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RESUMO

KLEINOWSKI, Alitcia Moraes. Estudos fisiologicos e purificacdo de amarantina
em plantas do género Alternanthera. 2015. 107 p. Tese (Doutorado) —
Programa de Pdés-Graduagdo em Fisiologia Vegetal. Universidade Federal de

Pelotas.

Algumas espécies do género Alternanthera sdo utilizadas na medicina popular
devido a sua conhecida atividade terapéutica. O estudo de novos produtos a
partir de pesquisas com plantas medicinais vem provando ser a estratégia mais
bem-sucedida para a descoberta de novas drogas com etapas fundamentais e
complementares entre si, como extracdo, identificacdo e isolamento do
composto. O objetivo desse trabalho foi a identificagdo dos principais
pigmentos betalamicos e flavonoides presentes nas espécies Alternanthera
brasiliana e Alternanthera tenella, utilizando cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massa (CLAE/EM-EM), além de
investigar a influéncia do metil jasmonato (MeJa) como elicitor na producéo de
betacianina, flavonoides e na atividade da fenilalanina aménia liase (FAL),
nessas espécies, bem como, isolar e purificar a betacianina majoritaria, para
verificar sua atividade antibacteriana. Constatou-se, pela primeira vez por
CLAE/EM-EM, a presengca da betacianina amarantina nos extratos
hidroalcoolicos dessas plantas, porém, nenhum padréo de flavonoide usado, foi
encontrado nestes extratos. Com a exposicdo ao MeJa em A. brasiliana
constatou-se, comparando ao controle, que os maiores teores de amarantina
estdo presentes nos caules, e que o elicitor ndo influenciou significativamente
no aumento dos teores deste pigmento. A atividade da enzima FAL apresentou
diferencas entre os 6rgaos, sendo que no caule a maior atividade foi observada
no tratamento controle. Em A. tenella aos sete dias de tratamento ndo houve
diferenca no teor de amarantina entre caules e folhas, somente aos 14 dias,
apos a aplicacdo do MeJa, as folhas incrementaram a producdo deste
metabdlito diferindo-se dos caules, enquanto a FAL obteve aumento
significativo somente aos 14 dias, no caule. Foi utilizada a técnica de
cromatografia de troca ibnica, pela primeira vez, para isolar e purificar a
amarantina, uma betacianina de A. brasiliana, para realizar os testes de
sensibilidade bacteriana em trés cepas de bactérias (Escherichia coli, Listeria
monocytogenes e Salmonela sp.), as quais, ndo foram sensiveis aos
tratamentos (amarantina pura, extratos de folha e caule de A. brasilana ). Com
este estudo foi possivel identificar a amarantina como principal betacianina nas
espécies A. brasiliana e A. tenella, verificar seu comportamento fisiol6gico e o
da enzima FAL, sob elicitagdo de MeJa, e principalmente desenvolver novos
protocolos para extracdo e purificacdo, deste pigmento, nestas espécies de
Alternanthera.

Palavras-chave: plantas medicinais, cromatografia-liquida de alta eficiéncia,
metabolitos secundarios, elicitacdo, betacianinas, betalainas, atividade
antibacteriana.



ABSTRACT

KLEINOWSKI, Alitcia Moraes. 2015. Physiological and purification the
amarantin in plants of Alternanthera 107 p. Thesis (Doctoral degree) —

Graduation Program in Vegetal Physiology. Federal University of Pelotas.

Some species of the genus Alternanthera are used in folk medicine because of
its known therapeutic activity and because they are producers and
accumulators of secondary metabolites such as betalaines. The approach of
new products from research on medicinal plants has been proven to be the
most simple and successful strategy for the discovery of new drugs, and
contains essential and complementary steps, such as extraction, identification
and isolation of the compound. The aim of this study was to identify the
presence of the main betalamics pigments and flavonoids in species
Alternanthera brasiliana and Alternanthera tenella, using liquid chromatography
coupled to high performance mass spectrometry (HPLC/MS-MS) and
investigate the influence of methyl jasmonate as elicitor to the production of
betacyanin, flavonoids and phenylalanine ammonia lyase activity (PAL) in these
species, as well as isolate and purify the majority betacyanin to check for
antibacterial activity. It was found, for the first time by HPLC/MS-MS, the
presence of amarantin betacyanin in hydroalcoholic extracts of these plants, but
no standard of flavonoid used was found in these extracts. With exposure to
MeJa in A. brasiliana it was found, on control that the largest amarantin levels
are present in the stems and the elicitor significantly influenced the increased
levels of this pigment. The PAL enzyme showed difference in activity between
the organs, and the stem showed higher activity of this enzyme in control. In A.
tenella after seven days of treatment there was no difference in content of
amarantin between stems and leaves, and only at 14 days after application of
MeJa, the leaves presented increased production of this metabolite differing
from the stems, while a significant increase in PAL was obtained only at 14
days on the stem. We performed the purification of amarantin by ion exchange
chromatography and after we used the isolate on bacterial sensitivity test with
three strains of bacteria: Escherichia coli, Listeria monocytogenes and
Salmonella sp. to which they were not sensitive to treatments (pure amarantin
extracts of leaves and stem of A. brasilana). However, this work is the first
report of the successful use of ion exchange chromatography technique to
isolate and purify the amarantin - a betacyanin from A.brasiliana. With this study
was possible to identify the main Amarantin betacyanin in species A. brasiliana
and A. tenela, check their physiological behavior and the FAL enzyme under
MeJa elicitation and develop new protocols for extraction and purification of this
pigment in these Alternanthera species.

Keywords: medicinal plant, high performance liquid chromatography, secondary

metabolites, elicitation, betacyanins, betalains, antibacterial activity
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1 INTRODUCAO GERAL

Os produtos naturais obtidos de plantas s&o investigados e utilizados
pelo homem muitas vezes, empiricamente, para aliviar suas enfermidades,
desde o inicio de sua histéria. Antes da “era da sintese em 1950”, 80% de
todos os remédios utilizados eram obtidos de raizes, caules e folhas das
plantas (MCCHESNEY; VENKATARAMAN; HENRI, 2007).

Os conhecimentos adquiridos pela medicina popular sobre os
metabdlitos ativos das plantas associados a biodiversidade e a biotecnologia,
ainda séo utilizados para a cura de enfermidades e constituem a matéria prima
para as novas descobertas da industria farmacéutica (RITTHIWIGROM;
LAPHOOKHIEO; PYNE, 2013).

Algumas espécies da familia Amarantaceae, caracterizadas pela
presenca de betalainas e flavonoides, pertencentes ao género Alternanthera, ja
estdo sendo utilizadas como modelos bioldgicos para estudos sobre a fisiologia
do seu metabolismo secundario tanto na producdo como no armazenamento e
aproveitamento dessas moléculas naturais (KLEINOWSKI et al., 2014).

Dentro deste género podemos destacar Alternanthera brasiliana (L.)
Kuntze, popularmente conhecida como penicilina e empregada para o
tratamento de infeccbes (DELAPORTE et al., 2005, BROCHADO et al., 2003)
e, a espécie Alternanthera tenella Colla, uma planta medicinal conhecida como
sempre-viva ou apaga-fogo (SOUZA; LORENZI, 2012).

