UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS

Programa de Pos-Graduacao em Fisiologia Vegetal

K

E.EEDE&_{G
Sy -
& = 0
i 4 XTAL:
Z 3
';U%

-

-%‘mﬁn

Dissertacao

Alteracdes bioquimicas em espécies do género Alternanthera quando expostas
aradiacdo UV-B e UV-C

Fatima Rosane Schuquel Klein

Pelotas, 2014



FATIMA ROSANE SCHUQUEL KLEIN

AlteracBes bioguimicas em espécies do género Alternanthera quando expostas
aradiacdo UV-B e UV-C

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Po6s-Graduacdo em Fisiologia Vegetal da
Universidade Federal de Pelotas como
requisito parcial a obtencdo do titulo de
Mestre em Fisiologia Vegetal.

Orientadora: Prof2. Dr2. Eugenia Jacira Bolacel Braga
Co-Orientador: Prof. Dr. José Antonio Peters

Co-Orientador: Prof. Dr. Sidnei Deuner

Pelotas, 2014



Dados de catalogac¢éo na fonte:
Maria Beatriz Vaghetti Vieira — CRB 10/1032

Biblioteca de Ciéncia & Tecnologia - UFPel

K64a

Klein, Fatima Rosane Schuquel

Alteragbes bioquimicas em espécies do género Alternanthera
guando expostas radiacdo UV-B e UV-C / Fatima Rosane Schuquel
Klein. — 86f. — Dissertacdo (Mestrado). Programa de Pés-Graduacao
em Fisiologia Vegetal. Universidade Federal de Pelotas. Instituto de
Biologia. Pelotas, 2014. — Orientador Eugenia Jacira Bolacel Braga; co-
orientador José Antonio Peters e Sidnei Deuner.

1.Biologia. 2.Fisiologia vegetal. 3.Estresse abidtico. 4.Radiacédo
ultravioleta. 5.Metabdlitos secundérios. 6. Plantas medicinais. 7.
Fotoprotecdo. |.Braga, Eugenia Jacira Bolacel. Il.Peters, José Antonio.
lll. Deuner, Sidnei. IV. Titulo

CDD: 581.19154




Banca Examinadora:

Dr2. Eugenia Jacira Bolacel Braga (Orientadora)
Dr?. Juliana Magalhdes Bandeira

Dr. Mércio Paim Mariot

Dr?. Marcia Vaz Ribeiro



“Dizem que a vida € para quem sabe viver, mas ninguém nasce pronto. A
vida € para quem ¢ corajoso o suficiente para se arriscar ¢ humilde o bastante
para aprender.”

(Clarice Lispector)



Ao meu noivo Luis Felipe
Aos meus pais Roque e Regina
Ao meu irmao Ricardo

Com carinho Dedico



Agradecimentos

A Deus, que me deu saude, coragem e persisténcia para enfrentar as
dificuldades surgidas durante a realizagéo do curso.

A Universidade Federal de Pelotas pela oportunidade de participar do
programa de Pdés-Graduacdo em Fisiologia Vegetal para a obtencdo do grau de
Mestre em Fisiologia Vegetal.

A minha orientadora, Prof. Dr®. Eugenia Jacira Bolacel Braga, pela orientacéo,
e confiancga, por estar sempre me incentivando a buscar o melhor.

Ao Professor Luciano do Amarante por disponibilizar o Laboratério para
realizacdo das analises e pelos ensinamentos Bioquimicos.

Ao Professor Sidnei Deuner pela ajuda nas analises de enzimas.

Ao meu noivo, Luis Felipe Scherer, sem palavras para agradecer por estar ao
meu lado nesta etapa sendo meu amor, companheiro, amigo, conselheiro e
compreensivo em todos 0s momentos.

Aos meus pais Roque Klein e Regina S. Klein e também meu irméo Ricardo
Klein, pelo amor, carinho e por ndo medirem esforgcos para que eu pudesse estudar.

A Natalia Engroff, e minha tia Maria lvone Klein, por terem me acolhido em
suas casas, pela amizade e compreensao nos momentos de estudo.

Aos bolsistas de iniciagcdo cientifica Renata Trevizan Telles, Anderson
Einhardt e Priscila Auler, em especial a Renata pela amizade e colaboracdo em
todas as etapas de realizacéo deste trabalho e também ao Anderson que colaborou
com sua dedicacao na ultima etapa deste trabalho.

As colegas Andressa Reis e Alitcia Kleinowski pela ajuda e suporte tedrico
com as Alternantheras.

Aos colegas do Laboratério de cultura de tecidos que conheci nesses dois
anos em especial: Gabriela Moraes, Daiane Silva, Vania Trevelin, Camila Junkes, e
Isabel Lopes pelas horas de conversa e amizade.

A Leticia Benitez pelos auxilios nas anélises estatisticas.

Aos colegas do Laboratoério de Bioquimica pelos ensinamentos em bioquimica
em especial ao Julio Vinueza e o Junior Borella.

Enfim, agradeco a todos que de uma forma ou de outra contribuiram para a

realizacéo deste trabalho.



RESUMO

KLEIN, Fatima Rosane Schuquel, Alteragfes bioquimicas em espécies do género
Alternanthera quando expostas a radiacdo UV-B e UV-C. 2014. 86 p. Dissertacao
(Mestrado) — Programa de Pdés-Graduacdo em Fisiologia Vegetal. Universidade
Federal de Pelotas.

Ainda é limitado o conhecimento dos efeitos da radiacao ultravioleta (UV) em plantas
medicinais quando comparados com o0 que ja se conhece sobre outros fatores
ambientais. Para investigar essas foram realizados dois experimentos: 0 primeiro
com o objetivo de estudar a producdo de betalainas, flavonoides totais e atividade
antioxidante em plantas de Alternanthera sessilis, Alternanthera brasiliana,
Alternanthera tenella e Alternanthera philoxeroides expostas por diferentes periodos
a radiacdo UV-B (280-315 nm) e, no segundo foram realizadas as mesmas andlises,
sendo, nesse caso investigada também a resposta de enzimas antioxidantes em A.
sessilis, A. brasiliana e A. philoxeroides submetidas a diferentes tempos de
exposi¢cdo a UV-C (100-280 nm). No primeiro experimento, plantas cultivadas ha 50
dias em casa de vegetacdo foram expostas a diferentes tempos de radiacdo UV-B
(0, 2, 4, 6 e 8 horas). As coletas foram realizadas em dois periodos, imediatamente
apos cada tempo de exposicao (Oh) e apds 24h dos mesmos, para visualizar uma
possivel recuperacao. Até a realizacdo da segunda coleta as plantas permaneceram
sob iluminacdo natural, em casa de vegetacdo. O delineamento experimental foi
inteiramente ao acaso em esquema fatorial 4 x 5 x 2 com 5 repeticbes por
tratamento, sendo cada uma representada por uma planta. Dentre as espécies em
estudo, A. sessilis foi a que apresentou maior teor de betacianinas totais,
betaxantina, flavonoides e maior poder antioxidante quando comparada com as
demais espécies em todos os tempos de exposicdo a radiacdo. Nas espécies A.
sessilis e A. brasiliana foi observado que o tempo de recuperacdo favoreceu o
aumento da producdo desses compostos. As espécies A. tenella e A. philoxeroides
nao apresentaram incremento nos seus metabdlitos apds exposicao a radiacdo UV-
B. Para analisar os efeitos da radiacdo UV-C foi delineado um experimento
inteiramente ao acaso em esquema fatorial 3 x 5, com trés espécies (A. sessilis, A.
brasiliana e A. philoxeroides) em cinco tempos de radiacéo (0, 5, 10, 15 e 20 min),
com cinco repeticbes por tratamento. Os resultados dos metabdlitos estudados
diante da radiacdo UV-C demonstraram que houve maior incremento destes
compostos em A. sessilis, entre 10 e 12 minutos de exposicdo e em A. brasiliana
ap6s 16 minutos de exposicdo. A espécie A. philoxeroides ndo apresentou
incremento do seu contetudo depois de irradiadas mantendo-se iguais ao controle.
Para a atividade da enzima SOD (Superoxido dismutase), as espécies nao
apresentaram diferencas significativas enquanto para CAT (Catalase) e APX
(Ascorbato peroxidase), A. philoxeroides mostrou maior atividade. Aumento do
contetdo de MDA (malondialdeido) foi verificado em A. philoxeroides e A. sessilis
diante da radiacdo UV-C. Nas condi¢cdes deste experimento observou-se que ambas
as radiacbes promovem mudancas no contetdo de betacianinas totais,
betaxantinas, e flavonoides nas espécies A. sessilis e A. brasiliana e que a radiacéo
UV-C altera a atividade enzimatica somente na espécie A. philoxeroides. Estas
mudancas dependem do tempo de exposicdo e dos mecanismos de defesa
acionados diante das radiacoes.



Palavras chave: Estresse abiotico, radiagdo ultravioleta, metabdlitos secundarios,
plantas medicinais, fotoprotecao.



ABSTRACT

KLEIN, Fatima Rosane Schuquel, Biochemical alterations in species of genus
Alternanthera exposed to UV-B and UV-C radiations. 2014. 86 p. Dissertation
(Master) — Pos-Graduation Program in Plant Physiology, Universidade Federal de
Pelotas

The knowledge about ultraviolet (UV) effects in medicinal plants is still limited when
compared with what is already known about other environmental factors. To
investigate this issue we carried out two experiments: the first aimed to study the
production of betalains, total flavonoid, and antioxidant activity in plants of
Alternanthera sessilis, Alternanthera brasiliana, Alternanthera tenella, and
Alternanthera philoxeroides, which were exposed to UV-B radiation (280-315 nm) for
different periods; the second performed the same analyses, adding the investigation
of the antioxidant enzymes in A. sessilis, A. brasiliana, and A. philoxeroides,
submitted to UV-C (100-280 nm) for different periods of exposure. In the first
experiment, the plants grown for 50 days in greenhouse were exposed to different
UV-B irradiation periods (0, 2, 4, 6, and 8 hours). The collections were conducted in
two periods, immediately after each exposure time (Oh) and after 24 hours, to view a
possible recovery. During the period inside the greenhouse, the plants remained
under natural light. The experimental design was completely randomized, in 4 x 5 x 2
factorial scheme with five replicates by treatment, each one represented by a plant.
Among the species studied, A. sessilis showed higher levels of total betacyanins,
betaxanthin, flavonoids, and greater antioxidant capacity compared to other species
throughout the period of exposure to radiation. We observed that in the species A.
sessilis and A. brasiliana the recovery time favored an increase in the production of
these compounds. The species A. tenella and A. philoxeroides showed no increase
in the production of their metabolites, after UV-B radiation exposure. A randomized
experiment in factorial design 3 x 5 was conducted to analyze the effects of UV-C
radiation with three species A. sessilis, A. brasiliana, and A. philoxeroides for times
intervals of 0, 5, 10, 15, and 20 min, with five replicates for treatment. A. sessilis
showed a higher increase in metabolites under UV-C radiation between 10 and 12
minutes of exposure; in A. brasiliana it was observed after 16 minutes of exposure.
The species A. philoxeroides showed no increase in its content after irradiation,
remaining equal to control. For the activity of the enzyme superoxide dismutase
(SOD), the species showed no significantly differences, but for catalase (CAT) and
ascorbate peroxidase (APX) showed greater activity. An increase in malondialdehyde
(MDA) content under UV-C radiation was viewed in A. philoxeroides and A. sessilis.
In this experiment it was observed that both radiations caused changes in the content
of total betacyanins, betaxanthin, and flavonoids in the species A. sessilis and A.
brasiliana, and UV-C radiation changed enzymatic activity only in the species A.
philoxeroides. These changes depend on the time exposure to radiation and the
defense mechanisms triggered.

Keywords: abiotic stress, ultraviolet radiation, secondary metabolites, medicinal
plants, photoprotection.
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1. INTRODUCAO GERAL

Radiacao Ultravioleta (UV) é um componente do espectro solar, e consiste em trés
partes, com base no comprimento de onda: radiacdo UV-A (315-400 nm), radiacdo UV-B
(280-315 nm) e radiagéo UV-C (100-280 nm) (KATEROVA et al., 2009).

As radiacoes UV-B e UV-C sao importantes fatores ambientais, que em muitos
casos elevam o nivel de espécies reativas de oxigénio (ERO), tais como oxigénio singleto
(*0,), superdxido (0,"), perdxido de hidrogénio (H-0,) e hidroxila (OH"), podendo causar
danos oxidativos as proteinas, lipidios e &cidos nucléicos e ainda, alterar atividades
enzimaticas, o que levaria ao dano celular e morte celular programada (MACKERNESS et
al., 2001; JENKINS, 2009).

Para se adaptar a exposicao a radiacdes, as plantas exibem uma variedade de
respostas. Elas podem estimular os mecanismos de protecdo ou ativar mecanismos de
reparo para lidar com estresses causados por radiacdo UV (SUN et al., 2010). Como um
mecanismo de reparo as plantas podem ativar enzimas antioxidantes tais como
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), que vao
mitigar os danos induzidos por radiacdo UV (RAIl et al., 2011).

