante as 

transferências de elétrons na mitocôndria pela cadeia respiratória, que utiliza o oxigênio 

molecular para obtenção de energia química em forma de adenosina trifosfato (ATP) 

(Boveris, 1998). Em plantas, cloroplastos são também uma importante fonte de ROS, pois 

possuem centros de geração destas espécies químicas, tais como clorofila tripleto e a cadeia 

de transferência de elétrons nos fotossistemas (Edreva, 2005). ROS também podem ser 

geradas por processos metabólicos como autoxidação de pequenas moléculas 

(hidroquinonas, leucoflavinas, catecolaminas, ferrodoxinas reduzidas) produzindo O2 ⎯. 

Além disso, fatores ambientais, como irradiação, poluição ambiental e produtos tóxicos são 

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

 

4.2 Tipos de ROS 

 

4.2.1 Ânion Superóxido (O2 ⎯) 

 

 O radical superóxido ou ânion superóxido (O2 ⎯) é gerado normalmente durante o 

metabolismo aeróbico e resulta da redução monovalente do oxigênio molecular (O2). Esse 

radical também pode ser gerado através da auto-oxidação, via interação com agentes 

redutores celulares (NADH, glutationa e outros) e via ação de diferentes compostos 
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químicos como o paraquat e óxido de 4-nitroquinoleína (4NQO) (Boveris, 1998; Henriques 

et al., 2001). Outro processo que pode gerar O2 ⎯ é a fagocitose, na qual os fagócitos 

(macrófagos e neutróflos) produzem O2 ⎯ e H2O2 através da ação de uma oxidase que 

transfere elétrons do NADPH para o O2 para defesa bactericida (Forman & Thomas, 1986). 

 

4.2.2 Peróxido de Hidrogênio (H2O2) 

 

 O peróxido de hidrogênio (H2O2) é um intermediário reativo do oxigênio que se 

torna perigoso pelo seu poder de alcance. Ele não é considerado um radical livre, pois não 

possui elétron desemparelhado na última camada, mas é um metabólito do oxigênio 

extremamente deletério porque participa da reação que produz o radical hidroxila (OH ).  

Uma vez que o H2O2 não reage imediatamente, ele pode migrar pela célula e atingir alvos 

distantes da sua formação, sendo capaz de atravessar camadas lipídicas, e podendo reagir 

com a membrana eritrocitária e com proteínas ligadas a Fe+2 e Fe+3 (Izawa et al., 1995). 

 

4.2.3 Radical hidroxila (OH ) 

 

 Os efeitos mais nocivos provocados pela produção tanto do O2 ⎯ quanto do H2O2 

são desencadeados pela rápida subseqüente formação do radical hidroxila (OH ). O OH  é 

facilmente gerado a partir de H2O2 através da reação de Fenton na presença de íons 

metálicos como Fe+2 ou Cu+1 (Fridovich, 1998). 

 O radical OH  é considerado a ROS mais reativa em sistemas biológicos. A 

combinação extremamente rápida desse radical com metais e outros radicais no próprio 

sítio onde foi produzido confirma sua alta reatividade. Os metais de transição, tais como 
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ferro (Fe2+) e cobre (Cu+) aumentam a velocidade da produção de OH  (Freitas & 

Meneghini, 2001). A reação envolvendo metais ocorre em etapas: em um primeiro passo, o 

metal na sua valência mais alta (Fe3+  ou Cu2+) reage com o radical O2 ⎯, produzindo íon 

metálico, ferroso (Fe2+) ou cuproso (Cu+) e O2 (Reação de Haber-Weiss) (Figura 4), 

deixando o metal em uma valência menor. Estes íons reagem rapidamente com H2O2, 

gerando OH , íon hidroxil (OH-) e Fe3+ (Reação de Fenton) (Figura 4).  

O radical OH  tem uma meia vida extremamente curta e sua difusão é limitada pela 

sua velocidade de reação. Por isso, a melhor defesa que a célula tem contra este radical é 

evitar que o mesmo seja gerado. Por esta razão as células mantêm um rígido controle da 

homeostase metálica. O transporte de metais é altamente regulado e os íons de metais são 

mantidos em sua valência mais alta ou estão de alguma forma complexados a enzimas e 

proteínas onde são armazenados ou fazem parte funcional das mesmas (revisado por 

Fridovich, 1998; Halliwell & Gutteridge, 2000). 

 

Reação de Haber-Weiss 

       (Fe3+/Cu2+)    +     O2 ⎯    ⇒           (Fe2+/Cu+)     +      O2 

        Metal oxidado          Metal reduzido 

Reação de Fenton 

       (Fe2+/Cu+)    +     H2O2   ⇒    (Fe3+/Cu2+)       +   OH    +   OH- 

        Metal reduzido     Metal oxidado    

A soma das reações acima resulta na Reação de Haber-Weiss/Fenton 

             Catalisador Metálico 

   O2 ⎯    +     H2O2       ⇒            O2        +   OH    +   OH- 

Figura 4. Representação da formação do radical OH  pelas reações Haber-Weiss/Fenton. (Adaptado 

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

 

Incluída na resposta ao estresse oxidativo celular está a regulação da expressão de 

genes que codificam enzimas antioxidantes, levando ao aumento das atividades dessas 

enzimas antioxidantes e, portanto, à remoção mais rápida dos oxidantes pela célula, 

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

 

4.3.1 Superóxido Dismutase (SOD) 

 

 A atividade de SOD foi descoberta por McCord e Fridovich em 1969: ela dismuta 2 

O2 ⎯ em H2O2 e O2. Posteriormente, esses pesquisadores mostraram que essa enzima é 

necessária para manter a vida em condições aeróbicas. As SODs são metalo-enzimas que 

pertencem a uma família de enzimas com diferentes grupos prostéticos em sua composição. 