A sabedoria popular, aliada aos estudos etnobotéanicos e fitoquimicos de
plantas medicinais, tem provado ser uma estratégia bem sucedida para a
descoberta de novas moléculas com atividades biolégicas. No entanto, essa
busca envolve varias etapas fundamentais e complementares entre si que
devem ser respeitadas (VUORELA et al., 2004).

Dentre essas etapas, destacam-se principalmente, a determinagcéo do
melhor tipo de extragdo para determinados compostos, andlises fitoquimicas
utiizando meétodos analiticos mais modernos e confidveis, como a
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa,
visando amplificar o carater analitico da mesma (COLLINS, 2006) e,

finalmente, o isolamento, purificacdo e caracterizacdo de principios ativos com
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a comprovacdo de uma atividade biolégica (CECHINEL; YUNES, 1998,
CALIXTO, 2005).

Valorizando a utilizacdo empirica das espécies medicinais de A.
brasiliana e A. tenella no Brasil e para aumentar o embasamento e melhor
aproveitamento dos produtos naturais produzidos por essas plantas foi
realizado um convénio entre o Laboratorio de Cultura de Tecidos de Plantas na
pessoa da Dr® Eugenia Jacira Bolacel Braga com o Dr Fernando Gandia-
Herrero, investigador do Laboratorio de Bioquimica e Biologia Molecular da
Universidade de Murcia — Espanha. O pesquisador é especialista em
bioprospeccdo de betalainas, produtos naturais e enzimas de plantas, e, a
partir deste consorcio, tornando-se possivel desenvolver este estudo, que
buscou identificar os pigmentos betalamicos, flavonoides e atividade da enzima
Fenilalanina amoénia liase destas plantas. Para isso, a presente tese esta
dividida em trés artigos: o primeiro visou identificar os principais pigmentos
betalamicos e flavonoides presentes nas espécies A. brasiliana e A. tenella,
utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massa (CLAE/EM-EM). O segundo investigou a influéncia do metil jasmonato
como elicitor na produgdo de betacianina, flavonoides e na atividade da
fenilalanina amoénia liase (FAL) de A. brasiliana e A. tenella. Finalmente, o
terceiro artigo objetivou isolar e purificar a betacianina majoritaria em A.

brasiliana para verificar se esta possui atividade antibacteriana.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2 .1 Plantas Medicinais

O uso das plantas medicinais para prevencao, tratamento e/ou cura de
enfermidades é tdo antigo quanto a espécie humana (ULRICH-MERZENICH,
2014). Primeiramente, foi somente por meio de observacées que o homem
passou a conhecer seus efeitos benéficos ou maléficos, catalogando essas
plantas medicinais de acordo com sua eficacia e modo de administrar, sem ao
menos conhecer suas propriedades, constituicdo e composicdo quimica
(ENECHI; ODO; WUAVE, 2013).

Posteriormente, foi postulado que essas plantas terapéuticas possuiam
um arsenal quimico natural, que possibilitaria a descoberta de substancias
toxicas e medicamentosas ao longo do tempo, desenvolvendo varias ciéncias,
incluindo a quimica dos produtos naturais (CRAGG; GROTHAUS; NEWMAN,
2014).

Esses produtos naturais, também chamados de metabdlitos secundarios
presente nas plantas, possuem uma biossintese complexa que os difere dos
metabdlitos primarios, pela baixa producdo e heterogenidade dentro das
plantas. Ainda, estdo sujeita a influéncia de diferentes variaveis ambientais
(TAIZ; ZEIGER, 2009) e representam uma interface quimica entre os vegetais
e 0 ambiente circundante onde fatores bidticos e abioticos interferem na
qualidade e na quantidade de produtos secundarios de uma planta, em um
determinado momento (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Além disso, esses produtos naturais ndo apresentam distribuicdo
universal no reino vegetal, sendo comuns entre certos grupos taxonémicos, ou
exclusivos para outros. Possivelmente, seriam as pressfes adaptativas e as
possibilidades biossintéticas de cada tribo de plantas que modularam ao longo
do tempo a formacgdo dessa infinidade de moléculas com diferentes funcdes
dentro das plantas (BERKOV; MUTAFOVA; CHRISTEN, 2014).

E importante mencionar que o uso de plantas medicinais, simboliza
muitas vezes, 0 Unico recurso terapéutico em algumas comunidades e/ou
grupos étnico. Em todas as regides do Brasil, as plantas medicinais séo

comercializadas em feiras livres, mercados populares e algumas delas usadas


http://www.researchgate.net/researcher/2047528746_Blaga_Mutafova
http://www.researchgate.net/researcher/2047542748_Philippe_Christen
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com sucesso na atencdo primaria a saude e distribuidas para a populacéo,
reconhecidas inclusive pelo Sistema Unico de Satde do Pais (SOUZA et al.,
2008, BRASIL, 2009).

No entanto, esta realidade representa apenas a ponta do iceberg na
importancia das plantas medicinais, jA que o0s produtos naturais extraidos
dessas plantas fornecem uma diversidade estrutural Unica, que aliada com o
padrdo da quimica combinatéria e sintética proporciona oportunidades para a
descoberta de novos compostos farmacologicamente ativos (DAVID;
WOLFENDER; DIAS, 2014).

Para explicitar a importancia dos estudos fitoquimicos e biopropeccéo de
plantas medicinais aproximadamente metade de todos os medicamentos
licenciados e registrados em todo o mundo no periodo anterior ao ano de 2010,
foram produtos naturais ou seus derivados sintéticos (DIAS; URBAN;
ROESSNER, 2012). No entando, levando em consideragdo a vasta
Biodiversidade Brasileira e a heterogeniedade dos metabolitos ativos dessas
plantas, muitas moléculas ainda precisam ser reveladas e melhores

identificadas.
2. 2 Estudos com o género Alternanthera

O género Alternanthera pertence a familia Amarantaceae, ordem das
Caryophyllales, sendo formado por 80 espécies, amplamente distribuidas pelo
mundo e estima-se que 25% delas sdo encontradas no Brasil (SIQUEIRA,
1995).

Algumas espécies, como a Alternanthera brasiliana e Alternanthera
tenella, j& estdo sendo utilizadas como modelos biolégicos para estudos sobre
a fisiologia do metabolismo secundario tanto na producdo como no
armazenamento e aproveitamento de moléculas naturais como betalainas e
flavonoides (SILVA et al., 2005, PEROTTI et al.,, 2010, KLEINOWSKI et al.,
2014).

A espécie A. brasiliana é conhecida como “doril”, “perpétua-do-Brasil”,
“penicilina” e “tetraciclina”, sendo uma espécie frequentemente empregada na
fitoterapia para tratar febre, dores e processos infecciosos (JANDREY;

ONOFRE, 2009). Nos seus extratos ja foram identificados flavonoides


http://link.springer.com/search?facet-author=%22Bruno+David%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Jean-Luc+Wolfender%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Jean-Luc+Wolfender%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Daniel+A.+Dias%22
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(kaempferol 3-O-robinobiosideo, kaempferol 3-O-rutinosideo e quercetina),
betacianinas totais e amarantina (BROCHADO et al., 2003, SILVA et al., 2005).