O mecanismo de protecdo mais comum contra a radiacdo € a biossintese de
metabolitos secundarios que possuem potencial de absorcdo na regido UV como o0s
compostos fendlicos, tais como os flavonoides, antocianinas e betalainas (IBDAH et al.,
2002; KUHLMANN; MULLER, 2009; SCHREINER et al., 2012). Além de ser importante na
defesa das plantas, a producdo de metabdlitos secundéarios induzidos por UV, pode
fornecer uma fonte valiosa de produtos farmacologicos direcionados para medicamentos
anticancerigeno, anticoagulante, antimicrobiano, ou tratamentos anti-inflamatérios

(TSORMPATSIDISA et al., 2008).
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As espécies da familia Amaranthaceae estdo entre as inUmeras plantas medicinais
gue atraem a atencdo de pesquisadores. Esta familia pertence a ordem Caryophyllales
gue é caracterizada por apresentar betalainas, pigmentos naturais N-heterociclicos,
soliveis em &gua, que aparentemente substituem as antocianinas nas familias
pertencentes a esta ordem (STRACK; VOGT; SCHLIEMANN, 2003). O aumento na
producdo desses compostos € de interesse econdmico, pois sdo quimicamente estaveis
em um longo intervalo de pH, mais amplo do que as antocianinas, além de se
compararem aos flavonoides, por serem potentes antioxidantes (PAVOKOVIC; KRSNIK-
RASOL, 2011).

Trabalhos evidenciam que compostos do metabolismo secundario de plantas da
ordem Caryophylales sdo alterados diante da radiacdo UV (IBDAH et al., 2002; SHARMA,;
GURUPRASAD, 2009). Em curto prazo, doses moderadas de radiacdo, principalmente
UV-B, podem contribuir como um potente elicitor abiotico na producdo de metabdlitos
secundarios em larga escala (SUN et al., 2010).

Desse modo a presente dissertacao é dividida em dois artigos: No primeiro avaliou-
se o efeito da radiacdo UV-B na producdo de betalainas, flavonoides totais e atividade
antioxidante na parte aérea de plantas de Alternanthera sessilis, A. brasiliana, A. tenella e
A. philoxeroides e no segundo investigou-se as mudancas ocorridas na producdo de
betalainas, flavonoides totais e atividade de enzimas antioxidantes em plantas de
Alternanthera sessilis, Alternanthera brasiliana e Alternanthera philoxeroides quando

expostas a radiacdo UV-C.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Género Alternanthera

O género Alternanthera pertence a familia Amaranthaceae, compreendendo cerca
de 170 géneros e 2000 espécies, ocorrendo no Brasil 20 géneros e 100 espécies. Muitas
destas espécies sdo utilizadas como ornamentais ou na medicina popular, sendo
comumente encontradas em ambientes abertos, e também no interior de florestas
(SOUZA; LORENZI, 2012).

Algumas espécies do género sdo utilizadas na medicina popular devido a atividade
terapéutica proporcionada por compostos bioativos. Hundiwale et al. (2012) descreveram
as especies do género Alternanthera como produtoras e acumuladoras de metabdlitos
secundarios, dentre eles, flavonoides, saponinas, vitaminas e betalainas. Estudos
etnofarmacoldgicos relataram a atividade antiviral, antimicrobiana, hepatoprotetora,
antifangica, anti-diarréica e analgésica de extratos de plantas desse género, como A.
sessilis, A. brasiliana, A. tenella e A. philoxeroides (FERREIRA et al., 2003).

Alternanthera sessilis (L.) R. Br. ex DC. conhecida popularmente como violacea ou
rubra, € uma planta invasiva de areas agricolas, nativa do Brasil. Nesta planta tem sido
cientificamente comprovado a presenca de componentes quimicos como [-sitosterol e
estigmasterol. As folhas sdo usadas em doencas dos olhos, em cortes e feridas; antidoto
para picada de cobra e picada de escorpido, em doencas de pele (JALALPURE et al.,
2008) e também foi identificado poder antioxidante (SHYMALA et al., 2005).

Alternanthera brasiliana (L.) Kuntze é uma planta nativa do Brasil e conhecida
popularmente como penicilina, terramicina, doril ou carrapichinho (MACEDO et al., 1999).
Amplamente encontrada nos estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul (PEREIRA,
2007), é cultivada como ornamental pelo colorido arroxeado de suas folhas e empregada

na medicina popular (LORENZI; MATOS, 2008). Suas inflorescéncias sao utilizadas para



15

dores de cabeca, resfriados e gripes, as folhas como antitérmico e as raizes contra
diarreia (AGRA et al., 2007).

Alternanthera tenella Colla, conhecida como apaga-fogo (FERREIRA et al., 2003),
é utilizada na medicina popular como anti-inflamatdéria e antibacteriana (SILVEIRA; OLEA,
2009). A infusé@o de suas folhas é utilizada em casos de infecc¢des, febres, machucados,
coceiras e também como diurética (SALVADOR; DIAS, 2004). Estudos fotoquimicos de
plantas do género Alternanthera indicaram a presenca de compostos fendlicos, betalainas
e cromoalcaloides (BROCHADO et al., 2003; SALVADOR; DIAS, 2004; SALVADOR et al.,
2006).

Alternanthera philoxeroides (Mart.). Griseb € popularmente conhecida como erva-
de-jacaré, sendo utilizada como anti-inflamatéria e diurética (RATTANATHONGKOM et
al., 2009). Em sua constituicdo quimica foram encontrados flavonoides glicosilados,
saponinas e betalainas conferindo-lhe acédo antitumoral e antiviral contra HSV (1 e 2)
(virus herpes simples 1 e 2), citomegalovirus, virus do sarampo, virus MUMPS e HIV
(Human-Immunodeficiency-virus) (FANG et al.,, 2007; FANG et al, 2009;

RATTANATHONGKOM et al., 2009).

2.2 Elicitores

O aumento de metabdlitos secundarios por elicitacdo € uma das estratégias
encontradas recentemente para atender a demanda comercial de compostos de interesse
industrial. Estes indutores sdo de origem abidtica ou bidtica, que ao entrar em contato
com células das plantas, pode provocar o aumento de pigmentos como flavonoides,
fitoalexinas e outros compostos relacionados com a defesa da planta (SINGH, 1999).

Uma série de fatores como luz, temperatura, salinidade, alteram a composicao dos
metabolitos secundarios das plantas. No entanto, apenas alguns fatores ambientais tém

um efeito tdo pronunciado sobre as plantas como a radiagdo UV (JAHANGIR et al., 2009).
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Dentre os elicitores abioticos as radiagdes UV (UV-C, UV-B e também UV-A), vém sendo

empregada como indutoras do metabolismo secundério das plantas.

2.3 Radiacao Ultravioleta (UV)

A radiagdo UV é um componente invisivel da radiacdo solar. No espectro
eletromagnético situa-se entre a luz visivel e os raios-X, na faixa de comprimento de onda
de 100 e 400 nandmetros (nm). Esta dividida em UV-A (315-390 nm), UV-B (280-315 nm)
e UV-C (100-280 nm) (KATEROVA et al., 2009).

A camada estratosférica de ozénio é o principal agente atenuador da radiacao
ultravioleta na atmosfera terrestre e a reducdo desta camada, resultante da acéo
antropica, conduziu a um consequente aumento da radiacdo UV-B (280-315 nm) incidente
sobre a superficie terrestre (BLUMTHALER; AMBACK, 1990, ZIEMKE et al., 2000).

O Brasil, por ser um pais localizado em baixas latitudes, recebe grande quantidade
de radiacdo solar devido a intensidade da radiacdo UV ser maior na regiao entre o
equador e os tropicos (LIM; COOPER, 1999). Em 2005, no Observatoério Espacial do Sul,
localizado em Santa Maria-RS, foi observado que a diminuicdo na camada de 0z6nio
acarretou aumento de cerca de 10 % na radiacdo UV-B incidente na regido Sul (HUPFER
et al., 2005). Apesar das plantas serem mais tolerantes a radiacdo UV-B que outros
organismos, essa promove alteracdes fisioldogicas como, mudangcas na composicao
guimica e nos niveis de pigmentacao (FLINT et al., 2003; CALDWELL et al., 2007).

O aumento da sintese de compostos fendlicos, carotenoides, assim como, a
inducdo de enzimas de sistemas antioxidantes constituem mecanismos que a célula
vegetal utiliza para a protecdo celular frente a geracdo de radicais livres formados pela
acao da radiacdo UV-C (LIU et al., 2009).

As lampadas que emitem luz ultravioleta s&o utilizadas com seguranca em

hospitais, clinicas e laboratérios como alternativas para desinfec¢cdo e pesquisas. Elas
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vém sendo utilizadas em estudos com plantas, e tém se mostrado boa ferramenta para
simular o efeito da radiacdo UV em tecidos vegetais. Dentre as espécies que foram
estudadas apds a exposicdo a luz UV, podemos citar: Salix myrsinifolia, conhecido
popularmente como salgueiro nativo da Europa (TEGELBERG; JULKUNEN, 2001),
Chenopodium quinoa Willd, conhecida popularmente como quinoa (HTLAL et al., 2004),
planta medicinal da India: Acorus calamus L., conhecido como lirio-dos-charcos ou cana-
cheirosa (KUMARI et al., 2009), Mentha piperita L., conhecida popularmente como hortela
- pimenta (DOLZHENKO et al., 2010), entre outros.

As plantas produzem uma diversidade de compostos organicos, dos quais a grande
maioria ndo parece participar diretamente no crescimento e desenvolvimento. Estas
substancias tradicionalmente referidas como metabolitos secundarios, muitas vezes sao
diferencialmente distribuidas entre grupos taxonémicos limitados dentro do reino vegetal
(HUSSAIN et al.,, 2012). Sdo compostos organicos derivados atraves de metilacéo,
hidroxilacdo ou glicosilacdo de metabolitos primarios (hidratos de carbono, proteinas,
aminoacidos, lipidios) (KORKINA et al., 2007).

Os compostos responsaveis pela atividade medicinal de diversas plantas sdo os
metabolitos secundarios produzidos por elas, os quais tém papel fundamental na protecéo
da planta contra predadores, produzindo toxinas contra 0 agente invasor, promovendo
resisténcia a infeccdes e absorvendo os raios ultravioletas (YUNES; CALIXTO, 2001).

O interesse pelos produtos da via secundaria das plantas ocorre desde a década
de 1850. Estes novos fitoquimicos (compostos bioativos) ndo eram estudados somente
com interesse académico, mas também na indUstria como corantes, polimeros, 6leos e
agentes aromatizantes. Além disso, eles proporcionaram a descoberta de novos

medicamentos como o0s antibioticos. Nos ultimos anos, as plantas ainda constituem uma
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importante fonte de compostos quimicos utilizados na industria farmacéutica, agregando

alto valor econdmico (ZHANG; BJORN, 2009).

2.4 Betalainas

Betalainas sdo metabdlitos secundarios derivados do aminoacido L-tirosina (Fig. 1).
Esse grupo de pigmentos é soluvel em agua e € encontrado em espécies pertencentes a
ordem Caryophyllales. Nesta ordem, as Unicas excec¢fes sdo as familias Caryophyllaceae
e Molluginaceae, em que a coloracédo é devido a antocianinas. Betalainas e antocianinas
sdo duas familias diferentes de pigmentos que até o momento ndo foram encontradas
juntas em uma mesma planta (GANDIA-HERRERO; GARCIA-CARMONA, 2013).

As betalainas dividem-se em dois grupos estruturais, as betacianinas (compostos
vermelhos ao vermelho violeta) com espectro de absorbancia em 536 nm e as
betaxantinas (compostos de coloracdo amarela) com absorbancia de 480 nm. A sua
producéo é induzida pela radiacdo UV em Mesembryanthemum crystallinum L. (planta
gelo) e Amaranthus caudatus L. (amaranto) e por infeccdo viral em Beta vulgaris L.
(beterraba) sugerindo que estas moléculas atuem como radioprotetoras e antiviral (VOGT
et al., 1999; SHARMA; GURUPRASAD, 2009).

Para a extracdo de betacianinas totais, estudos demonstram diferentes tampdes de
extracdo, nos quais o pH 6,0 (tampdo fosfato) favorece a extracdo de betanina
(glicosiladas) e das betaxantinas e o pH 5,0 (tampéo acetato) € ideal para a estabilidade
da betanidina (agliconas), podendo haver comprometimento com diferentes potenciais de
hidrogénio ou de hidroxila (GANDIA-HERRERO et al., 2005, 2010; GANDIA-HERRERO;

GARCIA-CARMONA, 2013).
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As betalainas sdo metabdlitos que tém desejaveis caracteristicas nutricionais e
farmacolégicas, sendo que o aumento na producdo desses compostos é de interesse
econdmico, pois sdo potentes antioxidante e com atividade anti-inflamatéria e

anticancerigena (PAVOKOVIC; KRSNIK-RASOL, 2011).
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FIGURA 1- Representacdo esquematica da rota biosintética de algumas betalainas

(PAVOKOVIC; KRSNIK-RASOL, 2011).
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2.5 Flavonoides

No grupo dos compostos secundéarios largamente distribuidos na natureza se
encontram os flavonoides, que sdo substancias naturais arométicas com 15 atomos de
carbono no seu esqueleto basico (MANACH et al., 2004).