Há várias isoenzimas do tipo SOD, geralmente responsáveis por compartimentos celulares 

distintos, podendo conter cobre, zinco, ferro ou manganês em seus sítios ativos (Freitas et 

al., 2000; Henriques et al., 2001). Três SODs distintas têm sido descritas com as mesmas 

propriedades cinéticas: uma contém ferro no seu sítio ativo e é encontrada em procariotos; 

outra contém manganês e é encontrada em procariotos e nas mitocôndrias de eucariotos 

(MnSOD); e a terceira (Cu/ZnSOD) contém cobre e zinco e está presente principalmente no 

citoplasma de células eucarióticas, mas também pode ser encontrada nos lisossomos, 

núcleos, bem como no espaço entre as membranas mitocondriais interna e externa. Essa 

enzima parece ser a primeira linha de defesa contra radicais livres derivados de oxigênio e 

pode ser rapidamente induzida em algumas condições quando as células ou organismos são 

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

 

A catalase é uma enzima encontrada em todos os organismos conhecidos. Em 

células eucarióticas, ela está presente no citosol e nos peroxissomos. Essa enzima contém 

um grupamento heme no seu sítio ativo, sendo considerada uma hemoproteína, responsável 

pela sua atividade catalítica que consiste na transformação de 2H2O2 em 2H2O e O2. A ação 

dessa enzima envolve a oxidação divalente do ferro heme (IV), acompanhada da redução 

divalente do peróxido de hidrogênio. Elas contêm NADPH fortemente ligado, o qual pode 

prevenir a acumulação da forma ferro (IV) da enzima, a qual é inativa (Henriques et al., 

2001). Assim como as SODs, essa enzima pode ser induzida em algumas condições pela 

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

 

5. Saccharomyces cerevisiae como Organismo Modelo para Estudos de Respostas 

Eucarióticas ao Estresse Oxidativo 

 

 O eucarioto inferior Saccahromyces cerevisiae é um organismo modelo importante 

para o estudo de respostas eucarióticas ao estresse oxidativo (Jamieson, 1998). Trata-se de 

um fungo unicelular leveduriforme com ciclo eucarioto típico e completo, e tem sido 

amplamente estudado, tornando-se ferramenta importante nas pesquisas sobre mutagênese, 

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 anaeróbicas facultativas, S. cerevisiae é capaz 

de fermentar hexoses como glicose e frutose em condições aeróbicas e anaeróbicas de 

crescimento, sendo a glicose a fonte preferencial de carbono utilizada. Sabe-se que 
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concentrações de glicose acima de um valor chamado de concentração típica podem 

reprimir a expressão de genes que codificam enzimas do ciclo de Krebs, enzimas da cadeia 

respiratória e estruturas mitocondriais. Nesse caso, a via a ser seguida pelo piruvato é a 

anaeróbica com formação de etanol, sendo a atividade mitocondrial encontrada reduzida na 

levedura. Na presença de concentrações de glicose abaixo da concentração crítica (0,2 % no 

meio) e na presença de O2, o piruvato seguirá a via aeróbica, e nesse caso a levedura 

possuirá alta atividade mitocondrial, pois os genes em questão não estarão reprimidos 

(Halliwell & Gutteridge, 2000). 

S. cerevisiae apresenta um perfil de crescimento característico. A fase “lag” 

corresponde a uma fase de adaptação fisiológica das células ao novo meio de cultura no 

qual foram introduzidas. Nessa fase, o metabolismo das células está ativo, sintetizando 

enzimas e coenzimas, criando condições para que elas possam se dividir, embora as células 

ainda não estejam se dividindo. Na fase exponencial, o número de células aumenta 

exponencialmente com o tempo, usando energia proveniente da fermentação. Ao diminuir a 

disponibilidade de glicose no meio, ocorre a desrepressão catabólica (transição diáuxica), 

com uma parada transiente na divisão celular, enquanto as células são preparadas para o 

metabolismo respiratório. Após, a divisão celular é retomada em ritmo mais lento, 

utilizando etanol como fonte de carbono, produzido durante a fermentação (fase pós-

diáuxica). Quando todas as fontes de carbono forem exauridas, as células entram na fase 

estacionária, na qual podem sobreviver por muito tempo na ausência de nutrientes (Pringle 

& Hartwell, 1982; Fuge & Werner-Washburne, 1997). Muitos estudos de resposta ao 

estresse oxidativo em S. cerevisiae têm sido realizados com células na fase logarítmica (ou 

exponencial) e não na fase estacionária 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 respiração mitocondrial; (ii) as células estão na fase G0, e (iii) o dano gerado é 

acumulado durante todo o tempo (Longo et al., 1996). 

S. cererevisiae apresenta uma variedade de mecanismos de defesas antioxidantes, 

incluindo sistemas de defesas enzimáticas e não-enzimáticas. Dentre as defesas enzimáticas 

estão presentes as enzimas SODs citoplasmática (Cu/ZnSOD, codificada pelo gene SOD1) 

e mitocondrial (MnSOD, codificada pelo gene SOD2), ambas responsáveis pela 

detoxificação do ânion superóxido (Gralla & Kosman, 1992; Longo et al., 1999), e a 

enzima catalase representada por duas formas, uma citosólica, codificada pelo gene CTT1, 

e outra perixossomal codificada pelo gene CTA1. Leveduras deficientes para os dois genes 

que codificam as isoformas de catalase são hipersensíveis a H2O2 na fase estacionária, e 

tanto os mutantes simples quanto os duplos para catalase são incapazes de montar uma 

resposta adaptativa ao estresse por H2O2 (Izawa et al., 1996). 

Existem trabalhos que utilizam linhagens isogênicas de S. cerevisiae deficientes em 

defesas antioxidantes para o estudo do mecanismo de ação de agentes físicos e químicos 

que interferem no estado redox da célula (Brennan & Schiestl, 1998; Lee et al., 2001). Um 

método, utilizado para determinação da natureza das lesões induzidas por agentes 

oxidantes, consiste em comparar a sensibilidade de mutantes deficientes em enzimas 

antioxidantes com uma linhagem selvagem isogênica proficiente naquele tipo de defesa 

antioxidante. Pode-se também combinar um oxidante conhecido, como H2O2 ou paraquat, 

com uma substância com potencial antioxidante, e avaliar o efeito do tratamento na 

modulação do estresse. O aumento da viabilidade celular frente ao tratamento testado vai 

sugerir uma atividade protetora (antioxidante) do tratamento em questão, enquanto a 

diminuição da viabilidade celular, um efeito deletério (Henriques et al., 2001; Picada et al., 

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

 

Além de serem de grande utilidade na determinação de agentes mutagênicos 

ambientais ou farmacológicos, 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 detecção das mutações se dá através da expressão 

fenotípica, causada por uma mudança súbita e hereditária no genótipo do organismo, 

alterando suas características. A ocorrência de mutações depende da natureza da lesão e das 

respostas celulares aos danos no DNA; por esse motivo, as mutações podem ser divididas 

em mutações gênicas, que correspondem a alterações ocorridas na seqüência nucleotídica 

do DNA, e cromossômicas, que produzem alterações no número ou estrutura dos 

cromossomos (Waters et al., 1999; MacGregor et al., 2000; Dearfield et al., 2002). 