A espécie A. tenella, conhecida popularmente como “apaga-fogo’e
"sempre viva” é utilizada em casos de infeccdes, febres e também como
diurético (VENDRUSCOLO; MENTZ, 2006).

Os principais metabdlitos secundarios encontrados nesta espécie foram
betacianinas totais (KLEINOWSKI et al., 2014, RODRIGUES-BRANDAO et al.,
2014) e flavonoides glicosideos e heterosideos como a vitexina, quercetina,
kaempferol (SALVADOR et al., 2006, BIELLA et al., 2008).

2.3 Betalainas

As betalainas ou pigmentos betalamicos sdo moléculas nitrogenadas,
soluveis em &gua, derivadas do aminoacido tirosina pela agdo da enzima
tirosinase (Figura 1), sendo sintetizados no citoplasma e armazenados nos
vacuolos dos vegetais (GROTEWOLD, 2006, SANT’ANNA et al., 2013).

Esses pigmentos sdo encontrados em apenas 13 das 15 familias de
plantas da ordem Caryophyllales, no entanto, existem duas excecles: as
familias Caryophyllaceae e Molluginaceae que acumulam antocianinas
(DELGARDO-VARGAS; JIMENEZ; PAREDES-LOPEZ, 2000).

Héa dois tipos de betalainas: betaxantinas, que séo derivados de acido
betalamico condensado a diferentes aminas e aminoéacidos apresentando
coloracdo amarela e com espectro de absorcdo em um comprimento de onda
maximo de cerca de 480 nm (TANAKA; SASAKI; OHMIYA, 2008).

O outro tipo € conhecido como betacianinas, onde independentemente
da natureza de aminoacidos, o0 acido betalamico aparece condensado com
ciclo-dihidroxifenillalanina-(ciclo-DOPA), conferindo a essas moléculas a
coloragdo violeta e com um espectro de absorbancia centrado em 536 nm
(GANDIA-HERRERO; GARCIA-CARMONA, 2013). Essas Ultimas podem ser
classificadas por sua estrutura quimica em quatro tipos: betanina, amarantina,
gonferina e bougainvilina. Até o0 momento sado descritos aproximadamente 50
tipos de betacianinas (VOLP; RENHE; STRINGUETA, 2009).

As especies da familia Amaranthaceae, dos géneros, Beta, Mirabilis,

Bougainvillea, Celosia, Gomphrena, Portulaca acumulam betacianinas (CAl,
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SUN; CORKE, 2005) e ja existe uma gama de estudos para o aproveitamento

medicinal e farmacolégico destas espécies. Além de elas serem usadas como

fonte natural para extracéo e purificagcdo dos pigmentos betalamicos, sdo muito

importantes comercialmente,

como corantes

naturais e antioxidantes

(STINTZING; CARLE, 2007, PAVOKOVI; KRSNIK-RASOL, 2011).
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2.4 Flavonoides

Os flavonoides sdo os compostos fendlicos naturais, mais comum e
amplamente distribuidos nas plantas. A grande maioria destes compostos é
derivada do aminoéacido fenilalanina, via eliminacdo de uma molécula de
amonia com subsequente formacédo de acido cindmico e p-cumarico.

Esta reacdo é, principalmente, catalisada pela enzima fenilalanina
amonia liase (FAL) situada num ponto chave entre 0 metabolismo primario e
secundario (MYUNG-MIN et al.,, 2008) essencial para a biossintese desses
compostos (ANDRES-LACUEVA et al., 2008). Mais de 8.000 entidades
flavonoidicas, ja foram identificadas e sua estrutura basica consiste em um
nacleo fundamental (Figura 2), constituido de quinze atomos de carbono,
arranjados em trés anéis (C6-C3-C6), sendo dois anéis fendlicos substituidos
(A e B) e um pirano (cadeia heterociclica C), acoplado ao anel A (ESCARPA;
GONZALEZ, 2001).

Os flavonoides que ocorrem na natureza foram classificados a partir de
sua estrutura quimica e se distribuem nos seguintes grupos: flavonas,
flavonois, dihidroflavonoides (flavanonas e flavanondis), antocianidinas,
isoflavonoides, auronas, neoflavonoides, biflavonoides, catequinas e seus
precursores metabdlicos conhecidos como chalconas, podendo ocorrer como
agliconas, glicosilados e como derivados metilados em diversas familias de
plantas (LOPES et al., 2000).

Todos estes flavonoides podem ser isolados mediante diferentes
técnicas cromatograficas (cromatografia em coluna aberta, cromatografia
liquida de alta eficiéncia, e cromatografia fina de alta eficiéncia) e identificados
por espectrofotometria de massa e ressonancia magnética nuclear (SHAOHAIB
et al.,2011).

Na espécie A. brasiliana ja foram identificados alguns flavonoides como
o kaempferol 3-O-robinobiosideo, kaempferol 3-O-rutinosideo e quercetina
(BROCHADO et al.,, 2003) e na na espeécie A. tenella, j& foram encontrados
flavonoides glicosideos e heterosideos como a vitexina, quercetina, kaempferol
(SALVADOR et al., 2006, BIELLA et al., 2008).

Essas moléculas apresentam inumeras fungBes dentro das plantas

dentre elas, podem-se citar: protecdes dos vegetais contra a incidéncia de raios
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ultravioleta, protecdo contra insetos e patdégenos além de participarem da
conformacao estrutural da parede celular das plantas (OSORIO-ESQUIVEL et
al., 2011). Entretanto, sdo os seus beneficios para a saude humana que
despertam atencéo especial, devido as suas propriedades antioxidantes e anti-
inflamatorias ja estabelecidas (VERARDO et al., 2010).

2 4

N

FIGURA 2 - Estrutura quimica dos flavonoides (ESCARPA; GONZALEZ, 2001).

2.5 Elicitores

Os elicitores sédo compostos ou tratamentos que simulam condi¢des que
alterem rotas metabdlicas e fisioldgicas de plantas, afetando qualitativamente
e/ou quantitativamente a sintese de moléculas bioativas do metabolismo
secundario ou primario dos vegetais (SIRCAR; MITRA, 2009). Além disso, 0s
elicitores podem aumentam a producdo de moléculas com interesses
farmacolégicos em plantas, sendo elas medicinais ou nado. Eles sao
classificados como bidticos e abidticos, os primeiros tém origem bioldgica,
sendo derivados de patégenos ou da prépria planta e os elicitores abiéticos nédo
tem origem bioldgica e sdo agrupados em fatores fisicos e compostos quimicos
que podem ser moléculas componentes do metabolismo da planta como
fitohormonios, aminoacidos e outras (VASCONSUELO; BOLAND, 2007).

O aumento de metabdlitos secundarios por elicitacdo € uma das
estratégias encontradas para atender a demanda comercial de compostos de
interesse industrial (RAMAKRISHNA; RAVISHANKA, 2011). Estes indutores

gue podem ser fisicos e/ou quimicos ao entrar em contato com as plantas



21

desencadeariam um estresse celular, (ZHAO; VERPOORTE, 2007) induzindo
um aumento dos metabdlitos secundarios tais como os pigmentos betalamicos,
flavonoides e outros compostos (GEORGIEV et al.,2008).