Os flavonoides formam um grupo com uma vasta gama de funcdes bioldgicas,
incluindo papeis na protecdo. Estas moléculas atuam como detoxificadora de radicais
livres, como as espécies reativas de oxigénio (SOKMEN et al., 2005), agindo na
prevencdo de doencas que envolvam a acdo de radicais livres e a oxidagdo de
lipoproteinas, como problemas cardiovasculares, arteriosclerose e trombose (WANG;
ZHANG, 2005).

A absorcao caracteristica na regiao ultravioleta (UV) de flavonoides tem sido
considerada como evidéncia para o papel dos flavonoides na protecdo UV. Os flavonoides
estdo frequentemente presentes nas camadas de células da epiderme das folhas e em
tecidos que séo suscetiveis a luz UV (WINKEL-SHIRLEY, 2002). Segundo os autores, a
primeira evidéncia do papel dos flavonoides na protecdo UV foi observada em mutantes
da rota de biossintese deste composto, que resultou em fendtipos hipersensiveis a

radiacdo UV.

2.6 Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) e Mecanismos de Defesa

As plantas, dada sua caracteristica de seres sésseis, estdo expostas a uma grande
variedade de estresses ambientais que alteram seu metabolismo e desenvolvimento,
exibindo uma grande variedade de respostas nos niveis molecular e celular (FLOWERS et
al., 2000; ZHU, 2001). Uma alteracdo metabdlica importante para as plantas em
condicBes de estresse € o aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO)

(FOYER; NOCTOR, 2005).
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Dentre as principais ERO que causam danos celulares, destacam-se o radical
superéxido (O27), o peréxido de hidrogénio (H20-), o oxigénio singleto (*O,) e o radical
hidroxila (OH") (NEILL et al., 2002; APEL; HIRT, 2004;). Estes s&o eletronicamente
instaveis e, consequentemente, altamente reativos, com isso, sdo capazes de retirar
elétrons de outros compostos a fim de alcancar a estabilidade, os quais, com a perda
deste elétron, tornam-se um novo radical livre, desencadeando uma reacao em cadeia, 0
gue caracteriza estresse oxidativo (SMIRNOFF, 2000).

Para evitar o acumulo de ERO as plantas possuem um sistema natural de defesa
antioxidante constituido por componentes de natureza enzimatica e nao-enzimaticas
muito eficientes que permitem a eliminacdo de ERO e a consequente protecdo contra
danos oxidativos (BLOKHINA et al., 2003).

Os antioxidantes ndo enzimaticos sao representados pelas formas hidrossollveis,
como ascorbato e glutationa, e lipossoluveis, como a-tocoferol e carotenoides. Compostos
fendlicos também eliminam radicais superoxido e hidroxila, além de oxigénio singleto
(APEL; HIRT, 2004).

O sistema de defesa antioxidante enzimatico das plantas inclui diversas enzimas
localizadas nos diferentes compartimentos celulares. Dentre as principais enzimas pode-
se destacar a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), e ascorbato peroxidase

(APX) que vao mitigar os danos induzidos pelo estresse (CORNIANI, 2009).
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ARTIGO 1: Russian Jornal of Plant Physiology (ISSN: 1021-4437)
Radiacédo UV-B: Um elicitor para producdo de metabdlitos secundarios em plantas do género
Alternanthera
Resumo. A radiagdo UV-B tem sido descrita como um potente elicitor na sintese de metabdlitos
secundarios em plantas. Diante disto, o presente trabalho teve como objetivo estudar a producgéo de
betalainas, flavonoides totais e atividade antioxidante em plantas de Alternanthera sessilis
(violaceae), Alternanthera brasiliana (penicilina), Alternanthera tenella (apaga fogo) e
Alternanthera philoxeroides (erva de jacaré) expostas a radiacdo UV-B (280-315 nm), por
diferentes periodos. Plantas destas espécies, provenientes do cultivo in vitro, foram aclimatizadas
em casa de vegetacdo durante 50 dias. Apos esse periodo foram expostas durante 0, 2, 4, 6 e 8 horas
a radiacdo UV-B, caracterizando radiacdes de 0, 10, 20, 30, 40 J/icm?, respectivamente. O
delineamento experimental foi inteiramente casualisado com esquema fatorial 4x5x2, sendo quatro
espécies, cinco tempos de exposicdo a radiacdo UV-B, e dois periodos de coleta: imediatamente
apos a exposicdo as radiacdes (0 h) e 24 h apoés cada tempo de exposicdo. Nas condicOes deste
experimento, A. sessilis apresentou maior teor de todos 0os compostos estudados. Os teores de
betacianinas totais e betaxantinas mostraram que a exposi¢do a radiacdo UV-B resultou em aumento
significativos desses compostos no decorrer do tempo de exposicdo a radiacao para A. sessilis e A.
brasiliana. Os maiores teores de flavonoides foi estimado na exposi¢do de 8 h com periodo de 24 h
de recuperacdo para A. sessilis. A atividade antioxidante também foi superior em A. sessilis.
Conclui-se que a acdo elicitora da radiagdo UV-B ¢ influenciada pelo tempo de exposicdo e 0s
maiores tempos de exposicdo seguidos por periodo de recuperacdo incrementam o teor de

betacianinas totais, betaxantinas, e flavonoides nas espécies A. sessilis e A. brasiliana.

Palavras chave. plantas medicinais, elicitor abiotico, género Alternanthera, radiacéo ultravioleta,

antioxidantes.
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UV-B radiation: elicitor for secondary metabolites production in plants of genus
Alternanthera
Abstract. UV-B radiation has been described as a potent elicitor for inducing the synthesis of plant
secondary metabolites. This work aimed to study the production of betalains, total flavonoids, and
antioxidant activity in plants of Alternanthera sessilis (sessile joyweed), Alternanthera brasiliana
(Brazilian joyweed), Alternanthera tenella (parrot leaf), and Alternanthera philoxeroides (alligator
weed) exposed to UV-B radiation (280 - 315 nm) over different periods. Plants from in vitro culture
were acclimatized over 50 days in greenhouse. After this period, they were exposed to 0, 10, 20, 30,
40 Jlem® UV-B radiation for 0, 2, 4, 6, and 8 hours, respectively. We carried out a randomized
experiment in factorial design 4x5x2, with four species, five periods of UV-B radiation exposure,
and two period of collection: immediately after radiations exposure (0h) and 24h after each period
of exposure. Under the conditions of the experiment, A. sessilis showed the highest content among
all compounds studied. The total betacyanins and betaxanthins content showed that the exposure to
UV-B radiation resulted in a significantly increase in these compounds during the period of
exposure to radiation for A. sessilis and A. brasiliana. The higher flavonoids content was estimated
at the 8-hour exposure, with a period of 24 hours for recovering in A. sessilis. Antioxidant activity
was also higher in A. sessilis. We concluded that the elicitor effect of UV-B radiation is influenced
by the exposure time, and the longer exposure times followed by recovery period increment the

total betacyanins, betaxanthins, and flavonoids content in the species A. sessilis and A. brasiliana.

Keywords: medicinal plants, abiotic elicitor, genus Alternanthera, ultraviolet radiation,

antioxidants.
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INTRODUCAO

Embora muitas substancias quimicas sejam atualmente produzidas sinteticamente, as plantas
ainda constituem importante fonte de compostos quimicos utilizados na industria farmacéutica,
agregando alto valor econémico [1]. Estima-se que 25 % dos medicamentos receitados sao
derivados direta ou indiretamente de plantas [2]. No entanto, a producdo destes metabdlitos
secundarios nos vegetais é geralmente baixa (menos de 1 % da massa seca) e depende muito do
estadio fisioldgico e do desenvolvimento da planta [3, 4].

O uso de elicitores tanto bidticos quanto abidticos é uma das estratégias utilizada para o
aumento de metabdlitos secundarios com aplicacdo comercial. Dentro dos elicitores abi6ticos, 0s
elicitores fisicos, tais como raios ultravioleta-B, podem induzir distintas alteracdes no metabolismo
das plantas [5]. A radiacdo UV-B (290-320 nm) € um importante fator que, em muitos casos, induz
a producdo de metabolitos secundarios, principalmente os envolvidos no sistema de defesa da
planta, como alcaloides e flavonoides [1, 6, 7].

Apesar das plantas serem mais tolerantes a radiacdo UV-B que outros organismos, essa
provoca mudancas fisiologicas como, alteragdes na composicdo quimica e mudancas nos niveis de
pigmentacdo [8, 9]. Estudos relatam que juntamente com a atividade antioxidante, flavonoides sdo
compostos ideais para protecdo das radiagdes UV [10]. A primeira evidéncia do papel dos
flavonoides na protecdo UV surgiu com mutantes da rota de biossintese deste composto, que
resultou em fenotipos hipersensiveis as radiacdes UV [11].

Além de flavonoides, a radiacdo UV-B também influencia no teor de betalainas, conforme
observado em plantas da ordem Caryophyllales [12, 13]. As betalainas sdo metabdlitos que tém
desejaveis caracteristicas nutricionais e farmacoldgicas, sendo que o aumento na producao desses
compostos € de interesse econdmico, pois sdo quimicamente estaveis em um longo intervalo de pH,

maior do que o das antocianinas, além de serem, como os flavonoides, potentes antioxidantes [14].
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Dentro da ordem Caryophyllales se destaca a familia Amaranthaceae. Nesta familia
encontra-se 0 género Alternanthera Forsk. 1775, que possui aproximadamente 80 espécies, sendo
que 30 delas podem ser encontradas em territorio brasileiro. Neste género, quatro espécies merecem
atencdo especial pela sua importancia medicinal e econdémica: Alternanthera sessilis, Alternanthera
brasiliana, Alternanthera tenella, e Alternanthera philoxeroides. Estas espécies possuem
capacidade de armazenar metabdlitos secundarios de grande interesse medicinal e diversidade
quimica [15].

Trabalhos evidenciam que compostos do metabolismo secundario de plantas da ordem
Caryophyllales séo alterados diante da radiagdo UV-B. Em estudo com Mesembryanthemum
crystallinum, foi constatado que a radiagdo UV-B aumentou o contetdo de flavonoides e
betacianinas [12], enquanto em Amaranthus caudatus a exclusédo de UV-B resultou na inibicdo da
sintese de betacianinas [13]. No entanto, ndo foram encontrados estudos sob a radiacdo UV-B em A.
sessilis, A. brasiliana, A. tenella e A. philoxeroides.

Levando em consideracédo os estudos ja realizados, este trabalho teve por objetivo investigar
a capacidade elicitora da radiacdo UV-B na producdo de betalainas, flavonoides totais e
quantificacdo da atividade antioxidante em espécies de A. sessilis, A. brasiliana, A. tenella e A.

philoxeroides.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal e condic¢des de cultivo. Plantas de A. sessilis, A. brasiliana, A. tenella e A.
philoxeroides, previamente estabelecidas por 30 dias in vitro, em meio MS [16], sem regulador de
crescimento, no Banco de Plantas do Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas foram
aclimatizadas durante 50 dias em casa de vegetacdo. Para isso, as plantas tiveram suas raizes
lavadas em &gua corrente para retirar qualquer vestigio de meio e foram transferidas
individualmente para copos plasticos, contendo vermiculita como substrato. A irrigacdo das plantas
em casa de vegetacgdo foi realizada a cada dois dias com solucdo nutritiva de Hogland [17] (50 %)
até completarem 50 dias. Ap0s esse periodo plantas com 10 a 15 pares de folhas foram submetidas a
radiagdo UV-B por 0, 2, 4, 6 e 8 horas em camara UV-B com duas lampadas Philips UVB
Broadband TL 40W/12 RS SLV, pico em 302 nm, a uma distancia de 30 cm das plantas
correspondendo & radiacdo de 10, 20, 30, 40 J cm® As quais foram medidas com radidmetro
ultravioleta digital marca Instrutherm, modelo MRU-201 (a radiacdo foi medida na parte superior
da copa das plantas). Plantas controle permaneceram na casa de vegetacdo durante esse periodo sob
iluminacéo natural.

Delineamento experimental. O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, com
esquema fatorial 4x5x2, sendo quatro espécies, cinco tempos de exposicdo a radiacdo UV-B, e dois
periodos de coleta: imediatanemte apds a exposicao as radiacdes (tempo 0 horas) e 24 horas apos a
exposicdo as radiacdes UV-B, sendo que durante este periodo as plantas permaneceram sob luz
natural em casa de vegetacdo, caracterizando um periodo de recuperacdo metabdlica. Cada
repeticdo foi composta por cinco plantas de cada espécie, sendo que apds receberem a radiacéo, foi
coletada a parte aérea de cinco plantas enquanto as outras cinco permaneceram por 24 horas em
casa de vegetacdo para caracterizar o periodo de recuperacdo. Logo apds todas as coletas as plantas

foram armazenadas em ultrafreezer a -80 °C para posterior analises bioquimica. Os resultados foram
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submetidos a anélise de variancia e comparacdo de medias pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de
probabilidade de erro, com auxilio do software estatistico WinStat [18].