Um dos métodos para quantificar alterações gênicas resultantes de um tratamento 

mutagênico é a utilização de um marcador fenotípico como, por exemplo, a sensibilidade à 

canavanina. A canavanina é um análogo estrutural tóxico da arginina. Muitas linhagens 

selvagens de S. cerevisiae expressam um transportador de arginina chamado Can1p. Esse 

transportador é responsável pela internalização da arginina na célula, sendo também capaz 

de importar a canavanina presente no meio causando a morte das células. Assim, alterações 

no gene CAN1, induzidas por drogas mutagênicas, podem aumentar a sobrevivência das 

células na presença de canavanina quando comparada a tratamentos não mutagênicos 

(Brendel & Henriques, 2001; Huang et al., 2003). 

A linhagem N123 de S. cerevisiae permite a detecção deste tipo de mutação, 

chamada mutação forward (Revers et al., 2002), e as células revertentes podem ser 



 29

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 osmótico/oxidativo aplicados em discos 

foliares de Psychotria brachyceras sobre o acúmulo de braquicerina, bem como testar as 

atividades antioxidante e mutagênica/antimutagênica do extrato foliar bruto e do alcalóide 

purificado em ensaios com Saccharomyces cerevisiae, para melhor compreender o 

metabolismo e o papel do alcalóide in planta. Além disso, sugerir os tratamentos mais 

indutores de braquicerina para uma possível adaptação para produção do alcalóide com fins 

de testes farmacológicos e/ou pré-clínicos. 

 

2. Objetivos Específicos 

 

 Expor discos foliares de P. brachyceras a diferentes moléculas supostamente 

envolvidas em respostas de estresse osmótico ou hídrico que culminam no acúmulo 

de metabólitos secundários (NaCl, sorbitol, polietilenoglicol, e ácido abscísico) para 

avaliar seus efeitos sobre a biossíntese de braquicerina. 

 Propor um mecanismo de regulação da biossíntese do alcalóide braquicerina a partir 

dos resultados obtidos com a aplicação dos tratamentos de estresse. 

 Avaliar o efeito antioxidante do extrato foliar bruto e do alcalóide braquicerina de 

P. brachyceras sobre linhagens mutantes para genes que codificam enzimas 



 31

envolvidas na rota de detoxificação de espécies reativas de oxigênio (ROS) de S. 

cerevisiae, através do ensaio Central Disc. 

 Avaliar os potenciais mutagênico e antimutagênico do extrato foliar bruto e do 

alcalóide braquicerina de P. brachyceras através de ensaio com a linhagem N123 de 

S. cerevisiae. 

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

P. brachyceras sobre OH  in vitro. 
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III. Material e Métodos 

 

1. Material Vegetal e Confecção dos Discos Foliares 

 

Estacas de Psychotria brachyceras foram coletadas de arvoretas adultas crescidas 

no Morro Santana, pertencente à 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 biológicas pelos 

tratamentos) e submetidas à assepsia superficial, em câmara de fluxo laminar vertical, na 

qual as mesmas foram mergulhadas em etanol 70 % por 1 minuto, em seguida passadas 

para solução de hipoclorito de sódio 1,5 % por 15 minutos e por fim lavadas de três a 

quatro vezes com água destilada autoclavada. Após a assepsia, foram confeccionados 

discos foliares contendo 1,0 cm de diâmetro com o auxílio de furador metálico autoclavado. 

A montagem dos experimentos utilizando discos foliares consistiu na incubação dos 

mesmos em soluções 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 repetição. Cada experimento foi repetido no 

mínimo três vezes. 

  

2. Tratamentos de Estresse Osmótico/Hídrico 

 

 Todos os experimentos tiveram como tratamento controle a exposição dos discos 

foliares de P. brachyceras à solução de sais MS 0,1 x a concentração original (Murashige 
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& Skoog, 1962), protocolo padrão utilizado rotineiramente para esta espécie no laboratório 

de Fisiologia Vegetal da UFRGS, onde foi desenvolvido o presente trabalho. 

 Foram escolhidos três agentes de estresse osmótico, cloreto de sódio (NaCl), PEG 

6000 e sorbitol, para serem testados quanto à sua influência sobre a biossíntese de 

braquicerina. Foram testadas diferentes concentrações de cada um dos agentes estressores e 

a montagem dos experimentos ocorreu como descrito anteriormente. 

 

3. Ensaios de Atividade Enzimática  

 

 Foram determinadas as atividades das enzimas ascorbato peroxidade (APX) e 

superóxido dismutase (SOD) em discos foliares de P. brachyceras tratados com PEG na 

concentração de 0,05 M e na condição controle (MS). As atividades enzimáticas foram 

expressas por área dos discos foliares dos quais foram feitos os extratos protéicos utilizados 

para realização dos ensaios de atividade enzimática. 