Entre as diferentes estratégias utilizadas com este objetivo umas das
gue tém obtido maior éxito é a elicitacdo quimica com uso de moléculas como
o metil jasmonato (MeJa), um composto bioativo ligado a mecanismos de
defesa dos vegetais, cuja aplicacdo exdgena pode afetar fisiologicamente o
metabolismo secundario das plantas (LOPEZ-NICOLAS et al. 2013).

Além disso, segundo o incremento dos niveis de composto fendlicos e
nitrogenados com o uso de elicitores como o MeJa, dependem também do
rapido aumento na atividade de enzima de fenilalanina amonia liase (MANDAL,
2012) e podem levar a biossintese de moléculas com alto valor farmacolégico,
inclusive de betacianinas e flavonoidesem cultivos celulares e outros
(BHUIYAN; ADACHI, 2003).

2.6 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a espectrometria de
massa (CLAE/EM-EM )

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) tem sido a técnica
analitica mais desenvolvida, difundida e utilizada nos laboratorios de anélises
quimicas e de bioprospecgédo de plantas medicinais (LU et al., 2012). A CLAE
utiliza suporte com particulas diminutas responséveis pela alta eficiéncia,
sendo um método adequado para separacdo de espécies idnicas e
macromoléculas (DEGANI et al., 1998).

A grande sensibilidade de técnicas cromatograficas possibilitou o seu
uso de forma rotineira em analise de substéncias em baixa concentragédo, como
em plantas medicinais, contaminacdo ambiental, entre muitas outras aplicacdes
(XU et al., 2012). Devido a utilizacdo de colunas com grande capacidade de
separacdo a realizacdo da CLAE requer a utilizacdo de equipamentos
especificos, com o uso de bombas e colunas que suportem altas pressdes
necessarias para eluicdo da fase moével (PERES, 2002). Na Cromatografia
liguida de alta eficiéncia, a fase moével deve ser um solvente que dissolva a
amostra sem que qualquer interacdo quimica ocorra entre ambas. A fase

estacionaria dever ser compativel com o detector, possuindo polaridade
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adequada para permitir a separacdo adequada dos componentes da amostra
(PERES, 2002).

Esta técnica pode ser utilizada para identificar e isolar componentes
medicinais de plantas (LU et al., 2012), além de auxiliar em estudos de
farmacocinética (AMORIM et al., 2008; GIORGI et al., 2009) e validar técnicas
de purificacbes de compostos naturais em plantas medicinais entre inUmeros
outros usos.

A CLAE pode ser combinada a diferentes sistemas de deteccéo,
tratando-se de uma das técnicas analiticas mais utilizadas e de melhor
desempenho. O acoplamento de um cromatdografo com o espectrémetro de
massas combina as vantagens da cromatografia (alta seletividade e eficiéncia
de separacdo) com as vantagens da espectrometria de massas, obtencéao de
informacdo estrutural, massa molar e aumento adicional da seletividade
(CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).

Para que o acoplamento seja possivel em estudo de bioprospecc¢éo de
plantas, idealmente, é necessario que as caracteristicas de cada instrumento
nado sejam afetadas pela sua conexdo, assim como ndo devem ocorrer
modificagdes quimicas ndo controladas do analito e perda de amostra durante
a sua passagem do cromatografo para o espectrometro de massas (VEKEY,
2001), para isso nos estudos de fitoquimica e bioprospeccdo é necessario
testar uma série de metodologias levando em conta a polaridade da coluna, os
eluentes da fase movel e os metabdlitos a serem analisados (COLLINS, 2006).

Em plantas do género Alternanthera alguns trabalhos ja foram
publicados utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia como ferramenta
de prospeccado bioquimica (BROCHADO et al., 2003, SALVADOR et al., 2006,
BIELLA et al., 2008, FACUNDO et al., 2012, KANNAN et al., 2014). No entanto,
este trabalho utilizara a CLAE acoplada a espectrometria de massas para
revelar pela primeira vez a existéncia do pigmento amarantina nas plantas do

género Alternathera.
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2.7 Atividade antibacteriana

Muito antes de a humanidade descobrir a existéncia dos
microrganismos, a idéia de que certas plantas tinham potencial de cura para
infeccbes ja eram conhecidos. Na verdade, o que elas continham é o que
atualmente se caracteriza como principios antimicrobianos e desde a
antiguidade, até hoje o homem utiliza essas plantas para tratar as doencas
causadas por bactérias (RIOS; RECIO, 2005).

No entanto, foi a partir de 1929 com a descoberta da penicilina, e depois
de 1970, que o consumo de mais de uma tonelada diaria de antibiéticos em
alguns paises da Europa tem resultado na resisténcia de populacdes
bacterianas a esses compostos (DUARTE, 2006).

Essa resisténcia a drogas pelos microrganismos patogénicos é um dos
casos mais bem documentados de evolugéo bioldgica e um sério problema de
saude publica, tanto em paises desenvolvidos como em desenvolvimento
(SILVA, 2006).

Por isso a busca de novas alternativas que possam substituir ou
melhorar os antimicrobianos disponiveis € fundamental, uma das fontes de
pesquisa € representada pelos produtos de origem natural (CRAGG;
GROTHAUS; NEWMAN, 2014). Grande parte dos antimicrobianos em uso
(penicilinas, cefalosporinas, aminoglicosideos, entre outros) € derivada de
metabdlitos secundarios de fungos e bactérias, no entanto, as propriedades
antimicrobianas desses metabdlitos, presentes em extratos e 6leos essenciais
de plantas, futuramente podem substituir os medicamentos outrora eficientes,
derivados de microrganismos (SCHENKEL et al., 2004).

Desta forma, a investigacdo de moléculas com potencial antibacteriano
no género Alternanthera € bastante relevante ja que essas espécies possuem
uma enorme diversidade estrutural de seus produtos naturais, além disso,
foram realizados alguns estudos promissores na busca de moléculas com esta
atividade biologica (JALALPURE; GRAWAL; PATIL, 2008, JANDREY;
ONOFRE, 2009, FACUNDO et al., 2012, KANNAN et al., 2014).
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ARTIGO 1- PHYTOCHEMISTRY LETTERS

Identificac&o de pigmentos betalamicos e flavonoides por CLAE/EM-EM em

plantas de Alternanthera
Resumo

O género Alternanthera compreende algumas espécies utilizadas na medicina
popular devido a atividade terapéutica e por serem produtoras e acumuladoras
de metabdlitos secundérios. Com isso, as pesquisas com plantas medicinais
vém provando ser a estratégia mais bem-sucedida para a descoberta de novas
drogas com etapas fundamentais e complementares entre si, como extracao,
identificacdo e isolamento do composto. O objetivo desse trabalho foi a
identificag&o dos principais pigmentos betalamicos e flavonoides presentes nas
espécies Alternanthera brasiliana e Alternanthera tenella, utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa
(CLAE/EM-EM). Esta técnica permitiu pela primeira vez por constatar, a
presenca da betacianina amarantina nos extratos hidroalcodlicos dessas
plantas, porém, nenhum flavonoide testado foi encontrado nestes extratos. A
espécie A. brasiliana acumulou 87,71 pmol de amarantina g* MS com base no
extrato fresco da parte area, enquanto a A. tenella acumulou 11,89 pmol de
amarantina g* MS, entretanto, houve um decréscimo dessa concentracdo, em
70%, apos sete dias de maceracao. Este estudo mostrou que para ambas as
espécies a maior concentracdo de pigmentos estd no extrato hidroalcéolico
fresco. Nao foi encontrado nenhum flavonoide testado nos extratos
hidroalcoodlicos de A. tenella e A. brasiliana, no entanto, a presenca de
amarantina pode justificar as atribuicbes farmacoldgicas dadas pela medicina

popular para essas espécies medicinais.