Quantificacdo de betacianinas totais. A extracdo das betacianinas, betanidina e betanina,
foi realizada com dois tipos diferentes de tampdo extrator. Para betanidina optou-se por utilizar
tamp@o acetato de sddio 10 mM e metanol (70/30 %), e acrescido a essa solucao, ascorbato de sodio
numa concentracdo de 10 mM (pH 5,0) e para betanina a extracdo foi efetuada utilizando tampé&o
fosfato de potassio 10 mM, acrescido de ascorbato de sddio 10 mM (pH 6,0), sem adicdo de
solvente organico. Para as duas analises utilizou-se 125 mg de massa fresca da parte aérea, que
foram maceradas em almofariz e o extrato filtrado em gaze e centrifugado a 10000 g, por 20 min, a
4 °C como descrito por Gandia-Herrero [19]. O coeficiente de extingdo molar utilizado para o
célculo de betanidina foi de e= 54000 M™“cm™ e para betanina foi de e= 65000 M™*cm™, em um
comprimento de onda de 536 nm [20], os resultados foram expressos em miligrama de betanidina
em 100 grama de massa fresca e miligrama de betanina em 100 grama de massa fresca. As leituras
foram feitas em espectrofotémetro UV/VIS modelo Ultrospec 7000 marca Ge Healthcare.

Quantificacdo de betaxantinas. Para a extracdo de betaxantinas foram utilizados 125 mg
de massa fresca da parte aérea as quais foram maceradas em almofariz com tampéo fosfato 10 mM,
pH 6,0, acrescido 10 mM de ascorbato de sédio. O homegeneizado foi filtrado em gaze e
centrifugado a 10000 g, por 20 min, a 4 °C [19]. A concentracdo de betaxantina foi determinada
levando em consideracdo o coeficiente de extincdo molar para miraxantina e=48000M™ cm™, em
um comprimento de onda de 480 nm e o resultado foi expresso em mg de miraxantina por 100
grama de massa fresca [21].

Quantificacao de flavonoides totais. O teor de flavonoides também foi realizado utilizando
tampao acetato/metanol como solvente extrator. As determinagdes de flavonoides foram expressas
em pmol de quercetina por grama de massa fresca. As leituras foram realizadas em

espectrofotbmetro, em 330 nm [19, 22]
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Quantificacdo da atividade antioxidante. A atividade antioxidante foi analisada a partir do
método DPPH (2,2- difenil-1-picril-hidrazil) conforme descrito por Brand-Williams [23], que é
baseado na captura do radical DPPH por antioxidantes, produzindo um decréscimo da absorbancia a
515 nm. Para este ensaio, 300 mg de amostra fresca da parte aérea foram maceradas em almofariz
com tampdo acetato/metanol (50/50 %, v/v) e centrifugadas por 15 minutos a 4000 rpm. Foi
preparada solucdo metandlica de DPPH 60 uM, de forma a apresentar absorbancia em 515 nm entre
0,6 e 0,7. As determinacgdes foram realizadas adicionando-se 3,7 mL da solu¢do de DPPH e 0,3 mL
do sobrenadante dos extratos em tubos de ensaio, que permaneceram no escuro durante 1 horas para
posteriores leituras em 515 nm. Para avaliacdo da atividade captadora de radical livre foi calculada
a porcentagem de inibicdo do DPPH, calculados em relacdo a amostra controle (acetato/metanol +
DPPH 60 uM), pela seguinte equacgéo: % inibicdo do DPPH = [(A0 — A1) / A0 x 100], onde: AQ =

absorbancia do controle; Al = absorbancia da amostra [24].

RESULTADOS
Betacianinas totais (betanidina e betanina)

Os niveis de betanidina em funcdo da exposicdo a radiacdo UV-B mostraram interacéo
significativa entre os fatores tempo x espécie, e também entre espécie x periodo de recuperacdo. Os
fatores tempo x periodo de recuperacdo e tempo X espécie X periodo de recuperacdo, ndo
apresentaram resultados significativos diante da radiacao.

Os teores médios de betanidina diferiram significativamente a medida que aumentou o
tempo de exposicdo a radiacdo UV-B, para as espécies A. sessilis e A. brasiliana. Observou-se que
A. sessilis € a espécie que possui maior teor desse pigmento no tratamento controle e que ap0s
receber radiacdo por 8 h houve um incremento de 39 % nesse teor, alcancando 37,27 mg de
betanidina por 100 grama de massa fresca. Para A. brasiliana os teores no tratamento controle sdo
inferiores a A. sessilis, porém observou-se que a partir de 2 horas de exposi¢do a radiacdo o

conteldo aumentou em 45 % a mais do que o do controle, atingindo apds 8 horas, um incremento
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de 52 %, o que equivale a 21,7 mg de betanidina por 100 grama de massa fresca. As espécies A.
tenella e A. philoxeroides apresentaram valores médios de 3,5 e 2,3 mg de betanidina por 100
grama de massa fresca, respectivamente, em plantas controle, sendo que estes ndo apresentaram
diferencas significativas diante da exposicéo a radiacdo UV-B (Fig. 1a).

Na interacdo entre os fatores espécie e periodo de recuperacédo, a espécie A. sessilis foi a que
apresentou maior teor de betanidina, correspondendo a 27,1, logo apos receber a radiacdo, e 31,7
mg de betanidina por 100 grama de massa fresca ap0s 24 horas de recuperacao, totalizando um
incremento de 16 %. A. brasiliana também apresentou diferenca nos teores de betanidina havendo
incremento no contetdo apos o periodo de recuperagdo com um aumento de 11 %, as quais diferem
de A. tenella e A. philoxeroides cujos teores de betanidina ndo diferiram em funcdo do periodo de
recuperacdo (Fig. 1b).

Os resultados da analise de variancia para a variavel betanina mostraram haver interagdo
significativa para os fatores tempo x espécie e especie x periodo recuperacdo. O mesmo nao foi
observado para as demais interacdes possiveis.

Em relacdo aos fatores tempo x espécie, A. sessilis foi a espécie que apresentou maiores
teores de betanina tanto em plantas controle como em plantas irradiadas, chegando a atingir 42,58
mg de betanina por 100 g de massa fresca em 8 horas de exposicdo a radiacdo. Este valor
corresponde a 51 % a mais que o estimado no controle. A espécie A. brasiliana mostrou valores
inferiores aos encontrados em A. sessilis, porém apresentou um incremento a partir de 2 horas de
exposicdo a radiacdo atingindo ap06s 6 horas de radiacdo 24 % a mais do encontrado em plantas
controle. Em plantas de A. tenella e A. philoxeroides foi estimado valores maximos de 3,9 e 2,8 mg
de betanina por 100 g de massa fresca os quais ndo diferem significativamente com os tempos de
exposic¢do a radiacdo UV-B (Fig. 1c).

Quanto a interacdo dos fatores espécie x periodo de recuperacdo para o teor de betanina, as

espécies A. sessilis e A. brasiliana foram as que apresentaram resultados mais expressivos em
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relacdo a essa varidvel, independente de haver recuperacdo ou ndo. O aumento nos teores de
betanina no periodo de recuperacdo em A. sessilis foi de 14 % e em A. brasiliana foi de 33 %
quando comparadas com as plantas analisadas imediatamente apds a radiacdo. As espécies A.
tenella e A. philoxeroides apresentaram valores constantes em relagéo ao controle independente de
haver periodo de recuperacgdo (Fig. 1d).

Fig. 1. (aqui)
Betaxantinas

Os efeitos da radiacdo UV-B, foram expressivos para os teores de betaxantinas,em que
houve efeito significativo para as interacbes dos fatores tempo x espécie, espécie x periodo de
recuperacgdo e tempo x periodo de recuperacéo.

A espécie A. sessilis foi a que apresentou maior teor deste pigmento, mesmo nao tendo
recebido radiacdo (9,6 mg de miraxantina VV por 100 g de MF™) e, diante da radiagdo UV-B os
teores aumentaram consideravelmente ja em 2 horas de exposicédo, atingindo, em 8 horas, 55 % a
mais que o controle (14,9 mg de miraxantina V por 100 g de MF™). Para A. brasiliana, os tempos
de exposicdo a radiacdo de 2, 4, 6 e 8 horas também apresentaram resultados significativos em
relacdo ao controle. Os valores estimados a partir de 4 horas (10 mg de miraxantina \VV por 100 g de
MF™) é aproximadamente 40 % maior que o encontrado em plantas no irradiadas. J4 as espécies A.
tenella e A. philoxeroide ndo apresentaram diferencas entre os tratamentos quando comparadas com
o controle (Fig. 2a).

Os valores obtidos, ao analisar a interacdo espécie e periodo de recuperacdo, foram mais
expressivos para A. sessilis a qual diferiu significativamente das demais espécies tanto nas analises
imediatamente apds a radiacdo (0 horas) quanto nas realizadas ap6s 24 horas de recuperacdo. As
plantas de A. sessilis e de A. brasiliana apresentaram aumento na producédo de betaxantina de 28 e
31 %, respectivamente ap0s 24 horas de recuperacdo quando comparado com as que foram

analisadas logo apds a exposicdo a radiacdo (0O horas). JA para as espécies A. tenella e A.
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philoxeroides, ndo houve aumento significativo em relacdo as plantas que tiveram o periodo de 24
horas de recuperacdo ou ndo (0 horas) (Fig. 2b).

Na anélise da interacdo tempo X periodo de recuperacdo foi observado no tempo de 8 horas
de exposi¢do um incremento no teor de betaxantinas totais que diferiu significativamente de plantas
controles as quais ndo receberam radiacao.

Os tempos de 2, 4, 6 e 8 horas com periodo de recuperacdo (24 horas) diferiram de plantas
controles submetidas também a recuperacdo. Nos tempos com periodo de recuperacdo 0 aumento
foi mais expressivo, quando comparado com 0s tempos sem recuperacdo sendo que em 6 horas o
aumento foi de 26 % em relacdo ao controle com recuperacdo. Em todos os tempos de exposicao,
inclusive no controle, houve maior acimulo de betaxantina nas plantas que passaram pelo periodo
de recuperacdo, atingindo valores maximos de 36 % no tempo de 4 horas e 47 % apds 6 horas. A
diferenca significativa entre plantas controles, ndo recuperada e plantas controles recuperadas é
explicado pelo aumento deste pigmento em plantas das diferentes espécies no periodo com
recuperacao.

Fig. 2. (aqui)

Determinacéo de Flavonoides e atividade antioxidante

Para flavonoides as interaces tempo X espécie, espécie X periodo de recuperacdo e tempo x
periodo de recuperacao apresentaram resultados significativos diante do elicitor abidtico radiacéo
UV-B.

Entre as espécies estudadas, a que apresentou maior teor de flavonoides totais em plantas
controle foi A. sessilis (2,23 pumol de flavonoides totais por g de massa fresca). Esta espécie
apresentou incremento na sintese de flavonoides com a exposicao a radiacdo UV-B, iniciando em 6
horas e atingindo, em 8 horas, 51 % a mais que o controle. A espécie A. philoxeroides foi a segunda
espécie que apresentou maior teor de flavonoides nas plantas controle (1,7 umol de flavonoides

totais por g de massa fresca) e manteve constante os teores durante todos os tempos de radiacéo. A.
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brasiliana apresentou incremento em 8 horas de 62 %, no entanto, esse aumento difere
estatisticamente somente do controle. Em A. tenella foi estimado valores médios de 0,78 pmol de
flavonoides totais por g de massa fresca em todos os tempos, os quais também ndo diferem do
controle (Fig. 3a).

Foi estimado em A. sessilis a maior quantidade de flavonoides totais ap6s o periodo de
recuperacdo. O mesmo foi observado em A. tenella e A. philoxeroides, em que o periodo de
recuperacdo incrementou o teor de flavonoides em 100 % e 40 %, respectivamente, em relacdo as
plantas que ndo passaram pelo periodo de recuperacdo. A. sessilis incrementou 20 % do contetido de
flavonoides totais apds o periodo de recuperacdo, enquanto A. brasiliana ndo apresentou aumento
significativo nesse teor quando comparado com o tratamento sem recuperacgéo (Fig. 3b).

Para tempo x periodo de recuperagdo, os tratamentos com 24 horas de recuperacao
obtiveram incremento significativo, sendo que a exposicao a radiacdo em 8 horas apresentou maior
teor de flavonoides (2,25 pmol de flavonoides totais por g de massa fresca), correspondendo a 63 %
de incremento em relacdo ao seu controle. Dentro dos diferentes tempos de exposi¢cdo houve
diferencas significativas entre os tratamentos com e sem periodo de recuperacéo a partir de 2 horas,
sendo que a maior diferenca foi observada em 6 horas com 57 % a mais das plantas que tiveram o
periodo de recuperacdo em relacdo as plantas que nao tiveram sob o mesmo tempo de exposicao a
radiacdo UV-B (Fig. 3c).

Quanto a atividade antioxidante, observou-se que A. sessilis é a espécie que apresenta
maiores valores nas plantas controle (68,78 % de inibicdo de DPPH). Sendo que para essa espécie,
para A. brasiliana e A. philoxeroides ndo foram observadas diferencas significativas entre os
tempos de exposicdo. Para A. tenella observou-se em 4 horas de exposicdo diferenca significativa
em relacdo aos demais tempos, sendo que nesse tempo de exposicdo a radiacdo a atividade
aumentou em 30 % a mais do que o do controle.

Fig. 3. (aqui)
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DISCUSSAO

A radiacdo UV-B é um elicitor natural na producdo de metabolitos secundarios em plantas
superiores [25]. Estudos tém dado destaque as propriedades reguladoras do metabolismo secundario
pela radiacdo UV-B, resultando em acimulo de principalmente pigmentos foto protetores, como
compostos fendlicos, betalainas e carotenoides [26].