 

3.1 Preparação dos Extratos Enzimáticos 

 

 Para ambos ensaios de atividade enzimática, foi utilizada uma proporção de 200 mg 

de tecido vegetal (discos foliares): 1 mL de tampão de extração (50 mM de HEPES (pH 

7,2), 2 % de PVP- polivinilpirrolidona, 2 mM de EDTA- ácido etilenodiamino tetra-acético, 

e 1 mM de PMSF (fenilmetilsulfonil fluorido) e Benzamidina, adicionados sobre o tecido 

vegetal logo antes da extração). 
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3.2 Atividade de APX 

   

A atividade de APX foi medida em espectrofotômetro pelo decaimento da 

absorbância a 290 nm, pela reação de consumo de peróxidos e ácido ascórbico e produção 

de dehidroascorbato (Asada, 1984). Foi utilizado 1,0 mL de tampão de reação (50 mM de 

tampão fosfato (pH 7,0), 0,5 mM de ácido ascórbico e 1 mM de H2O2) para 50 µL de 

extrato. Foram feitas amostras em triplicata (três extrações independentes) de cada um dos 

tratamentos (dia 0, discos não 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 espectrofotômetro duas vezes. Foram feitas 15 leituras, de 20 em 20 segundos, 

de cada amostra, totalizando um tempo de observação da atividade de APX de 4 minutos e 

40 segundos para cada amostra. Para o cálculo de atividade enzimática foram utilizados 

cinco valores, os da primeira leitura (início da reação) 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 absorbância no espectrofotômetro foram feitas a 560 nm após 10 minutos de 

exposição da mistura (tampão de reação + extrato) à luz. O tampão de reação continha 50 

mM de tampão fosfato (pH 7,7), 46,5 µg/mL de nitroblue tetrazolium (NBT), 1,5 mg/mL 

de L-metionina, 0,025 % de Triton X-100 e 55 µg/mL de Riboflavina. Nesse ensaio, uma 
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unidade de SOD é definida como a quantidade requerida para inibir a fotorredução 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 cálculo da atividade de SOD foram usadas as médias 

das leituras. 

 

4. Extração e Quantificação do Alcalóide Braquicerina 

 

Para análise dos teores de braquicerina foi preparado o extrato metanólico dos 

discos foliares de P. brachyceras conforme o procedimento descrito a seguir: 

- Foram coletadas de três a quatro repetições, cada uma contendo 20 discos foliares, de 

cada tratamento nos dias 0 (teor de braquicerina nas plantas em seu ambiente natural) e nos 

dias 2, 4 e 6 de exposição aos tratamentos. 

- Os discos foliares foram pulverizados em nitrogênio líquido e foram adicionados 2.0 mL 

de metanol (grau HPLC) a cada amostra. 

- Os extratos metanólicos foram ultrassonicados por 30 minutos e em seguida submetidos à 

centrifugação a 5.000 g por 10 minutos. 

- Os sobrenadantes das amostras foram recuperados e transferidos para tubos de 

microcentrífuga e posteriormente analisados pelo equipamento de HPLC (do inglês, High 

Performance Liquid Chromatography) Perkin Elmer S200. A coluna utilizada foi uma C8 

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

com uma pré-coluna C8. Foi utilizado um sistema de gradiente linear composto de metanol-

água-ácido trifluoroacético variando de 19:81:0.05 (T0) até 100:0:0.05 (T20) em 20 min, 

fluxo de 1 mL.min-1. Os picos eluídos foram monitorados a 280 nm. 
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Para obter a quantificação de braquicerina foi feita uma curva padrão baseada em 

concentrações conhecidas de braquicerina autêntica pura. A identidade e a pureza da 

braquicerina foram baseadas no tempo de retenção e co-cromatografia com braquicerina 

autêntica. 

Para o cálculo da quantidade de braquicerina (em gramas) presente nas amostras, 

foram tomadas as áreas dos picos dos cromatogramas, correspondentes ao tempo de eluição 

do alcalóide, 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 então pesados em balança 

analítica. 

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

de biomassa vegetal extraída. 

 

5. Análise Estatística 

 

Os dados foram analisados por ANOVA, seguida por teste de Duncan, quando 

adequado, com p ≤ 0,05 (Sokal & Rohlf, 1969). Foi utilizado o programa estatístico SPSS 

for Windows version 10.0. A homogeneidade de variância foi verificada antes da aplicação 

dos testes. 
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6. Ensaios com Saccharomyces cerevisiae 

 

6.1 Substâncias Químicas 

 

 Foram utilizados o alcalóide braquicerina e o extrato foliar bruto de P. brachyceras. 

Braquicerina autêntica 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 nitrogênio líquido e a extração foi feita 

com 5,0 mL de metanol (grau HPLC), seguida de ultrassonicação por 30 minutos e 

centrifugação a 5.000 g por 10 minutos. Após, os sobrenadantes foram recuperados em 

tubos de microcentrífuga e secos por cinco horas em SpeedVac. Os extratos secos foram 

utilizados nos ensaios. 

Os reagentes oxidantes peróxido de hidrogênio (H2O2) e paraquat (gerador de ânion 

superóxido) foram obtidos da Sigma (St. Louis, MO, USA). As concentrações apropriadas 

foram obtidas pela diluição da solução estoque em água destilada esterilizada. 

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

Antimutagênese. 

 

6.2 Linhagens de Saccharomyces cerevisiae e meios de cultivo 

 

As linhagens de S. cerevisiae utilizadas no ensaio de Central Disc são defectivas em 

genes que codificam as enzimas superóxido dismutase (sod1∆- mutante para o gene que 

codifica a SODCuZn, abundante no citosol;  sod2∆- mutante para o gene que codifica a 
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SODMn, abundante na mitocôndria; sod1∆sod2∆- mutante para ambas as SODs) e catalase 

(ctt1∆- mutante para o gene que codifica a catalase, presente nos peroxissomas; 

sod1∆ctt1∆- mutante para SODCuZn e catalase) envolvidas na detoxificação de ânion 

superóxido e peróxido de hidrogênio, respectivamente. A linhagem haplóide N123 foi 

usada no ensaio de Mutagênese e Antimutagênese. Como meio de crescimento de rotina foi 

usado o meio líquido completo YPD. Também foram utilizados o Meio Mínimo (MM) e o 

Meio Completo Sintético (SC), o qual consiste do MM suplementado com os aminoácidos 

apropriados. Para o ensaio de Mutagênese, o meio SC foi suplementado com 60 µg/mL de 

canavanina. Uma solução de 0.9 % de NaCl foi usada para a diluição das células em 

suspensão. Tampão fosfato salino (PBS) foi usado para incubação das células. 