Palavras-chave: plantas medicinais, cromatografia-liquida de alta eficiéncia,

metabolitos secundarios, betalainas, amararantina, flavonoides.
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Indentification of betalamics pigments and flavonoids using
(HPLC / MS-MS) in species of Alternanthera.

Abstract

The genus Alternanthera have some species are used in folk medicine because
of its known therapeutic activity and because they are producers and
accumulators of secondary metabolites such as betalaines. The approach of
new products from research on medicinal plants has been proven to be the
most simple and successful strategy for the discovery of new drugs, and
contains essential and complementary steps, such as extraction, identification
and isolation of the compound. The aim of this study was to identify the
presence of the main betalamics pigments and flavonoids in species
Alternanthera brasiliana and Alternanthera tenella, using liquid chromatography
coupled to high performance mass spectrometry (HPLC / MS-MS). It was found,
for the first time by HPLC/MS-MS, the presence of amarantin betacyanin in
hydroalcoholic extracts of these plants, but no standard of flavonoid used was
found in these extracts. The specie A. brasiliana accumulated 87.71 pmol of
amarantin g™ of dry weight based on fresh weight of shoots, while A. tenella
accumulated 11.89 umol of amarantin g™, dry weight, however, there was a
decrease of this concentration by 70% after seven days for maceration. Have
found no flavonoid tested in hydroalcoholic extracts of A. tenella and A.
brasiliana however, the presence of amarantin can justify the pharmacological

assignments given by folk medicine for these medicinal species.

Keywords: medicinal plants, high performance liquid chromatography (HPLC),

secondary metabolites, betalains, amarantin, flavonoids
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1 Introducéo

Os compostos naturais fornecidos pelas plantas medicinais séo
utilizados em escala global para o tratamento paliativo ou curativo de diversas
doencas desde os primordios da humanidade, demonstrando-se como uma das
primeiras manifestacbes do homem em compreender e aproveitar a natureza
(Cragg e Newman, 2013). Tal conhecimento, acumulado durante séculos,
continua sendo valioso para as geracdes atuais fornecendo pistas sobre este
aglomerado excepcional de produtos naturais (Halabalaki et al., 2014).

As moléculas extraidas das plantas fornecem uma diversidade estrutural
Gnica que, aliada com o padrdo da quimica combinatoéria, proporciona
oportunidades para a descoberta de novos compostos farmacologicamente
ativos. Aproximadamente metade de todos os medicamentos licenciados e
registrados em todo o mundo, no periodo anterior ao ano de 2010, foram
produtos naturais ou seus derivados sintéticos (Dias et al., 2012).

Outra caracteristica dessas moléculas naturais € que elas sdo comuns
entre certos grupos taxonOGmicos, ou exclusivos para outros, oferecendo
vantagens para a manutencdo do crescimento e desenvolvimento ou
simplesmente por uma questdo adaptativa das espécies que as sintetizam
(Berkov et al., 2014). Por exemplo, nas plantas da ordem Caryophyllales as
moléculas de antocianina, responsavel pela coloracdo na maioria das espécies,
pode ser substituida por outros pigmentos, as betalainas, N-heterociclicos e
derivados da tirosina. Essas duas classes distintas de pigmentos, até o
momento ndo foram encontradas juntas em uma mesma espécie (Gandia-
Herrero e Garcia-Carmona, 2013).

As betalainas sao classificadas em dois subgrupos: betaxantinas
(amarelas) e betacianinas (vermelhas), essas podem ainda ser classificadas
guimicamente em quatro tipos: betanina, amarantina, gonferina e bougainvilina
(Volp et al., 2009).

Na familia Amaranthaceae (ordem Caryophyllales), as betacianinas
foram identificadas nos géneros Amaranthus, Chenopodium e Celosia (Cai et
al., 2003) apresentando propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias.

Outro género desta familia vem recebendo a atencdo de pesquisadores

nesse aspecto e ja foram registrados na literatura a existéncia de mais de 60
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espécies de Alternanthera, distribuidas nas zonas tropicais e temperadas, no
entanto, poucas espécies foram estudadas em seus aspectos quimicos e
bioldgicos (Silveira e Olea, 2009).

Algumas espécies desse género sao utilizadas na medicina popular
devido a atividade terapéutica proporcionada por compostos bioativos e por
serem produtoras e acumuladoras de metabdlitos secundarios como as
saponinas, betainas e flavonoides. Estudos etnofarmacolégicos relataram a
atividade antibiotica, hepatoprotetora e analgésica nos extratos dessas plantas,
como a Alternanthera brasiliana (L.) Kuntze e Alternanthera tenella Colla
(Hundiwale et al., 2012).

A espécie A. brasiliana conhecida como “penicilina”, “doril” ou “perpétua-
do-Brasil”, é uma espécie frequentemente empregada em fitoterapia sendo
suas folhas utilizadas para tratar varias patologias como febre, dores e
processos infecciosos (Jandrey e Onofre, 2009). Nas suas plantas ja foram
identificados flavonoides (kaempferol 3-O-robinobiosideo, kaempferol 3-O-
rutinosideo e quercetina), betacianinas totais e amarantina (Brochado et al.,
2003, Silva et al., 2005, Reis, 2013, Klein, 2014).

A espécie A. tenella, conhecida popularmente como “apaga-fogo,”
sempre viva, é utilizada em casos de infecgbes, febres e também como
diurético (Vendruscolo e Mentz, 2006). Alguns estudos com extrato aquoso
dessa planta, comprovam sua atividade imunomodulatéria (Guerra et al., 2003)
e atividade antibidtica in vitro sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
(Silveira e Olea, 2009). Os principais metabdlitos secundéarios encontrados
nesta espécie foram betacianinas totais (Kleinowski et al., 2014, Rodrigues-
Brandao et al., 2014) e flavonoides glicosideos e heterosideos como a vitexina,
guercetina, kaempferol (Salvador et al., 2006, Biella et al., 2008).