Embora os papéis de alguns metabdlitos secundarios ainda estejam em questdo [27], a
maioria dos autores afirmam que a producdo destes compostos (principalmente os flavonoides e
outros metabdlitos de absor¢do de UV-B, como betacianinas) nas plantas submetidas a doses de
radiagdo UV-B apresenta um fator importante do complexo sistema de defesa da planta [28, 29, 10].

Anélise da acumulacdo de antocianinas induzida por UV-B revelou que o foto-receptor tem a
sua atividade méxima a 290 nm, e funciona por si S0 ou em associa¢do com o fitocromo [30]. Como
as betalainas (betacianinas totais e betaxantinas) apresentam espectro de absor¢do proximo das
antocianinas, é sugerido que essas cumpram a funcdo de foto protecdo em espécies da ordem
Caryophyllales que ndo possuem o0 pigmento antocianina [26]. Apesar de ainda ndo estar
comprovado, é relatado em estudos que as betacianinas sdo funcionalmente semelhantes as
antocianinas como fotoprotetoras [13].

No presente estudo observou-se que o conteddo de betacianinas totais aumentou
significativamente nas espécies A. sessilis e A. brasiliana com o aumento do tempo de exposicédo a
radiacdo UV-B. Em trabalho com Amaranthus caudatus L. também foi observado que as
betacianinas sdo induzidas por UV-B, e que a exclusdo dessa radiacdo resultou na inibicdo da
sintese desse pigmento. Foi observado também que a inibicdo foi mais elevada pela exclusdo de
UV-B quando comparada com UV-A [13]. A radiacdo UV-B também induziu maior sintese de
betacianinas em Mesembryanthemum crystallinum L.[12].

O incremento de betacianinas totais pode estar relacionada com possivel atividade foto

protetora que esses pigmentos podem desempenhar diante da exposicdo a radiacdo UV-B. Estudos
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relatam que antocianinas, através de movimentos de prétons convertem a radiacdo ultravioleta em
calor. No entanto, 0 movimento de prétons ndo explica isoladamente a capacidade de “filtro solar”
destes pigmentos. Nos vacUolos existem copigmentos que absorvem fortemente a radiacdo
ultravioleta, porém diferente das antocianinas, estes ndo possuem mecanismos para dissipar a
energia da luz sem causar reagfes quimicas danosas a células [31], por isso acredita-se que a
interacdo entre antocianinas e copigmentos desempenhe importante papel na protecdo da radiagéo
UV nos vegetais. Como na ordem Caryophyllales este pigmento é ausente, e através da constatacao
do aumento nos teores de betalainas, de acordo com o aumento do tempo de exposicao a radiacao
UV-B pode-se inferir que esses pigmentos podem estar desempenhando mecanismo semelhante aos
das antocianinas, resultando em capacidade de “filtro solar” para os vegetais.

Em relagdo aos diferentes resultados encontrados para betanidina e betanina, observou-se
que a radiagdo UV-B favoreceu mais a presenca de betanina para A. sessilis e de betanidina para A.
brasiliana. Estudos relatam que a radiagdo UV-B pode modificar a composicdo do pigmento,
buscando reducdo dos niveis de radiacdo sobre os tecidos da planta [32], o que parece ser especifico
da espécie, sendo que a associacdo do pigmento com outros compostos, como 0S copigmentos,
podem atenuar os danos oxidativos causados pela radiacdo UV-B.

A quantificacdo de betacianinas em plantas de A. sessilis cultivadas in vitro durante 45 dias
sob a influéncia de diferentes luzes (azul, branca e vermelha) resultaram em valores acima de 40 mg
de betanidina e betanina por 100 grama de massa fresca, ndo apresentando incremento significativo
entre as diferentes luzes [22]. Em plantas controles de A. sessilis, no presente estudo, o valor
estimado foi semelhante para betanina e inferior para betanidina quando comparado com o
encontrado no trabalho com diferentes luzes. O incremento observado neste estudo durante a
exposicdo a radiacdao UV-B, principalmente em plantas recuperadas, demonstrou que esta radiacao
tem uma influéncia positiva em relacdo a producdo de betacianinas totais, para as espécies A.

sessilis e A. brasiliana.
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N&o foram encontrados relatos na literatura sob a producédo de betaxantinas em plantas
quando submetidas a exposi¢cdo de radiacdo UV-B, porém, no presente estudo, observou-se que
ocorreram variagdes nos teores desse pigmento sob a acdo dessa radiacdo. Tendo em vista que a
radiacdo ultravioleta ou absor¢do de luz visivel excita os elétrons do croméforo p do pigmento para
um estado mais energético (p*), aumentando a atividade ou diminuindo a energia de ativacdo da
molécula [33] e que as betacianinas e betaxantinas possuem uma unidade de dihidropiridina
idéntica biogeneticamente entre si, derivada de DOPA (dihidroxi fenilalanina) sugere-se que o
controle da sua sintese ocorra em nivel de formacdo de um intermediario comum entre 0s
pigmentos [20].

A. tenella e A. philoxeroides ndo apresentaram mudancas no teor de betacianinas totais e
betaxantinas, possivelmente por terem desencadeado outros mecanismos de defesa que ndo foram
estudados neste trabalho, ou até mesmo possuirem um mecanismo de tolerancia. Foi documentado
que a defesa ou tolerancia a radiacdo UV-B pode ser relacionada com a inducao de diversas vias de
transducdo de sinal, a producdo de metabolitos secundarios e também mecanismos de reparo do
DNA [34, 35]. Alem disso, as caracteristicas quimicas, quantidade de compostos e disponibilidade
dos mesmos, variam nos diferentes tecidos vegetais, no mesmo tecido durante as fases de
desenvolvimento e entre as espécies [36].

As vias biossintéticas das betalainas (betacianinas totais e betaxantinas) consistem de varias
etapas de reacGes quimicas e enzimaticas, nas quais o ponto inicial é a formacdo de DOPA,
catalisado pela enzima cuprica tirosinase [37]. Estudos sob o tempo de ativacdo de enzimas da rota
biossintética das betalainas como a tirosinase poderia trazer evidéncias mais concretas sob a acdo da
radiacdo UV-B nestes compostos.

O efeito da radiacdo UV-B na rota de biossintese de flavonoides, ao contrario das betalainas,
é bastante documentada. A radiacdo UV-B tem sido fortemente relacionada com a regulacdo e

biossintese de enzimas chaves da rota de biossintese dos flavonoides como fenilalanina amonia



43

liase (PAL) e chalcona sintase (CHS). Estudos demonstram que quando expostas a radiacdo UV-B,
na maioria das plantas aumenta os niveis de transcricdo destas enzimas [38]. Possivelmente, essa
resposta esta relacionada ao importante papel dos flavonoides como fotoprotetores. Pode-se inferir
que o0 aumento na producdo de flavonoides totais na espécie A. sessilis pode ter ocorrido devido a
ativacédo pela radiagcdo UV-B de enzimas chaves da rota.

Os resultados apresentados em diferentes tempos de exposicdo, tanto para betacianinas
totais, betaxantinas e flavonoides, remetem a discusséo sobre a interferéncia do tempo de exposi¢ao
a radiacdo UV-B no acumulo desses compostos. Em estudo com M. crystallinum, constataram que a
acumulacéo de betacianinas totais em condicdes elevadas de radiagdo UV-B comegou por volta do
segundo dia de tratamento e atingiu a saturacdo apos cinco dias de tratamento [12]. Em geral, 0
efeito da radiacdo UV-B sobre o metabolismo secundario de plantas é dependente da dose. No
entanto, a dose real que é percebida pelos tecidos das plantas depende de uma série de fatores, entre
eles a estrutura morfoldgica do 6rgéo da planta [7].

No presente trabalho, os tempos de exposicdo ao UV-B com periodo de recuperacao de 24
horas, induziu uma resposta maior na acumulacdo dos compostos estudados. Acredita-se que a
percepcdo do sinal do elicitor inicia uma rede de transducédo de sinal que leva a ativacao de fatores
de transcricdo como um inicio da resposta e posterior expressao de genes envolvidos na produgéo
de metabolito secundarios [39]. Os compostos aqui estudados estdo presentes nos compartimentos
celulares das plantas. No entanto, na presenca do elicitor, as plantas podem ter ativado genes
envolvidos na rota de biossintese das betacianinas e este mecanismo poderia induzir seu aumento
com o passar do tempo o que justificaria os teores terem sido maiores nas plantas apos o periodo de
recuperacao.

Estudos comprovam que os niveis de alguns metabdlitos, incluindo antioxidantes, tais como
acido ascérbico, bem como os glicosinolatos, possuem uma regulacdo positiva em virtude da

exposicdo a radiacdo UV-B [5]. Em contraste, para outros metabdlitos, incluindo flavonoides, este
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aumento é relativamente lento. E possivel também que outros metabolitos apresentem uma resposta
mais tardia [10, 26]. Evidéncias permitem sugerir que a dindmica da resposta ao UV-B na
acumulacdo de metabdlitos secundarios é um fator importante. A resposta a um determinado agente
elicitor pode variar de espécie para espécie, e é crucial determinar as concentraces adequadas para
otimizar a producdo dos metabdlitos de interesse [40].

A radiacdo UV-B tem o potencial para danificar macromoléculas, incluindo o DNA, para
gerar espécies reativas de oxigénio (ERO), e prejudicam os processos celulares [41]. Pode-se supor
que betalainas e flavonoides, além da sua capacidade de absor¢do de UV, podem ter aumentado
suas concentracOes, atuando como potentes antioxidantes que rapidamente neutralizam os radicais.
No entanto, a funcdo antioxidante dos flavonoides ¢ complexa e depende de uma variedade de
fatores, incluindo o potencial redox, glicosilagéo e hidroxilagdo [42].

A atividade antioxidante foi maior nas espécies que apresentaram um incremento na
producdo dos metabolitos secundarios estudados no presente trabalho, levando a inferir que o
aumento da atividade antioxidante pode estar relacionado com o aumento da sintese de betalainas e
flavonoides, visto que estes compostos demonstram altos niveis de atividade antioxidante [19]. Da
mesma forma a atividade antioxidante foi altamente correlacionada com o aumento de UV-B e
conteldo de flavonoides em frutos de macd [43, 44]. No entanto, 0 aumento desta atividade
antioxidante ndo é apenas determinado pelas concentracGes de flavonoides e betalainas, mas
também relacionada com a inducdo da radiacdo UV-B de enzimas com propriedades eliminadoras

de radicais livres, tais como as peroxidases [45].

CONCLUSAO
Conclui-se que a acao elicitora da radiacdo UV-B é influenciada pelo tempo de exposicdo a
ela e que quanto maior for esse tempo, seguido de um periodo de recuperacdo ha incremento nos

teores de betacianinas totais, betaxantinas, e flavonoides. No entanto, esta resposta difere entre as
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quatro espécies do género Alternanthera sendo observado valores significativo nas espécies A.

sessilis e A. brasiliana.
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Fig. 1. Teor de betanidina (a) e de betanina (c) na parte aérea de quatro espécies do género
Alternanthera, expostas a radiacdo UV-B durante 0, 2, 4, 6 e 8 horas e teor de betanidina (b) e de
betanina (d) nas quatro espécies logo apds a radiacdo (0 h) e apds 24 h de recuperacdo. Médias
seguidas de letras mailsculas distintas diferem entre si para tempo de exposicdo a radiacdo de cada
espécie e minusculas para espécie em cada tempo (a, ¢). Médias seguidas de letras maiusculas
distintas diferem entre si para espécie nos diferentes periodos de recuperacdo e minuscula para

recuperacdo dentro de cada espécie (b, d), de acordo com o teste de Tukey (p<0.05). MF= massa
fresca.
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Fig. 2. Teor de betaxantinas totais da parte aérea de quatro espécies do género Alternanthera,
expostas a radiacdo UV-B durante 0, 2, 4, 6, e 8 horas (a); Teor de betaxantinas totais nas diferentes
espécies logo apos a radiacdo (0 h) e apds 24 h de recuperacdo (b) e teor de betaxantinas totais nos
diferentes tempos de exposicao: logo apds a radiacdo (0 h) e apos 24 h de recuperacdo (c). Médias
seguidas de letras maiusculas distintas diferem entre si para tempo de exposicdo e letras minusculas
diferem entre si para espécie (a); Médias seguidas de letras maiusculas distintas diferem entre si
para espécie e letras minusculas diferem entre si para o periodo de recuperacdo (b). Médias seguidas
de letras mailsculas diferem entre si para tempo de exposicdo e letras minusculas diferem entre si
para o periodo de recuperacdo (c) de acordo com o teste de Tukey (p<0.05). MF= massa fresca.
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Fig. 3. Teor de flavonoides totais e atividade antioxidante da parte aérea de quatro espécies do
género Alternanthera, expostas a radiacdo UV-B durante 0, 2, 4, 6 e 8 horas (a, d); teor de
flavonoides totais em quatro espécies logo apds a radiagdo UV-B (0 h) e apds 24 h de recuperacao
(b). Teor de flavonoides totais nos diferentes tempos de exposicdo espécies logo apos a radiacdo
UV-B (0 h) e ap06s 24 h de recuperacdo (c). Médias seguidas de letras maiusculas distintas diferem
entre si para tempo e letras mindsculas diferem entre si para espécie (a, d). Médias seguidas de
letras mailsculas distintas diferem entre si para espécie e letras minasculas diferem entre si para o
periodo de recuperacao (b). Médias seguidas de letras mailsculas diferem entre si para tempo de
exposicdo e letras minasculas diferem entre si para periodo de recuperacdo (c) de acordo com o
teste de Tukey (p<0,05). MF= massa fresca; DPPH=2,2-difenil-1-picril-hidrazil.
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Atividade antioxidante em plantas do género Alternanthera apés exposicao
aradiacdo UV-C
Resumo