 

6.3 Central Disc (Ensaio de Inibição do Crescimento) 

 

Culturas em fase estacionária de diferentes linhagens de S. cerevisiae foram obtidas 

pela inoculação de uma colônia isolada em meio líquido YPD. As células de levedura 

foram diluídas em PBS para uma densidade apropriada de 1-2 x 107 células/mL para o 

ensaio de inibição de crescimento. As células foram estriadas com uma alça de inoculação 

do centro da placa de Petri até a borda (cada linhagem foi estriada duas vezes por placa, 

consistindo em uma duplicata) em uma estria contínua; concentrações crescentes de extrato 

foliar bruto de P. brachyceras e de braquicerina (100, 250 e 500 µg/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. Após esse período, 5,0 µl de PBS, como controle, 

e 5,0 µl de H2O2 a 30 % ou 8,0 µL 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 inibição do crescimento 

foi medida em mm desde a borda do disco de papel filtro até o ponto de início de 

crescimento das colônias. 

 

6.4 Ensaio de Mutagênese e Antimutagênese 

 

 Células de levedura (N123) numa densidade de 1-2x108 células/mL foram expostas 

ao extrato foliar bruto de P. brachyceras e à braquicerina, em concentrações variando de 10 

a 250 µg/mL, e incubadas por uma hora a 30 °C em termo-mixer. Para o ensaio de 

Antimutagênese foi feito o mesmo procedimento, porém as células mais extrato ou 

braquicerina foram também expostas ao agente mutagênico oxidativo e então incubadas. 

Alíquotas adequadas foram plaqueadas em triplicata em meio SC sólido com ou sem 

canavanina. As placas foram incubadas no escuro a 30 °C por 72 horas antes da contagem 

das colônias sobreviventes e revertentes. A mutação forward foi quantificada com o ensaio 

de resistência à canavanina (CAN1-can1) após indução com diferentes tratamentos. Os 

ensaios foram repetidos no mínimo três 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 e o alcalóide foram diluídos no tampão 
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de ensaio (hipoxantina, Fe(III), EDTA e ácido salicílico) a uma concentração de 2.0 mg/mL 

e diluídos apropriadamente no tampão de ensaio para um volume final de 1,0 mL dando 

uma variação de 0,05 a 2,0 mg/mL. Uma alíquota de 5,0 µL de xantina oxidase (18 mU), 

dissolvida em 3,2 M de NH4SO4, foi adicionada para iniciar a reação. Os tubos de amostra 

foram incubados por três horas a 37 °C, tempo suficiente para uma reação completa. Uma 

alíquota de 30 µL da mistura de reação foi analisada por HPLC usando condições 

cromatográficas descritas por Owen et al. (1996). A análise cromatográfica foi feita usando 

um gradiente baseado em metanol/água/ácido acético com uma coluna C18 de fase reversa 

µBondaPak (Waters) e detecção a 325 nm. O equipamento de HPLC tem um módulo de 

separação 2695 (Waters) e um detector de UV 2487 (Waters). A quantidade de 

dihidroxifenóis (2,5-ácido dihidroxibenzóico e 2,3-ácido dihidroxibenzóico) produzida pelo 

ataque do radical hidroxila sobre a molécula de ácido salicílico foi determinada a partir de 

curvas padrão dos respectivos dihidroxifenóis purificados. 

 

6.6 Estatística 

 

A análise estatística dos dados foi realizada usando Anova One-Way seguida de 

Dunnett (Teste de Comparação Múltipla). Valores de P menores que 0,05 foram 

considerados significantes. Os dados foram expressos como médias ± erro padrão da média. 

 

 

 

 



 41

 

 

 

 

 

 

 

 

IV. CAPÍTULO I 

 

“Efeitos de Diferentes Tratamentos de Estresse Osmótico Sobre o Acúmulo de 

Braquicerina em Discos Foliares de Psychotria brachyceras” 

 



 42

1. Estresse osmótico/hídrico/oxidativo em discos foliares de Psychotria brachyceras 

 

        No primeiro experimento com agentes osmóticos, foram testados cloreto de sódio 

(NaCl) e polietilenoglicol (PEG) em diferentes concentrações. Optou-se por estes agentes, 

pois NaCl é normalmente internalizado pelas células, enquanto PEG permanece do lado 

externo, dificultando a captação de água pelos discos foliares, atuando como uma molécula 

simuladora da situação de estresse hídrico (seca) (De Marañon et al., 2001). Foi observado 

um aumento no acúmulo de braquicerina em discos foliares de P. brachyceras no quarto 

dia de exposição ao tratamento com 0,07 M de PEG em relação 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 

exposição ao controle (MS) e a tratamentos com NaCl (cloreto de sódio) e PEG (polietilenoglicol 

6000) em diferentes concentrações isosmóticas ou não. (concentrações isosmóticas: 0,01 M de NaCl 

e 0,00238 M de PEG; 0,3 M de NaCl e 0,07 M de PEG). Barras com ao menos uma letra em 

comum não diferem estatisticamente. 

 

Uma vez que as concentrações de NaCl  utilizadas anteriormente provocaram uma 

diminuição nos teores do alcalóide, possivelmente por serem concentrações muito elevadas 
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e portanto tóxicas para a planta (Figura 1), novas concentrações de NaCl, menores que as 

anteriores, foram testadas em experimento subseqüente. Também foram testadas outras 

concentrações de PEG e ainda foi incluído nos tratamentos o agente osmótico sorbitol, o 

qual é capaz de entrar na célula interferindo no potencial osmótico da mesma, porém não 

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 e 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 

exposição ao controle (MS) e aos tratamentos com NaCl, sorbitol e PEG (polietilenoglicol 6000) 

em diferentes concentrações. Barras com ao menos uma letra em comum não diferem 

estatisticamente. 