Os flavonoides sdo entidades quimicas que possuem fungbes nas
plantas como antibiéticos naturais, podendo ser utilizados como antifungicos e
bactericidas, além de agentes para prote¢cdo contra a radiacdo ultravioleta (UV)
além de participarem da conformacédo estrutural da parede celular das plantas
entre outros funcdes bioldgicas (Osorio-esquivel et al., 2011). Entretanto, sé&o
0s seus beneficios para a saude humana que despertam atencédo especial,
devido as suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias ja estabelecidas
(Verardo et al., 2010).
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A identificacdo de novos produtos a partir de pesquisas com plantas
medicinais vem provando ser a estratégia mais bem-sucedida para a
descoberta de novas drogas (Vuorela et al., 2004), porém a busca envolve
varias etapas fundamentais e complementares entre si que devem ser
respeitadas. Dentre essas etapas destaca-se principalmente, a determinacao
do melhor tipo de extracdo para determinados compostos, andlises fitoquimicas
utiizando métodos analiticos modernos e mais confiaveis, como a
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa
(CLAE-EM), visando amplificar o carater analitico da mesma (Collins, 2006) e,
finalmente, o isolamento, purificacdo e caracterizacdo de principios ativos com
a comprovacdo de sua atividade farmacologica (Cechinel e Yunes, 1998,
Maciel et al., 2002).

Em relacdo as espécies, A. brasiliana e A. tenella, ndo foram
encontrados relatos precisos na literatura, utilizando CLAE/EM-EM, acerca do
perfil dos pigmentos betalamicos em plantas inteiras e tampouco os parametros
referentes ao tempo de extracdo e degradacao para betalainas e flavonoides.

Com base nisso, 0 objetivo desse trabalho foi identificar os principais
pigmentos betalamicos e flavonoides presentes nas espécies de A. brasiliana e
A. tenella utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas e avaliar a degradacédo desses metabdlitos ao longo

de sete dias.

2 Material e Métodos
2.1 Material Vegetal e condicBes de cultivo

Foram utilizadas plantas de A. brasiliana e A. tenella pertencentes ao
Banco de Plantas in vitro do Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da
Universidade Federal de Pelotas, Brasil.

As plantas foram micropropagadas em meio MS (Murashige e Skoog,
1962), sem regulador de crescimento, com 30 g L™ de sacarose, 7 g L™ de agar
e 100 mg L™ de inositol, e mantidas em camara de crescimento com densidade
de fluxo de fétons de 22 pmol m? s™, 16 h de fotoperiodo e temperatura de

25°C £2, por 30 dias. Posteriormente, foram retiradas do meio de cultura e
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suas raizes lavadas em agua, para retirada dos residuos de meio de cultura,
sendo transferidas para bandejas plasticas (20 x 7 x 3 c¢cm), uma para cada
espécie, contendo como substrato vermiculita. A irrigacdo das plantas foi
realizada todos os dias com agua e a cada trés dias foi acrecentada a solucéo
nutritiva de Hoagland meia forca (Hoagland; Arnon, 1938) até que elas

completassem 60 dias em casa de vegetacéao (Figura 1).

2.2 Armazenamento e liofilizacéo

Apo6s 60 dias, o material vegetal foi coletado e sua massa aferida antes
de ser armazenado em ultra-freezer (-80°C) e liofilizado (Liofilizador L101,
LioTop), resultando num produto final com uma estrutura porosa, livre de
umidade e capaz de ser reconstituido pela simples adicdo de agua, sem perda

das propriedades quimicas dos metabdlitos secundarios e das enzimas.

2.3 Preparo dos extratos hidroalcoolicos

A preparagdo dos extratos hidroalcoolicos de A. brasiliana e de A.
tenella, foram feitas no Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular da
Universidade de Murcia-Espanha, onde foram homogeneizadas em
temperatura ambiente, 0,25 g de parte aérea liofilizada em 7 mL de tampao
acetato de sodio pH 5,0 10mM, contendo acido ascorbico 10 mM, acrescido de
3 mL de metanol P.A. grau HPLC, totalizando 10 mL de solvente extrator por
amostra, utilizando-se tubos para centrifuga tipo Falcon® de 15 mL. A
homogeneizagdo das amostras foi obtida por meio de um Polytron®

(Kinematica AG, Suica), em dois pulsos de 10 segundos.
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Figura 1- Plantas de Alternanthera tenella (A), e Alternanthera brasiliana (B),
cultivadas in vitro. Depois de 30 dias foram colocadas em bandejas com
vermiculita estéril, Alternanthera tenella (C) e Alternanthera brasiliana (D), por
60 dias em casa de vegetacao.

2.4 ldentificacdo dos pigmentos betalamicos por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE)

Os extratos foram filtrados em gaze e centrifugados a 120.000 g, por 40
min. Os sobrenadantes foram passados em membrana Centriplus® YM-10
(Milipore), para remover as proteinas e as impurezas. Os padrdoes de
betacianinas testados, amarantina, betanidina e betanina na concentracdo de
1pg mL™t até 5 pg mL™ cada, foram obtidos por purificacdo no Laboratério de
Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade de Murcia,.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa foi realizada
de acordo com Gandia-Herrero et al. (2007), em um aparelho Shimadzu LC-
10A, acoplado com um detector de arranjo de fotodiodos (DAD) SPD-M10A
(Shimadzu, Quioto, Japé&o). Foram utilizados 25 pL de extratos, de cada
espécie vegetal, em uma coluna empacotada Kromasil 100 C-18 (250 x 4,6
mm), com particulas de 5 um (Tecnokroma, Barcelona, Espanha). A fase
movel foi composta por agua ultrapura, acidificada com 0,05 % de &cido
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trifluoroacético (solvente A) e acetonitrila acidificada com 0,05 % de &acido
trifluoroacético (solvente B), com fluxo de 1 mL min®. As leituras de
absorbancia foram realizadas em 536 nm para betacianinas e 480 nm para a
betaxantina (Gandia-Herrero et al.,, 2005), utilizando-se duas repeticdes
técnicas. Todas as analises cromatrograficas, espectofotométricas e
espectrométricas foram realizadas no Laboratério de Bioquimica e Biologia
Molecular da Universidade de Murciicas a-Espanha.

2.5 CLAE- Espectrometria de massas (EM/EM)

As analises foram conduzidas em um espectrdmetro Agilent VL 1100
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA). As condi¢bes de eluicdo empregadas
foram as mesmas da andlise anterior. A interface entre o CLAE e o
espectrometro de massas consistiu de uma fonte de ionizacao por eletrospray,
a 3,5 kV, com uma taxa de fluxo de 0,8 mL min™. Os espectros de massa foram
adquiridos no modo positivo de ionizagdo, com varredura completa na faixa de
60-1000 m/z. Para a deteccédo a tensdo multiplicadora de elétrons foi de 1350V,

segundo Gandia-Herrero et al. (2007).