A radiacao UV-C interfere em processos fisioldgicos das plantas. Respostas de
incremento de metabdlitos secundarios como os flavonoides e betalainas, bem
como atividades enzimaticas, podem esclarecer o comportamento de plantas
diante da radiacao. O objetivo deste estudo foi analisar as possiveis alteracdes
no metabolismo de plantas de Alternanthera sessilis (L.) R. Br. ex DC,
Alternanthera brasiliana (L.) Kuntze e Alternanthera philoxeroides (Mart.).
Grisebach, quando expostas a diferentes tempos de exposi¢cao a radicdo UV-C.
Plantas provenientes do cultivo in vitro foram aclimatizadas em casa de
vegetacao durante 60 dias e posteriormente foram expostas durante 0, 5, 10,
15 e 20 minutos a radiacdo UV-C. Andlises bioquimicas da producédo de
betanidina, betanina, betaxantinas, flavonoides totais e a resposta de enzimas
antioxidantes em decorréncia da exposicao a radiacdo UV-C, foram realizadas
ao final deste estudo. Os resultados mostraram que houve incremento destes
compostos do metabolismo secundario na espécie A. sessilis, e os valores
maximos foram alcancados apds 10 e 12 minutos de exposicdo. A espécie A.
brasiliana apresentou aumento do contetdo de betanina apés 16 minutos de
exposicdo. Para a atividade da enzima superoxido dismutase (SOD), nao
houve diferenca significativa entre as espécies nos diferentes tempos de
exposicado e para catalase (CAT), a espécie A. philoxeroides mostrou maior
atividade, diferindo significativamente das demais. Foi observado também para
essa espécie maior atividade da ascorbato peroxidas (APX) aos 20 minutos de
exposicao a radiacdo UV-C. O conteado de manolildialdeido (MDA) aumentou
em A. philoxeroides e A. sessilis diante da radiacdo UV-C. Conclui-se que as
espécies estudadas acionam mecanismos de protecdo diferentes diante da
radiacdo UV-C.
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Antioxidant activity in plants of genus Alternanthera after UV-C radiation
exposure

Abstract

The UV-C radiation interferes with the physiological processes of the plants.
The increment of secondary metabolites such as flavonoids and betalains, as
well as enzymatic activities, can explain the behavior of plants exposed to
radiation. The objective of this study was to analyze the possible changes in the
metabolism of plants of Alternanthera sessilis (L.) R. Br. ex DC, Alternanthera
brasiliana (L.) Kuntze, and Alternanthera philoxeroides (Mart.). Grisebach, when
exposed to different periods of UV-C radiation. Plants from in vitro culture were
acclimatized in greenhouse for 60 days before they were exposed to UV-C
radiation for 0, 5, 10, 15, and 20 minutes. Biochemical analyses of production of
total betanidin, betanin, betaxanthins, flavonoids, and the response of
antioxidant enzymes as a result of exposure to UV-C radiation were performed
at the end of this study. The results showed that there was an in increment of
these secondary metabolism compounds in the species A. sessilis, and the
maximum values were achieved after 10 and 12 minutes of exposure. The
species A. brasiliana showed increased betanin content after 16 minutes of
exposure. For the enzyme superoxide dismutase (SOD) there was no
significantly difference among the species in the different periods of exposure;
for catalase (CAT), the species A. philoxeroides showed greater activity,
differing significantly from the other species. We also observed greater activity
of ascorbate peroxidase (APX), for this species, at 20 minutes of UV-C radiation
exposure. Malondialdehyde (MDA) content increased in A. philoxeroides and A.
sessilis, because of UV-C radiation. We concluded that the species studied

trigger different mechanisms of protection before UV-C radiation.

Keywords: abiotic stress, flavonoids, betalains, protection mechanisms,

oxidative stress.
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Introducéo

A radiacdo ultravioleta (UV) é uma pequena parte da radiacdo solar que
atinge a superficie da Terra, mas com impacto biolégico significativo sobre os
organismos vivos, incluindo as plantas. De acordo com a Comisséo
Internacional de lluminacdo, o comprimento de onda nesta regido é dividido em
UV-A (315-400 nm), UV-B (280-315 nm) e UV-C (200-280 nm) (Katerova et al.,
2009).

O efeito negativo da radiacdo UV é maior, quanto mais curto for o
comprimento de onda. Portanto, devido a sua maior energia, a radiacdo UV-C
provoca rapidamente altos niveis de lesfes e é mais prejudicial para os
organismos vivos (Hollosy, 2002; Katerova, 2012). Por outro lado, baixas doses
de UV-C pode desencadear respostas de aclimatizacdo em plantas, incluindo a
ativacao de sistemas de defesa enzimaticos e ndo-enzimaticos (Jansen et al.,
2008; Lavola et al., 2003; Katerova et al., 2009; Katerova e Todorova, 2009;
Katerova e Todorova, 2011; Rai et al., 2011).

Nas plantas, uma resposta comum a condicdbes ambientais
desfavoraveis é a ocorréncia de estresse oxidativo com aumento dos niveis de
espécies reativas de oxigénio (ERO) (Mewis et al., 2012). Com isso, as plantas
podem ativar enzimas antioxidantes tais como superéxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), que irdo mitigar os danos
induzidos por UV-C (Rai et al., 2011). Outros mecanismos de defesa
responsaveis por uma diminuicdo de radicais livres sdo 0s pigmentos
fotoprotetores como compostos fendlicos, como os flavonoides e betalainas
(Solovcheco e Merzylak, 2008). Os flavonoides formam um grupo com uma

vasta gama de funcdes bioldgicas incluindo papeis nha protecdo ao estresse.
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As betalainas sdo pigmentos nitrogenados solUveis em &gua. Elas
podem ser divididas pela sua estrutura em dois grandes grupos: betacianinas
(vermelho-violeta) e betaxantinas (amarelo) (Cai et al., 2005). As betacianias
podem ainda ser classificadas pelas suas estruturas quimicas como, por
exemplo, em glicosiladas (betanina) e agliconas (betanidinas) (Gandia-Herrero
et al., 2010).

O género Alternanthera Forsk. (Amaranthaceae), composto por 80
espécies de plantas, sendo 30 delas encontradas em territorio brasileiro, €
caracterizado pela presenca de flavonoides e betalainas, pigmentos sugeridos
substituir as antocianinas nas espécies da ordem Caryophyllales (Brochado et
al., 2003; Salvador e Dias, 2004; Salvador et al., 2006; Brockington et al.,
2011).

Estudos anteriores demonstraram que a exposicdo de espécies do
género Althernanthera a radiacdes ultravioletas (Rudat e Goring, 1995; Silva
et.al., 2005; Sharma e Guruprasad, 2009), interfere na producédo de pigmentos
fotoprotetores como betacianinas e flavonoides. Apesar de ja ter estudos
relatando o efeito da radiacdo UV-C no metabolismo secundéario de algumas
plantas (Rai et al., 2011), a radiacdo UV-C nédo foi estudada nas plantas
medicinais de Alternanthera sessilis (L.), Alternanthera brasiliana (L.) Kuntze e
Alternanthera philoxeroides (Mart.) Griseb.

Essas espécies sdo conhecidas por serem utilizadas na medicina
popular devido a atividade antiviral, antimicrobiana, hepatoprotetora,
antifangica, anti-diarréica e analgésica de seus extratos (Ferreira et al., 2003).

Diante do exposto, o objetivo deste estudo, foi avaliar a influéncia da

radiacdo UV-C sobre a producédo de metabdlitos secundarios e a atividade de
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enzimas antioxidantes de trés espécies medicinais do género Alternanthera: A.
sessilis, A. brasiliana e A. philoxeroides. Para isto, investigou-se nessas
espécies, o efeito fotoprotetor de flavonoides, betacianinas totais e de
betaxantinas, e a resposta de enzimas antioxidantes em decorréncia da

exposicao ao UV-C.

Material e métodos

Material vegetal e condi¢bes de cultivo

Plantas de A. sessilis, A. brasiliana e A. philoxeroides, estabelecidas por
30 dias in vitro, em meio MS (Murashige e Skoog, 1962), sem regulador de
crescimento, no Banco de Plantas do Laboratorio de Cultura de Tecidos de
Plantas da Universidade Federal de Pelotas (UFPEL) foram aclimatizadas
durante 60 dias em casa de vegetacdo. Para isso, as plantas retiradas do meio
de cultura tiveram suas raizes lavadas em agua corrente, buscando retirar
gualquer vestigio de meio, e foram transferidas, individualmente, para copos
plasticos, contendo vermiculita como substrato. A irrigacdo das plantas foi
realizada a cada dois dias com solucao nutritiva de Hogland 50 % (Hoagland e
Arnon, 1938) até completarem 60 dias em casa de vegetacdo. ApdOs esse
periodo, plantas com 10 a 15 pares de folhas foram submetidas a radiacdo UV-
C por 0 (sem exposicdo- controle), 5, 10, 15, 20 minutos. Para isso foi utilizado
camara UV-C com lampadas Philips TUV-C 30 W/G30T8 Holland 254 nm, a
uma distancia de 35 cm das plantas, correspondendo a uma radiacdo de 1,7;
3,5, 52 e 6,9 Kj m? diat, respectivamente. A radiacdo foi medida com
radibmetro, marca Instrutherm Instrumentos de Medicdo LTDA, modelo MRUR-

203, na parte superior da copa das plantas.
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Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, com esquema
fatorial 3x5, sendo trés espécies e cinco tempos de exposi¢do a radiacdo UV-
C. Foram utilizadas cinco repeticdes por tratamento, sendo cada repeticdo
representada por uma planta, totalizando 75 plantas. Para a atividade
enzimatica e peroxidagdo lipidica o esquema fatorial foi 3x2, sendo trés
espécies e dois tempos de exposicdo a radiacdo UV-C (0 e 20 min de
exposi¢cdo). Foram utilizadas cinco repeticbes por tratamento, sendo cada
repeticdo representada por uma planta, totalizando, neste caso, 30 plantas. O
material coletado foi armazenado em ultrafreezer a -80 °C para posteriores
analises bioquimicas.

Os resultados para betacianinas totais, betaxantinas e flavonoides foram
submetidos a analise de variancia e regressao polinomial, com auxilio do
software estatistico WinStat. O ponto de maxima de cada curva foi calculado
pelos coeficientes da equacgdo de 2° grau (-b/2a). Os dados de enzimas e
peroxidacdo lipidica foram submetidos a analise de variancia e as meédias
comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade de erro, com

auxilio do software estatistico WinStat (Machado e Conceicédo, 2002).

Analises bioquimicas
Quantificacao de betacianinas totais

Para a extracdo de betacianinas totais, em virtude de serem indicados
diferentes tamp0des para extracdo de betacianinas totais, nas quais o tampao
fosfato de potassio (pH 6,0) favorece a extracdo de betanina e betaxantinas
enquanto que o tampéao acetato/metanol (pH 5,0) € ideal para estabilizar a

betanidina (Gandia-Herrero et al., 2005, 2007, 2010).
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Desta forma, para a extragdo das betanidina e betanina, foi realizada
com dois tipos diferentes de tampao extrator. Para betanidina optou-se por
utilizar tampao acetato 10 mM e metanol (70/30 %) e, acrescido a essa
solucdo, ascorbato de sddio numa concentracdo de 10 mM. Para betanina a
extracao foi efetuada utilizando tampéao fosfato 10 mM, pH 6,0, acrescido de
ascorbato de sodio 10 mM, sem adicado de solvente organico. Para as duas
analises utilizou-se 125 mg de massa fresca da parte aérea, que foram
maceradas em almofariz e o estratofiltrado em gaze e centrifugado a 10000 g,
por 20 min, a 4 °C como descrito por Gandia-Herrero et al. (2007). O
coeficiente de extingdo molar utilizado para o célculo de betanidina foi de e=
54000M™ cm™ e para betanina foi de e= 65000M™ cm™, conforme relatado por
Schwartz e Von Elbe (1980), em um comprimento de onda de 536 nm. As
leituras foram feitas em espectrofotbmetro UV/VIS modelo Ultrospec 7000

marca Ge Healthcare.
Quantificacdo de Betaxantinas

Para a extracdo de betaxantinas foram utilizados 125 mg de massa
fresca da parte aérea as quais foram maceradas em almofariz com tampao
fosfato 10mM, pH 6,0, acrescido 10mM de ascorbato de soédio. O
homegeneizado foi filtrado em gaze e centrifugado a 10000 g, por 20 min, a 4
°C conforme metodologia ja descrita por Gandia-Herrero et al. (2005). A
concentracdo de betaxantina foi determinada levando em consideracdo o
coeficiente de extingdo molar para miraxantina €=48000M* cm™, em

comprimento de onda de 480 nm e o resultado foi expresso em mg de

miraxantina 100g MF* (Schliemann et al., 1999).
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Quantificacédo de Flavonoides

O teor de flavonoides também foi realizado utilizando tampé&o
acetato/metanol como solvente extrator. As determinacbes de flavonoides
foram expressas em pmol de quercetina por grama de massa fresca. As
leituras foram realizadas em espectrofotdmetro, conforme descrito

anteriormente em 330 nm (Gandia-Herrero et al., 2007; Reis, 2013).