 

 A partir dos resultados observados no experimento anterior (Figura 2), os 

tratamentos que proporcionaram um maior incremento no acúmulo do alcalóide foram 

selecionados para a realização de experimentos sobre a cinética de indução da biossíntese 

de braquicerina ao longo de quatro dias. 
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O tratamento com 0,05 M de PEG foi capaz de induzir o acúmulo de braquicerina 

em discos foliares de P. brachyceras desde o primeiro dia de exposição a esse agente 

(Figura 3). Os maiores teores de braquicerina nos tratamentos com NaCl na concentração 

de 5,0 mM e sorbitol na concentração de 0,1 M foram atingidos no quarto dia de exposição 

a esses agentes (Figura 3) corroborando os resultados anteriores (Figura 2). A utilização do 

tratamento com 100 mM de NaCl teve a finalidade de observar a consistência 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 e nos dias 1, 2, 3 

e 4 de exposição ao controle (MS) e aos tratamentos com NaCl (5,0 e 100 mM), sorbitol (0,1 M) e 

PEG- polietilenoglicol 6000 (0,05 M). Letras em negrito representam diferenças significativas em 

relação ao controle (MS 0,1 x), enquanto letras sublinhadas representam a ocorrência de tendência. 

Barras com ao menos uma letra em comum não diferem estatisticamente. 
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O fitormônio ácido abscísico (ABA) exerce reconhecido papel como sinalizador nas 

respostas da planta a diferentes estresses como salinidade e seca (Bray, 1997). Em função 

disso, discos foliares de P. brachyceras foram expostos a duas concentrações distintas de 

ABA para verificar um possível envolvimento desse fitormônio na resposta de acúmulo de 

braquicerina. 

 ABA na concentração de 10 mg/L induziu o acúmulo de braquicerina em discos 

foliares de P. brachyceras no terceiro dia de tratamento em relação ao controle (Figura 4). 

A concentração de 1,0 mg/L de ABA também aumentou o acúmulo de braquicerina em 

comparação ao controle nos dias 3 e 4 de exposição 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 e 4 

de exposição ao controle (MS) e ao tratamento com o fitormônio ABA- ácido abscísico na 

concentração de 10 mg/L. Barras com ao menos uma letra em comum não diferem estatisticamente. 

 



 46

                     

ee de
e

de

cd

ab

e

bc

a

0

0,005

0,01

0,015

0,02
0,025

0,03

0,035

0,04
0,045

dia 0 dia 2 dia 3 dia 4

br
aq

ui
ce

ri
na

 (%
 p

es
o 

se
co

)

MS

ABA 1 mg/L

ABA 10 mg/L

 
Figura 5. Teores de braquicerina em discos foliares de P. brachyceras no dia zero e nos dias 2, 3 e 4 

de exposição ao controle (MS) e aos tratamentos com o fitormônio ABA- ácido abscísico (1 e 10 

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

 

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

foliares de P. brachyceras tratados com PEG 

 

 As atividades de ascorbato peroxidase (APX), enzima detoxificadora de peróxido de 

hidrogênio (H2O2), e superóxido dismutase (SOD), enzima detoxificadora de ânion 

superóxido (O2 ⎯), 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 oxigênio (ROS), 

características do estresse oxidativo, neste tratamento indutor de acúmulo de braquicerina. 

 Inicialmente as atividades enzimáticas foram medidas após a exposição dos discos 

foliares de P. brachyceras a 0,05 M de PEG por dois dias. Não foram detectadas diferenças 

entre as atividades de APX e SOD observadas no controle e no tratamento com PEG (dados 

não mostrados). Supondo que o aumento das atividades enzimáticas, induzido pela geração 

de ROS possivelmente aumentada na presença do tratamento de estresse, ocorresse em um 

estágio mais inicial logo após a aplicação do estresse, inclusive antes do aumento de 
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braquicerina observado já 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 

após 6 ou 12 horas de incubação 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 não diferem estatisticamente do respectivo 

controle MS. 

 

 Não foi detectada diferença entre a atividade de SOD observada para os discos 

submetidos ao estresse e aquela observada para os discos do controle, embora uma 

tendência de aumento tenha sido aparente após 12 h em discos foliares expostos a PEG 

(Figura 7). 
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Figura 7. Atividade de superóxido 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 não diferem estatisticamente. 

 

3. Discussão 

 

O déficit hídrico 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 

acúmulo do alcalóide braquicerina e possivelmente inferir uma função de defesa para esse 

alcalóide na planta. Buitink et al. (2006) mostraram que alguns genes relacionados ao 

metabolismo secundário foram precocemente induzidos transientemente em radículas de 

sementes de Medicago trunculata sensíveis à dessecação durante a incubação das mesmas 

com polietilenoglicol (PEG), sugerindo a participação dos produtos desses genes no 

processo de tolerância à seca/dessecação. Dentre esses genes induzidos estão aqueles cujos 

produtos são envolvidos na biossíntese do metabólito secundário medicarpina, uma 

fitoalexina de M. trunculata. Nos estágios posteriores, quando a tolerância à dessecação é 

estabelecida, genes dessa rota têm sua expressão diminuída. Nesse mesmo trabalho também 
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foi mostrado que genes expressos precocemente durante a incubação das radículas de M. 

trunculata com PEG pertencem de fato a classes envolvidas em respostas iniciais ao 

estresse e de adaptação. 

Fatores de transcrição induzidos por estresse de seca tiveram sua expressão 

aumentada em radículas de M. trunculata durante o re-estabelecimento da tolerância à 

dessecação. Um fator de transcrição relacionado aos fatores de transcrição AREB (do 

inglês, ABA-responsive element binding protein) foi fortemente induzido durante a 

incubação das radículas de M. trunculata com PEG (Buitink et al., 2006). Em Arabidopsis, 

a transcrição de duas proteínas ligadoras de seqüências ABRE (do inglês, ABA-responsive 

element) é induzida por seca, bem como por NaCl e ABA (Uno et al., 2000). Além disso, 

três genes foram expressos em radículas de sementes de M. trunculata durante o tratamento 

osmótico, os quais mostraram homologia com genes que codificam proteínas DREB (do 

inglês, Dehydration-responsive element binding factor) envolvidas em uma rota 

independente de ABA. Dois desses genes mostraram um aumento brusco e precoce na sua 

expressão, enquanto o terceiro teve um aumento nos estágios posteriores da incubação com 

PEG. Em Arabidopsis, DREB1/CBFs atuam na expressão de genes responsivos ao frio, 

enquanto DREB2 está envolvido na expressão de genes responsivos à seca (Liu et al., 

1998). 