2.6 Identificacdo de flavonoides por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE)

Os extratos previamente preparados de A. brasiliana e de A. tenella,
foram filtrados em gaze e centrifugados a 120.000 g, por 40 min. Os
sobrenadantes foram filtrados em membrana Centriplus® YM-10 (Milipore),
para remocao das proteinas e de impurezas. Posteriormente, os filtrados foram
usados para a analise dos flavonoides, empregando os padrées apigenina,
quercetina-3-glicosideo, genisteina, rutina, vitexina e kaempferol (Sigma
Aldrich®).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa foi realizada
de acordo com o método de Gandia-Herrero et al. (2007), em um aparelho
Shimadzu LC-10A, acoplado com um detector de arranjo de fotodiodos (DAF)
SPD-M10A (Shimadzu, Quioto, Japao). Foram utilizados 25 pL de extrato, em
uma coluna empacotada Kromasil 100 C-18 (250 x 4,6mm), com particulas de

5 um (Tecnokroma, Barcelona, Espanha).
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Os gradientes foram formados por solventes, tendo fase movel
composta por agua ultrapura, acidificada com 0,05 % de acido trifluoroacético
(solvente A) e a acetonitrila acidificada com 0,05 % de acido trifluoroacético
(solvente B), com fluxo de 1 mL min™, sendo a leitura de absorbancia realizada
em 280 nm, segundo a metodologia de Salvador et al. (2006). Todas as leituras

foram feitas em duplicatas.

2.7 Avaliacao da degradacao de betalainas e flavonoides em extratos de
hidroalcodlicos plantas de Alternanthera

Os mesmos tubos de Falcon® utilizados para homogeneizar a massa de
plantas citados na metodologia anterior (item 2. 3), foram colocados em uma
camara com uma plataforma de agitacdo orbital (Shaker) com velocidade de
100 rpm e temperatura constante de 20 °C.

Duas aliquotas destes extratos, de cada espécie, foram retiradas
diariamente no mesmo horério, por um periodo de sete dias de extracdo com
intuito de verificar o conteddo de metabdlitos e degradacdo destes compostos

identificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

3 Resultados e Discussao

3.1 Identificacdo dos pigmentos betalamicos por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE)

Os extratos hidroalcodlico das partes aéreas das espécies A. brasiliana
e A. tenella foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia a 536
nm e 480 nm para avaliar o perfil dos pigmentos betalamicos: betacianinas e
betaxantinas, respectivamente.

Os perfis cromatograficos destes extratos, em 536 nm, revelaram a
presenca de dois picos predominantes com tempo de retencao (T,) de 15 min
na analise cromatogréfica. Nas condi¢cdes cromatograficas jA descritas e
guando comparados aos padrées de betalainas, este T, é caracteristico do
pigmento amarantina (betanidina-5-O-B-glicuronosilglicosideo) e sua isoforma
isoamarantina (isobetanidina-5-O-B-glicuronosilglicosideo) (Cai et al., 1998).

E importante ressaltar que nos extratos das duas espécies (536 nm)

foram visualizados outros picos, com tempos de retencéo diferentes, porém os
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picos de maior intensidade e destacados aqui sdo 0s que possuem 0 mesmo
tempo de retengcdo do padrdo purificado do pigmento amarantina,
determinando a presenca desta molécula nos extratos hidroalcodlicos destas
plantas (Figura 2, 3 e 4).

Outras betacianinas como a betanidina, com T, de 18 min e
isobetanidina com T, de 19,7 min, também apareceram em algumas leituras
dos extratos a 536 nm de A. brasiliana e A. tenella, porém, devido a pequena
quantidade e instabilidade ndo foi possivel monitoramento e a quantificacdo
destes compostos. Em estudo do perfil cromatografico de extratos
hidroalcoodlicos de calos de A. brasiliana por CLAE, Reis (2013) relatou a
presenca de picos referentes a estes compostos betalamicos, porém, nédo
houve quantificacdo ou uma melhor caracterizacdo destas moléculas.

Os extratos hidroalcodlicos de A. brasiliana e A. tenella nesse trabalho,
foram utilizados para buscar a identificacdo de betaxantinas, porém, quando
comparados ao padrdo sintético de betaxantina, em 480 nm, ndo houve
nenhum pico no mesmo T, do padrdo utilizado que pudesse caracterizar a
presenca deste pigmento nos extratos, por meio da metodologia descrita.

As betalainas, incluindo as betaxantinas, devido a sua polaridade e
localizacdo dentro das células séo facilmente extraidas com extratos alcoolicos
ou polares, utilizados nesta pesquisa, porém sua deteccdo e estabilidade
depende do pH, auséncia de luz e oxigénio, segundo Reshmi et al. (2012).
Salienta-se que, no presente trabalho, esses fatores foram respeitados com
utilizacao de tampdes com pH adequados e veda¢ao das amostras com tampa

e papel pardo em todas as analises.
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Figura 2 — Cromatograma em 536 nm, |- molécula purificada de amarantina
(betanidina-5-O-B-glicuronosilglicosideo) e sua isoforma IlI- isoamarantina
(isobetanidina-5-O-B-glicuronosilglicosideo), medidos em mili unidades de

absorbancia (muA).
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Figura 3- Cromatograma do extrato hidroalcodlico fresco das partes aéreas de
Alternanthera brasiliana com a presenca de: |- amarantina (betanidina-5-O-f3-
glicuronosilglicosideo) e sua isoforma Il- isoamarantina (isobetanidina-5-O-f3-

glicuronosilglicosideo), medidos em mili unidades de absorbancia (muA).
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Figura 4 - Cromatograma do extrato hidroalcodlico das partes aéreas de
Alternanthera tenella com a presenca de: |- amarantina (betanidina-5-O--
glicuronosilglicosideo) e sua isoforma - isoamarantina (isobetanidina-5-O-f-

glicuronosilglicosideo), medidos em mili unidades de absorbancia (muA).

3.2 CLAE- Espectrometria de massas (EM/EM)

Para uma confirmacgéo mais direta e confiavel da presenca do pigmento
amarantina, nos extratos hidroalcodlicos das plantas de Alternanthera foi
realizada a espectrometria de massas com ionizacao positiva da molécula
purificada deste pigmento de Beta vulgaris L. e dos extratos hidroalcodlicos de
ambas as espécies.

A molécula purificada de amarantina possui seu ion molecular de 727,3
m/z e tempo de retencdo de aproximadamente 18 min, devido a taxa de fluxo
mais lenta, obrigatéria deste aparelho de espectrometria de massa. A primeira
fragmentacao dessa molécula resultou em um ion protonado em 551,1 m/z e o

segundo choque resultou em um ion de 389 m/z (Figura 5).
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Figura 5 — Espectro de massa da molécula de amarantina, mostrando a
fragmentacao positiva de seus ions protonados.

Como a amarantina possui duas moléculas de glicose como
substituintes, essas fragmentacdes ocorreram provavelmente devido ao
despendimento dessas, a cada choque com a molécula principal de amarantina
(Figura 6).
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Figura 6 - Molécula de amarantina com ion molecular de 727,3 m/z. Figura
adaptada de Cai et al. (2005).

O mesmo padrdo de fragmentacdo, no mesmo tempo de retencdo, foi
encontrado nos extratos hidroalcodlicos de A. brasiliana e A. tenella,
caracterizando o comparecimento deste ion molecular de 727,3 m/z, o que
confirma também por espectometria de masssa a presenca de amarantina nos
extratos hidroalcoolicos destas plantas (Figura 7A e 7B).
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Figura 7 — Espectro de massa do extrato hidroalcodlico de Alternanthera
brasiliana (A) e espectro de massa do extrato hidroalcodlico de Alternanthera
tenella (B).