Atividade Enziméatica

Para avaliar a atividade das enzimas antioxidantes superoxido
dismutase (SOD, EC1.15.1.1), ascorbato peroxidase (APX, EC1.11.1.11) e
catalase (CAT, EC1.11.1.6), foram pesadas aproximadamente 200 mg de
massa fresca da parte aérea e homogeneizados em 2,5 mL no tampéao de
extracdo contendo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0), EDTA 0,1 mM e acido
ascorbico 10 mM. O homogeneizado foi centrifugado a 13.000 g por 10 min a 4
°C e o sobrenadante coletado para determinar a atividade das enzimas.

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a
fotorreducdo do azul de nitrotetrazélio (NBT) conforme Giannopolitis, Ries
(1977) em um meio de reacdo composto por fosfato de potassio 50 mM
(pH.7,8), metionina 14 mM, EDTA 0,1 uM, NBT 75 uM e riboflavina 2 uM . Os
tubos com o0 meio de reagao e a amostra (100 uL para A. sessilis e 50 uL para
as demais), completando volume final de 2 mL, foram iluminados por sete
minutos em uma caixa adaptada com lampada fluorescente de 20 W. Para o
controle, 0 mesmo meio de reacdo, porém sem a amostra foi iluminado e, como
branco, foi utilizado um tubo com meio de reacdo mantido no escuro, também

utilizado para zerar o espectrofotdmetro. As leituras foram realizadas a 560 nm.
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Uma unidade da SOD foi considerada a quantidade de enzima capaz de inibir
em 50 % a fotorreduc&o do NBT nas condi¢Oes de ensaio.

A atividade da CAT foi determinada conforme descrito por Azevedo et al.
(1998) com modificagédo, onde o autor descreve que a atividade foi monitorada
por 2 minutos. Neste trabalho a atividade foi monitorada pelo decréscimo na
absorbancia a 240 nm, durante 1,5 minutos em meio de reacédo (volume do
extrato de 100 uL para A. sessilis e de 50 uL para as demais, totalizando 4 mL
de volume final) incubado a 28 °C, contendo 100 mM de tampéao fosfato de
potassio (pH 7,0) e 12,5 mM de H,0..

A atividade da APX foi realizada segundo Nakano e Asada (1981),
monitorando-se a taxa de oxidacdo do ascorbato a 290 nm. O tampao de
incubacdo foi composto por fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0), acido
ascorbico 0,5 mM e H,0, 0,1 mM (volume do extrato de 100 pL para A. sessilis

e de 50 pL para as demais, totalizando 4 mL de volume final).

Determinacao do conteudo de malonildialdeido (MDA)

A peroxidacao lipidica foi determinada a partir de protocolo descrito por
Velikova et al. (2000) utilizando o acido tiobarbitarico (TBA) que determina
MDA como produto final da peroxidacao lipidica. Aproximadamente 300 mg de
massa fresca da parte aérea foi homogeneizada em 2,5 mL de acido
tricloacético (TCA) 0,1 % (p/v). Este foi centrifugado a 12000 g por 15 minutos
a uma temperatura de 4°C. Para a espécie A. sessilis foi preparado um meio de
reacao utilizando 200 pL do sobrenadante acrescido de 300 pL de TCA 0,1 % e
também 1 mL de uma solucdo contendo 0,5 % (p/v) de acido tiobarbiturico
(TBA) e 10 % (p/v) de TCA. Para as demais espécies, além de 1mL de 0,5 %

(p/v) de acido tiobarbittrico (TBA) e 10 % (p/v) de TCA foram utilizados 400 pL
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de sobrenandante acrescentando 100 pL de TCA 0,1 % totalizando 1,5 mL na
reacao.

ApoOs o preparo da reacdo as amostras foram incubadas em banho-
maria a 90 °C durante 20 minutos. A reagédo foi paralisada por resfriamento
rapido em gelo e as leituras foram determinadas em espectrofotobmetro, a 535
nm e 600 nm. A peroxidagéo lipidica foi expressa em mmol de Malonaldeido
(MDA) por grama de massa fresca e o coeficiente de extingdo molar utilizado

para calcular foi 155 mM™* cm™.

Resultados
Quantificacédo de Betanidina, Betanina, Betaxantinas e Flavonoides totais

Os valores obtidos para as variaveis betanidina, betanina, betaxantina e
flavonoides totais, para as trés espécies em estudo, quando submetidas a
diferentes tempos de exposicdo a UV-C, estdo representados na Figura 1.
Observou-se que os teores de betanidina sdo maiores para a espécie A.
sessilis, em comparacdo com as demais, sendo que o tempo de 9,8 minutos foi
0 que apresentou o valor maximo. Nesse intervalo de tempo ocorreu um
aumento de 42 % em relagéo ao controle (tempo zero), totalizando 29,4 mg de
betanidina por 100 g de massa fresca. Para as espécies A. brasiliana e A.
philoxeroides ndo houve diferenca significativa nos teores de betanidina em
funcdo dos tempos de exposicdo a radiacdo. O maior valor encontrado para
essas espécies foram 19,6 e 2,7 mg (20 e 15 min) de betanidina por 100 g de
massa fresca, respectivamente (Fig. 1A).

Os niveis de betanina em funcdo da exposicdo a radiagcdo UV-C
mostraram interacdo significativa entre tempo e espécie (Fig. 1B). Dentre as

espécies estudadas, A. sessilis foi a que apresentou maior teor de betanina (25
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mg de betanina por 100 g de massa fresca), estimada em 12 minutos de
exposicdo a radiacdo UV-C, aumento esse que corresponde a 61 % em relacao
ao controle. Quando comparado com o controle, na espécie A. brasiliana houve
um incremento de 44 % na producdo de betanina até o tempo estimado de 14
min, atingindo valor maximo de 23 mg de betanina por 100 g de massa fresca,
enquanto na espécie A. philoxeroides nao houve um aumento significativo em
relacdo ao tempo de exposicao, onde o valor maximo estimado foi de 2,6 mg
de betanina por 100 g de massa fresca.
Figura 1 (aqui)

No presente estudo verificou-se que o teor de betaxantinas (Fig.1C) nao
alterou em relagdo ao aumento do tempo de radiagdo nas espécies A.
brasiliana e A. philoxeroides, permanecendo com teores medios de 6,0 e 2,0
mg de betaxantinas por 100 g de massa fresca, respectivamente. Ja para A.
sessilis, 0os niveis de betaxantinas aumentaram gradualmente, com o aumento
da radiacdo até atingir 12 minutos onde foi estimado 10,7 mg de betaxantinas
por 100 g de massa fresca. Este valor correspondeu a um incremento de 72 %
na producéo deste composto em relacéo ao controle.

Os valores médios de flavonoides totais analisados de plantas tratadas
com UV-C indicam que a exposicdo a radiacdo resultou em uma interacao
significativa para tempo e espécie (Fig. 1D). Foi encontrada uma maior
guantidade de flavonoides totais em A. sessilis aos 11 minutos de exposicéo
onde se estimou 1,56 pmol deste composto por grama de massa fresca. O
aumento neste intervalo de tempo foi 79 % em relagéo ao controle. As espécies
A. brasiliana e A. philoxeroides apresentaram conteddo maximo estimado entre

0,7 e 0,6 uymol de flavonoides totais por grama de massa fresca, no entanto
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estes resultados ndo apresentaram diferencgas significativas entre os diferentes
tempos.

Identificou-se que o0s maiores teores dos metabdlitos estudados
encontram-se na radiacao incidida no intervalo entre 10 e 12 minutos (3,8 e 4,1
Kji m? dia™, respectivamente) para a espécie A. sessilis. Comparando 0s
contetdos de betanidina, betanina, betaxantinas e flavonoides totais na
espécie A. sessilis, em relacdo a A. brasiliana observou-se incremento de 50
%, 8,7 %, 78 % e 122 %, respectivamente, enquanto que em relacdo a A.
philoxeroides a diferenca € maior. Em A. sessilis é constatado que houve
pequena reducdo do conteudo desses metabdlitos, apos 12 minutos de

exposicao a radiacao.

Atividade das enzimas SOD, CAT, APX e Peroxidacéao Lipidica

Para a atividade da enzima superéxido dismutase (SOD), ndo houve
interacdo significativa entre as fontes de variacao testadas. Os maiores valores
da atividade da enzimas SOD s&o verificados em A. brasiliana (94,86 mg™ Prot.
no tempo zero e 93,08 mg™” Prot. no tempo de 20 minutos) os quais nao
diferem estatisticamente das demais espécies (Fig. 2A).

A atividade da enzima CAT na espécie A. philoxeroides, foi superior as
demais espécies, independente de estar submetido a radiacdo ou ndo, sendo o
valor 190 % maior que o de A. sessilis e foi de 297 % superior do que o de A.
brasiliana. Quando comparada com o controle a exposicdo de 20 min nao
apresentaram diferencas significativas nas espécies estudadas (Fig. 2B).

Para a atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX) foi observada
interacdo significativa entre os fatores em estudo, sendo que a espécie A.

philoxeroides foi a que apresentou maior atividade (25,8 pmol ASA min™* mg™
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Prot.) apos 20 min de exposicao a radiacdo. Este valor difere significativamente
de A. sessilis (10,13 pmol ASA min™ mg™ Prot.) e A. brasiliana (13,6 pmol ASA
min™ mg™ Prot.), apés 20 min de radiacéo correspondendo a aumentos de 154
% e 89 %, maior respectivamente (Fig. 2C).

No presente estudo exceto para a espécie A. brasiliana, os danos as
membranas celulares devido a radiacdo UV-C foi evidente pelo aumento do
MDA celular, que é um produto secundario do processo de peroxidacdo. A
diferenca de MDA entre as espécies foi significativa, sendo a que apresentou
maior contetdo foi A. philoxeroides (27,7 mmol g MF™), seguida por A. sessilis
(13,96 mmol g MF™') e A. brasiliana (2,4 mmol g MF™), apés 20 min de
radiacdo. Este aumento em A. philoxeroides aos 20 minutos correspondeu a 98
% a mais do encontrado em A. sessilis e A. brasiliana.

Quando se comparou o efeito da radiacdo aos 20 min em relacdo ao
controle, sem radiacdo, observou-se incremento significativo de 57 % em A.
philoxeroides e de 72 % em A. sessilis para o teor de MDA celular. Ja para a
espécie A. brasiliana ndo houve aumento significativo nas plantas irradiadas
em relacdo as nao irradiadas (Fig. 2D).

Figura 2 (aqui)
Discusséo
A exposicdo a radiacdo UV-C pode gerar espécies reativas de oxigénio
(ERO). Para sua protecdo as plantas podem ativar mecanismos enzimaticos e
nao enzimaticos que sao fundamentais na prevencdo de danos oxidativos.
Antioxidantes solluveis em &agua, incluindo flavonoides, antocianinas e
betalainas sdo agentes ndo-enzimaticos para a eliminacdo de ERO (Jansen et

al., 2008; Sharma e Guruprasad, 2009).
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De acordo com os resultados obtidos nas condi¢gfes deste experimento a
espécie A. sessilis aumentou o contetdo de betacianinas totais (betanidina e
betanina) e betaxantinas diante da radiacdo UV-C nos diferentes tempos.
Incremento da quantidade de betacianinas sob condicbes de radiacao
aumentada j& é relatado por outros autores que trabalharam com as espécies
Mesembryanthemum crystallinum L., Chenopodium quinoa Willd, e Amaranthus
caudatus L. (Ibdah et al., 2002; Htlal et al., 2004; Sharma e Guruprasad, 2009),
todas pertencentes a mesma familia do género Alternanthera.

A espécie A. philoxeroides foi a que apresentou menor quantidade de
betanidina, betanina e betaxantinas. No entanto, diante de outros elicitores
como a tirosina o aumento de betacianinas totais foi proporcional a maior
concentracdo de tirosina em plantas de A. philoxeroides cultivadas in vitro
durante 40 dias que apresentaram contetudo de betacianinas totais em folhas
maiores do encontrado neste trabalho (15, 32 mg por 100 grama de massa
fresca ) (Kleinovski et al., 2013).

O baixo conteudo de betacianinas totais e betaxantinas encontrados em
A. philoxeroides podem ser explicados pela dose de radiacéo, a qual devido a
aspectos morfolégicos como, por exemplo, o tamanho de folhas pode ter
desencadeado respostas diferentes em plantas de A. philoxeroides. Em geral o
efeito da radiacdo sobre metabdlitos secundarios é dependente da dose, e a
dose real que € percebida pelos tecidos das plantas depende de uma série de
fatores, tais como a estrutura morfolégica da planta, aspectos genéticos e
bioquimicos das plantas (Schreiner et al., 2009; Schreiner et al., 2012). Além
disso, tem sido documentado que as plantas respondem diferentemente ao

tempo de exposi¢cédo ao UV (Frohnmeyer e Staiger, 2003).
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A luz UV-C produz fétons que podem ser absorvidos por moléculas
organicas, como betalainas, que possuem ligacdes conjugadas e anéis
arométicos responsaveis pela cor (Woo et al., 2011). Na presenca da luz UV-C
esses pigmentos podem ter sido degradados, o que poderia explicar a reducao
no teor destes pigmentos aos 20 minutos de exposi¢do na espécie A. sessilis.
Guerrero-Beltran et al. (2009) relataram que tratamentos com luz UV-C em
frutas provocaram reacdes de descoloracao dos pigmentos.