No presente trabalho, foi verificado um aumento significativo no conteúdo 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 possível indução da expressão de genes cujos 

produtos estariam envolvidos na resposta da planta aos estresses de seca e salinidade, 

simulados pelos tratamentos testados, levando subseqüentemente à ativação da expressão 
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dos próprios genes codificadores das enzimas envolvidas na biossíntese de braquicerina, ou 

até mesmo pela indução direta desses últimos 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 ativação de fatores de transcrição do tipo 

AREB, induzidos em radículas de plântulas de M. trunculata durante o tratamento com 

PEG e em Arabidopsis por seca, NaCl e ABA, ou pela ativação de fatores do tipo DREB os 

quais atuam em uma rota independente de ABA, expressos em radículas de M. trunculata 

durante o tratamento osmótico e em Arabidopsis em resposta ao frio e à seca. Independente 

da resposta que culmina no aumento de braquicerina ser direta ou indireta, o seu conteúdo 

aumentado em discos foliares de P. brachyceras submetidos a uma situação “interpretada” 

pela planta como falta de água no ambiente sugere que esse alcalóide desempenha um papel 

protetor na defesa da planta contra seca e salinidade. 

Os mecanismos pelos quais as plantas respondem à disponibilidade reduzida de 

água (baixo potencial hídrico) incluem tanto processos dependentes de ABA quanto 

independentes de ABA (Verslues & Bray, 2006). Durante o estresse de seca, as plantas 

experimentam diversas mudanças fisiológicas e metabólicas, incluindo a expressão alterada 

de vários genes, e o concomitante aumento na concentração de ABA (Kahn et al., 1993). 

Por exemplo, o ABA que é acumulado durante o estresse de seca é requerido para várias 

das mudanças na expressão gênica que ocorrem durante o estresse de seca em folhas de 

tomate (Lycopersicon esculentum) (Bray, 1988). Foi verificado um aumento significativo 

no conteúdo de braquicerina em discos foliares de P. brachyceras, tanto na presença de 1,0 

mg/L quanto na presença de 10 mg/L de ABA (Figuras 4 e 5). Esses resultados sugerem 

que a indução de braquicerina verificada nos discos foliares submetidos aos tratamentos de 

estresse (PEG, NaCl e sorbitol) tem a participação de ABA como sinalizador, talvez 



 51

envolvendo um aumento na concentração endógena de ABA e a possível subseqüente 

ativação de fatores de transcrição do tipo AREB. 

A redução nos teores de braquicerina em discos foliares de P. brachyceras tratados 

com concentrações altas de NaCl (0,01-1,0 M) (Figura 1) pode ser explicada por uma 

possível toxidez desse sal quando em altas concentrações, pois até mesmo plantas 

transgênicas de tomate superexpressando o antiporte vacuolar Na+/H+, responsável por 

internalizar o sódio para o vacúolo, toleraram uma concentração máxima de 200 mM de 

NaCl (Zhang & Blumwald, 2001). Além disso, o NaCl entra na célula, ao contrário do 

PEG, e interfere diretamente na atividade metabólica de enzimas e membranas, podendo 

causar danos. Já o sorbitol, causa estresse osmótico e entra na célula, mas é 

metabolicamente inerte. 

A ausência de aumento significativo no teor de braquicerina no quarto dia de 

exposição a 0,05 M de PEG nos ensaios representados na Figura 3 pode ser devida à 

variabilidade inerente às replicatas biológicas; por exemplo, diferenças no “status” 

fisiológico inicial do lote de folhas usado para confeccionar os discos que possam ter 

alterado a resposta prolongada ao agente estressor simulador de falta de água. Sabe-se que 

o teor de braquicerina varia entre os indivíduos da população, além de apresentar alterações 

frente a fatores ambientais a campo (Gregianini et al., 2004). 

A geração de espécies reativas de oxigênio (ROS), a qual caracteriza o estresse 

oxidativo, é uma resposta comum das células vegetais ao ataque por patógenos e tratamento 

com elicitores. Em algumas culturas de células vegetais, ROS são suficientes para indução 

do acúmulo de metabólitos secundários. Em algumas plantas, o peróxido de hidrogênio 

(H2O2) medeia o acúmulo de metabólitos secundários induzido por elicitor, tais como o 

acúmulo de alcalóides indólicos em Catharanthus roseus e de saponina em ginseng (Zhao 
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et al., 2005). Em outras plantas, o ânion superóxido (O2 ⎯) atua como mediador do acúmulo 

de metabólitos secundários induzido por elicitor, tais como o acúmulo 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 produção de metabólitos secundários 

induzida por elicitor não está esclarecido, mas sabe-se que elas induzem a expressão de 

muitos genes de defesa, inclusive de alguns genes que codificam enzimas envolvidas na 

biossíntese de metabólitos secundários. 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 peroxidação lipídica mediada por H2O2 pode iniciar a rota de 

octadecanóides levando à biossíntese de jasmonato e compostos relacionados, os quais 

foram mostrados atuando na indução da produção de metabólitos secundários vegetais 

(Thoma et al., 2003). O envolvimento de jasmonato na via de sinalização que resulta na 

produção de braquicerina também foi mostrado (Gregianini et al., 2004). Sabendo da 

relação existente entre a ocorrência de estresse oxidativo e a indução do metabolismo 

secundário, foram analisadas as atividades enzimáticas de ascorbato peroxidase (APX) e 

superóxido 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 àquela observada para os discos do controle, tanto em 6 horas quanto 

em 12 horas de tratamento (Figura 6), sendo que tal diferença não foi detectada para a 

atividade de SOD (Figura 7). Sabe-se que a atividade de SOD sobre o O2 ⎯ gera H2O2, 

portanto pode-se pensar que a maior concentração de H2O2 no meio, gerada tanto pela 

indução 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 intermediário de oxigênio, uma vez que o mesmo é capaz de gerar o 
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radical hidroxila, reconhecidamente nocivo para a célula, através da reação de Fenton na 

presença de íons metálicos (Fridovich, 1998). 

Os resultados de atividade enzimática obtidos nesse trabalho indicam que o acúmulo 

de braquicerina induzido em discos foliares de P. brachyceras, na presença de tratamentos 

que simulam estresses de seca e salinidade, pode ser mediado por H2O2, assim como ocorre 

para o acúmulo de alcalóides indólicos em C. roseus (Zhao et al., 2001). O aumento no teor 

de braquicerina na presença de estresse osmótico (ou hídrico) pode ser explicado pela 

geração de ROS e indução da biossíntese de isopentenil pirofosfato, precursor primário de 

terpenos em plantas, essencial para a biossíntese da porção terpênica de alcalóides 

monoterpeno indólicos, que ocorrem nesse tipo de estresse (Nacif de Abreu & Mazzafera, 

2005). A ausência de diferença significativa na atividade de SOD entre os discos tratados e 

não tratados pode ter ocorrido em função dos tempos escolhidos para a análise, sendo 

possível que haja uma maior atividade de SOD na presença do tratamento de estresse em 

outros períodos. 

Vários estudos indicam que a aquisição de tolerância à salinidade pode ser 

conseqüência de uma resistência aumentada ao estresse oxidativo. Muitos desses estudos 

mostram uma correlação positiva entre a resistência ao estresse salino e 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, e até mesmo frente ao 

estresse oxidativo, baseada na indução do acúmulo do alcalóide braquicerina. A atuação da 

braquicerina na defesa da planta contra os estresses estudados pode ser explicada pela 

atividade antioxidante da mesma como molécula capturadora de oxigênio 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 H2O2 ou paraquat 

(gerador de O2 ⎯) (resultados mostrados no capítulo II da presente dissertação). 

Em suma, os resultados apresentados no Capítulo I mostram que os agentes de 

estresse osmótico/hídrico testados (NaCl, sorbitol e PEG) podem, em determinadas 

concentrações, induzir a biossíntese de braquicerina em discos foliares de P. brachyceras, 

indicando um possível papel desse alcalóide na proteção contra o estresse osmótico/ hídrico 

(de salinidade e de seca). Essa resposta de acúmulo de braquicerina frente aos estresses 

estudados parece ser mediada pelo fitormônio ABA e pela geração de H2O2. 
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V. CAPÍTULO II 

 

“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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VI. Conclusões 

 

A indução do alcalóide braquicerina, verificada em discos foliares de P. 

brachyceras tratados com diferentes agentes (cloreto de sódio- NaCl, polietilenoglicol- 

PEG e sorbitol) capazes de induzir estresse osmótico/hídrico, e estresse oxidativo 

secundariamente, sugere o envolvimento desse alcalóide na resposta de defesa da planta 

contra os danos causados por esses estresses. O acúmulo de braquicerina respondeu à 

presença de ácido abscísico (ABA), indicando uma possível atuação desse fitormônio como 

sinalizador no processo que culmina no aumento da concentração do alcalóide. Além disso, 

a atividade aumentada de ascorbato peroxidase (APX) em discos foliares de P. brachyceras 

expostos a PEG sugere a participação do peróxido de hidrogênio (H2O2) como mediador do 

acúmulo de braquicerina (resultados apresentados no Capítulo I). 

O ensaio testando a capacidade antioxidante de braquicerina e do extrato foliar de P. 

brachyceras in vivo mostrou que ambas as substâncias foram capazes de proteger a maioria 

das linhagens de S. cerevisiae testadas, principalmente na presença de paraquat (gerador de 

ânion superóxido- O2 ⎯). O alcalóide e o extrato tiveram efeito antimutagênico em todas as 

concentrações utilizadas sobre a mutagênese induzida por H2O2 na linhagem N123 de S. 

cerevisiae. A atividade antioxidante das substâncias sobre o radical hidroxila (OH ) in vitro 

pode ser uma das explicações para a antimutagênese observada (resultados apresentados no 

Capítulo II). 

Reunindo os resultados obtidos nessa dissertação, 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 à sua capacidade antioxidante sobre os radicais O2 ⎯ e OH , 

uma vez que: a) o acúmulo de braquicerina dispensa o aumento da atividade de superóxido 

dismutase (SOD) na presença de estresse oxidativo, b) o efeito desse alcalóide é maior 

sobre o O2 ⎯ em comparação ao H2O2 no ensaio de Central Disc com leveduras, e c) o 

ensaio da hipoxantina/xantina oxidase mostrou que a braquicerina atua sobre OH . 

Considerados os efeitos antioxidantes e antimutagênicos, os resultados abrem novas 

perspectivas para o potencial uso de braquicerina e P. brachyceras em aplicações 

farmacêuticas, tais como protetores solares e cosméticos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Modelo proposto para o mecanismo de resposta ao estresse hídrico envolvendo o 

alcalóide braquicerina. Na presença de estresse osmótico/hídrico, os níveis do fitormônio ácido 

abscísico (ABA) e de espécies reativas de oxigênio (H2O2: peróxido de hidrogênio, O2 ⎯: ânion 

superóxido e OH : radical hidroxila) aumentariam na célula vegetal. O aumento na concentração de 

ABA levaria à ativação de fatores de transcrição do tipo AREBP (proteínas que se ligam a 
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elementos de resposta a ABA, representadas pela elipse verde) que ativariam a transcrição de genes 

dependentes de ABA (retângulo vermelho e cinza), cujos produtos participariam da ativação de 

outros genes envolvidos em respostas de defesa ao estresse. O aumento de H2O2 também 

contribuiria para a ativação de genes de defesa. A cascata de ativação de genes de defesa culminaria 

na produção aumentada de braquicerina, a qual participaria da defesa da planta atuando na 

detoxificação dos radicais O2 ⎯ e OH . 
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VII. Perspectivas 

 

 Testar o efeito de outras moléculas (nitroprussiato de sódio, AlCl3) envolvidas no 

estabelecimento de estresse oxidativo sobre o acúmulo 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 (Capítulo I). 

 

 Analisar a expressão de genes que codificam enzimas chave (TDC e DXS) 

envolvidas nos principais braços metabólicos da biossíntese de alcalóides monoterpeno 

indólicos na presença dos tratamentos que induziram braquicerina, através de RT-PCR. 
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