Além da acdo destes pigmentos na absorcdo da radiacdo UV, estudos
anteriores demonstraram também a capacidade que as betalainas possuem na
eliminacdo de radicais livres, agindo como compostos antioxidantes (Kanner,
2001; Cai et al., 2003). A relagcéo entre a estrutura e a atividade quimica das
betalainas é que a acédo eliminadora de radicais livres geralmente aumenta
com o numero de grupos hidroxilas e da glicosilacdo de moléculas de
betalainas agliconas (betanidina).

A posicdo C-5 de grupos hidroxila em moléculas de betalainas melhora
significativamente a atividade antioxidante (Cai et al., 2005). Neste sentido,
pode-se presumir que as diferentes espécies podem modificar a estrutura dos
compostos como resultado da exposicao a radiacdo UV-C, o que justificaria os
resultados estimados para betanina (betacianina glicosilada) terem sido
maiores em A. sessilis e A. brasiliana neste estudo, onde a planta estaria
buscando uma maior defesa contra o estresse.

Dentre o0s compostos fendlicos com propriedades antioxidantes,
destacam-se os flavonoides (Apel e Hirt, 2004). Absor¢cédo caracteristica na
regido do UV de flavonoides tem sido considerada como evidéncia para o papel

deles na protecédo UV (Winkel-Shirley, 2002).
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Trabalhos mostram evidéncias de que em Petunia leaves (petunia) e
Arabidopsis a luz UV-C induz a sintese de flavonoides com elevados niveis de
hidroxilagdo. A hidroxilacdo ndo afeta as propriedades de absorcdo de UV
destes compostos, mas afeta a sua capacidade antioxidante, na resposta ao
estresse por UV (Ryan et al., 2002). As plantas de A. sessilis podem ter ativado
um mecanismo de defesa aumentando os pigmentos ndo fotossintéticos. Estes
compostos podem estar atuando removendo oxigénio singleto produzido em
processos oxidativos de fotons.

Certa quantidade de flavonoides totais e betalainas estavam presentes
em plantas controle de A. sessilis, porém, diante da radiacdo UV, ocorre
aumento na biossintese desses compostos, intensificando a atividade de
eliminacdo de ERO (espécies reativas de oxigénio) e as propriedades de
blindagem a radiacdo UV (Jansen et al., 2008).

Estudos anteriores mostraram que pigmentos fotoprotetores possuem
uma alta fotoestabilidade (Merzlyak e Solovchenko, 2002; Wang et al., 2003).
Por conseguinte, uma “tela fotoprotetora” poderia ser formada nas plantas com
uma despesa minima de energia, possibilitando uma protecdo natural a longo
prazo (Pietrini et al., 2002). Plantas com uma boa eficiéncia deste mecanismo é
menos afetada por estresses ambientais (tais como radiacdo UV), reduzindo a
necessidade dos sistemas enzimaticos em fornecer um nivel adequado de
protecdo (Hoch et al., 2003). Os resultados deste experimento mostraram que
as espécies A. sessilis e A. brasiliana possuem maior quantidade de pigmentos
e menor atividade enzimatica. O que leva a presumir que as betacianinas,
betaxantinas e os flavonoides poderiam estar atuando como uma barreira de

defesa natural nestas espécies.
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A superdxido dismutase (SOD) € uma enzima que remove radicais
superoxido em O, e H,0;, reduzindo os danos nas células e tem sido apontada
como uma defesa essencial contra a potente toxicidade do oxigénio
(Chakraborty et al., 2009). Estudos anteriores demonstraram que a atividade da
SOD sob exposicdo a radiacdo UV-C ndo aumentou durante dois dias de
exposicdo em Brassica oleraceae L. var. alboglabra (Chairat et al., 2013).

No presente trabalho, a enzima SOD n&o aumentou sua atividade diante
da radiagdo. O fato da enzima SOD n&o ter aumentado a sua atividade pode
estar relacionado com o ndo aumento do substrato desta enzima diante da
radiacdo UV-C. Além disso, os flavonoides presentes nessas plantas também
eliminam radicais superoxido (Apel, Hirt, 2004).

A catalase (CAT) € uma enzima comum encontrada em organismos
vivos. Suas funcbes incluem catalisar a decomposicdo do peréxido de
hidrogénio em agua e oxigénio (Chakraborty et al., 2009). O fato desta enzima
ter uma caracteristica constitutiva, ou seja estar presente mesmo em plantas
gue nao estdo submetidas ao estresse, explica a sua maior atividade em
plantas controle de A. philoxeroides, podendo ser uma defesa natural desta
planta. Aqui pode se inferir que a protecao natural contra o estresse oxidativo
em A. sessilis e A. brasiliana sdo os pigmentos fotoprotetores e em A.
philoxeroides esta protecéo se da por meio da atividade enzimatica.

Um fator importante na atividade antioxidante é a afinidade das enzimas
pelo substrato. Enquanto a CAT tem uma baixa afinidade pelo H,0,, sendo
ativa somente quando este esta em altas concentracdes, ou seja, quando o
estresse é mais severo, a APX e outras peroxidases, que também eliminam o

H,0,, tem alta afinidade, eliminando o H,O, quando em baixas concentracoes.
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Além disso, a CAT atua nos peroxissomos, enquanto a APX atua basicamente
nos cloroplastos e paredes celulares (Gechev et al., 2006; Jaleel et al., 2009).

Ascorbato peroxidase (APX) € uma enzima fundamental do metabolismo
antioxidante, que catalisa a decomposicdo do peroxido de hidrogénio (H205)
em agua, utilizando o ascorbato como doador de elétrons. O H,O, é uma
espécie reativa de oxigénio (ERO) produzido pelo metabolismo aerdbico e em
situacdes de estresse bidtico ou abidtico (Ribeiro, 2012).

Maior expressdo da APX em plantas tem sido demonstrada durante as
diferentes condicdes de estresse (Thind e Goyal, 2012). Barka (2001) verificou
que a radiacdo UV-C na dose de 3,7 kJ m? em frutos de tomate, aumentou a
atividade de ascorbato peroxidase, enquanto que a atividade da catalase
permaneceu inalterada. Em estudo com calos de tabaco (Nicotiana tabacum L.)
Zacchini e Agazio (2004) relataram que a atividade de APX foi aumentada, 24
h apds a irradiacdo UV-C, sendo que o0 mesmo ndo ocorreu com a atividade da
CAT. Estes resultados estdo de acordo com os encontrados neste trabalho
para a espécie A. philoxeroides.

Um aumento na atividade total de APX observado neste estudo reforca a
importancia desta enzima na protecdo de danos causados por espécies
reativas de oxigénio. A maior atividade desta enzima sob crescentes niveis de
UV-C pode resultar em uma melhor protecdo contra ERO, por diminuir os
niveis de H,0,. A exposicdo de plantas a radiacdo UV-C pode ter induzido
aumento de peroxido de hidrogénio que é formado principalmente nos
cloroplastos e mitocdndrias e estes poderiam se difundir para o citosol e entdo

serem eliminados por APX que é uma enzima citosoélica (Saurabh et al., 2011).
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Pode-se inferir também que a atividade das enzimas esta relacionada
com o tempo de exposicao a radiacdo UV-C. De acordo com Li et al. (2007), a
atividade de diferentes enzimas antioxidantes sob radiagcdo UV-C em plantas
de trigo (Oryza sativa) e ervilha (Pisum sativum) primeiro aumentou, mas
reduziu significativamente com o aumento do tempo de exposi¢ao. A resposta
demonstra que a acéo da radiacdo UV-C sob a atividade enzimética varia em
diferentes espécies de plantas, o que foi observado nas espécies estudadas.

Mesmo diante das defesas acionadas pelas plantas quando expostas a
radiacdo UV-C, radicais livres podem iniciar a peroxidacao lipidica, que conduz
a danos na membrana (Sreenivasulu et al., 2007). No presente estudo,
observou-se um aumento no conteudo de MDA em A. sessilis e A.
philoxeroides. Nesse sentido Du et al. (2003) também relataram um aumento
no contetdo de MDA em Taxus cuspidata expostos a radiagcdo UV-C.

Os radicais hidroxila e oxigénio singleto podem reagir com os lipidios e
formar hidroperoxido (Hollésy, 2002; Blokhina et al., 2003). Os radicais
peroxidos de hidrogénio podem abstrair de outros acidos graxos insaturados,
levando a uma reacdo em cadeia da peroxidacdo. A peroxidacdo dos lipidios
da membrana leva a quebra de sua estrutura e funcdo (Hollosy, 2002).
Mudanca no contetdo de MDA é uma evidéncia no presente estudo de que a
radiacdo UV-C induziu estresse oxidativo com maior intensidade em A.
philoxeroides.

No presente trabalho, o aumento de MDA em A. sessilis pode ser
explicado pelo fato de que, apesar desta planta possuir mecanismos de defesa
ndo enzimaticos ativados, diante do estresse, este mecanismo ndo foi

suficiente para a protecdo destas plantas. Além disso, a ndo ativacdo do
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sistema enzimatico resultou em danos a membrana. Brosché e Strid (2003)
relataram que as plantas atuam primeiro estimulando o sistema de defesa
antioxidante ndo enzimético e, em seguida, o sistema de defesa antioxidante
enzimatico provavelmente devido a padrées de expressao génica temporais.

Ao investigar a acdo antioxidante, percebe-se que a espécie A.
philoxeroides apresentou maior atividade da enzima ascorbato peroxidase e
contetdo de MDA quando comparado com as demais espécies aos 20 minutos
de exposicao a radiacdo. Ja € relatado na literatura que esta espécie possui
baixo teor de betalainas ao ser comparada com A. sessilis e A. brasiliana em
condicbes de estresse (Reis, 2013). Como estes compostos possuem acao
antioxidante, sua baixa concentracdo, em A. philoxeroides, poderia explicar
parcialmente a maior atividade de ascorbato peroxidase e conteudo de MDA,
como mecanismo compensatério de defesa ao estresse promovido pela
radiacdo UV-C.

Descobertas revolucionarias no campo de percepcédo da radiacdo UV
vieram com a identificacdo do gene UVRS8 sensivel a luz UV. Este medeia
respostas de defesa através da ativacdo de um caminho de sinalizacdo UVR8-
COP1- hY5, o que aumenta 0s pigmentos que agem como protetor solar além
da atividade sequestradora de espécies reativas de oxigénio sobre o0s niveis de
radiacdo UV (Nawkar et al., 2013).

Concluséo

Os resultados sugerem que a radiacdo UV-C aumenta a producdo de
metabolitos secundarios nas espécies A. sessilis e A. brasiliana e a atividade
das enzimas CAT e APX na espécie A. philoxeroides, além de incrementar a

peroxidacdo lipidica em A. sessilis e A. philoxeroides, indicando que as
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espécies estudadas acionam mecanismos de protecdo diferentes diante desta

radiacao.
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Fig. 1 Teor de betanidina (A), betanina (B) betaxantina (C) e flavonoides totais
(D) quantificados na parte aérea de trés espécies do género Alternanthera,
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4. CONSIDERACOES FINAIS

As radiagbes UV-B e UV-C aumentam a sintese de betalainas e
flavonoides. Estudos sobre as limitacdes do metabolismo primario diante do
aumento desses compostos podem esclarecer o comportamento fisiolégico de
A. sessilis, A. brasiliana, A. philoxeroides e A. tenella quando expostas as
radiacdes UV.

As espécies do género Alternanthera possuem caracteristicas
morfolégicas que as diferem entre elas, por exemplo, A. philoxeroides possui
folhas menores que A. brasiliana. Novas compreensfes sobre a interferéncia
da morfologia das folhas na absorcdo de radiacdo UV podem responder as
diferencas nos mecanismos de resposta acionados pelas plantas.

Para ter uma visado geral do potencial antioxidante de A. sessilis, A.
brasiliana, A. philoxeroides e A. tenella € necessario um estudo mais
aprofundado sobre os principais inibidores de espécies reativas de oxigénio,
como por exemplo, outras peroxidases devem ser investigadas, bem como
padrdes de expressao génica destas espécies.

Plantas do género Alternanthera submetidas a radiacdo UV-B
apresentaram maiores concentracfes de betalainas e flavonoides quando
comparadas com as plantas expostas a radiacdo UV-C. Tendo em vista o
menor acumulo, bem como, possiveis efeitos toxicos da radiacdo UV-C este
estudo ressalta a radiagdo UV-B como um potencial elicitor de compostos
medicinais presentes nas plantas.

No entanto, os efeitos em longo prazo da radiacdo UV-B em plantas
ainda ndo é bem entendido, portanto, mais pesquisas precisam ser realizadas

com periodos de exposicdo mais longos e também devem ser mais bem
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investigados os efeitos da interacdo da radiagcdo UV-B com outros fatores de

estresse.