As betalainas sdo encontradas em 13 familias de plantas da ordem
Caryophyllales, no entanto, existem duas excec¢bOes: as familias
Caryophyllaceae e Molluginaceae que acumulam antocianinas. Em que
momento ou em que circunstancias durante a evolucao que essas familias
perderam a capacidade de produzir antocianinas e acumularem betalainas
ainda é um mistério, relatam Khan et al . (2011).

As espécies dos géneros de Beta, Mirabilis, Bougainvillea, Celosia,
Gomphrena, Portulaca e a maioria das Amaranthaceae acumulam betacianinas
e ja existe uma gama de estudos para o aproveitamento medicinal e
farmacoldgico destas espécies, além delas serem usadas como fonte natural
para extracdo e purificacdo dos pigmentos betalamicos, muito importantes
comercialmente, como corantes naturais e antioxidantes (Stintzing e Carle,
2007, Pavokovi; Krsnik-RasoL, 2011).

No entanto, pela primeira vez esta sendo reportada a presenca da
betacianina amarantina (Figura 4) em plantas de A. brasiliana e A. tenella, por

meio de CLAE/EM-EM um dos métodos mais confiaveis dentro da quimica
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analitica segundo, Collins (2006), o que torna os estudos com estas espécies
ainda mais importantes e promissores visto o potencial medicinal deste
pigmento como antioxidante e eliminador de radicais livres (Cai et al., 1998,
Khan et al., 2012).

3.3 Identificacdo de flavonoides por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE)

Os extratos hidroalcodlicos das partes aéreas foram analisados a
280 nm por meio da cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massa CLAE/EM-EM, com a finalidade de identificar e
quantificar os flavonoides ja descritos e outros ainda nado relatados nas
espécies A. brasiliana e A. tenella.

Os cromatogramas destes extratos ndo revelaram a presenca de
nenhum pico predominante (Figura 8), que pudesse ser comparado com 0s
picos nos tempo de retencao dos padrdes para os flavonoides utilizados.

Investigando o perfil fitoquimico de folhas de A. brasiliana, Brochado et
al. (2003) encontraram pelo menos seis flavonoides nos extratos etandlicos
desta espécie com CLAE, resultado que influenciou na busca para identificacéo
e quantificacdo dessas entidades quimicas em A. brasiliana, porém, nas
condicBes ja descritas, nenhum destes flavonoides foi encontrado no presente
trabalho.

Algumas Investigac¢des fitoquimicas preliminares realizadas por Souza et
al. (1998) com extratos hidroalcodlicos de A. brasiliana indicaram a presenca
de terpenos, esteroides e, principalmente, o B-sitosterol, molécula descrita por
desenvolver significativo efeito de analgesia bem como ac¢do antimicrobiana
(Virtuoso et al., 2005).

Com intuito de isolar os compostos com acgao antimicrobiana, Pereira
(2007) realizou trabalho de triagem dos principios ativos de A. brasiliana e ao
final encontrou também a predominancia de uma mistura de esterdis
representados principalmente por a-sitosterol, estigmasterol e espimasterol,
cujo efeito analgésico determinado por estes compostos, € equivalente ao
medicamento “doril”, a qual a medicina popular designa como nome usual da

espécie A. brasiliana.
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Os resultados obtidos para os extratos de A. tenella também divergem
dos relatados por Salvador et al. (2006) que encontraram nos extratos
etandlicos de A. tenella varios flavonoides como vitexina, quercetina e
kaempferol, estes autores alegam que o potencial farmacologico desta espécie
como antioxidante e anti-inflamatéria esta relacionado a presenca destes
flavonoides. No entanto, como j& confirmado no presente trabalho e por
Kleinowski et al. (2014), os extratos de A. tenella possuem betacianinas,
compostos que apresentam propriedades farmacologicas semelhantes as dos
flavonoides, conforme relatado por Azeredo (2009) e Khan et al. (2011).

Para extrair e quantificar mais fidedignamente o0s metabdlitos
secundérios das espécies medicinais deve ser levado em consideracdo, de
acordo com Bimakra et al. (2011) o tipo de solvente extrator, 6rgdo e estadio de
desenvolvimento dessas plantas.

Por isso, é importante salientar, que nesse trabalho, as plantas de A.
brasiliana e A. tenella analisadas foram cultivadas in vitro e segundo Udomsuk
et al. (2011), pode ocorrer uma instabilidade no acumulo dos metabdlitos
secundarios nessas plantas micropropagadas por sofrerem algum tipo de
estresse e dessa maneira, modificar a capacidade e/ou o padrao de producdo
dos compostos naturais.

Além disso, as etapas de cultivo, coleta, armazenamento e secagem
sdo muito importantes e conforme afirmam Gobbo-Neto e Lopes (2007) estes
fatores podem afetar ou modificar o contetdo final de metabdlitos secundarios,
causando distor¢des e impedindo a padronizacdo dos perfis fitoquimicos em

plantas medicinais.
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Figura 8— Cromatogramas, monitorado em 280 nm o perfil de picos do extrato
hidroalcodlico das partes aéreas de Alternanthera brasiliana (A) e do extrato
hidroalcodlico fresco das partes aéreas de Alternanthera tenella (B) medidos

em mili unidades de absorbéancia (muA).
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3.4 Avaliacéo da degradacao de betalainas em extratos hidroalcodlicos de
plantas de Alternanthera

Como ja relatado ao longo deste trabalho o pigmento amarantina foi o
anico composto caracterizado pelo método analitico de CLAE/EM-EM, nos
extratos hidroalcodlicos das espécies de A. brasiliana e A. tenella.

Por meio do isolamento do pigmento amarantina, foi possivel realizar a
curva padrao deste composto e assim, quantificar e determinar o seu perfil
quimico, nos extratos de A. brasiliana e A. tenella, quando submetido a
agitacdo e maceracao continua, a 20 °C, no periodo de sete dias.

Constatou-se que o extrato de A. brasiliana continha em média 87,71
umol de amarantina g MS, valor relativamente menor quando comparado a
extratos frescos de calos de A. brasiliana, avaliados por Reis (2013) que
possuiam em média 262 pmol de amarantina g* MS, destacando o potencial
uso de calos, desta espécie, na producdo em larga escala deste pigmento.

Apbs as primeiras 24 h, o extrato destas plantas ja possuia 81,7 pumol
de amarantina g* MS, quase 7% a menos de contetido de amarantina inicial. E
ao final das 168 h de maceracdo sob agitacdo ocorreu uma perda de
aproximadamente 71 % do conteudo inicial do pigmento no extrato, restando
apenas 23,61 pmol de amarantina g™ MS.

Quando verificados os extratos de A. tenella, determinou-se em média
11,89 pmol de amarantina g™ MS, e ao passar as primeiras 24 h, este contetido
diminuiu para 9,64 pmol de amarantina g MS, com um prejuizo de cerca de
20% na deteccédo deste pigmento. Apés uma semana de maceracao a perda de
concentracdo de amarantina chegou a média a 73 % a menos que no extrato
inicial, resultando em 3,13 pmol de amarantina g MS ao final do processo
(Figura 9), ratificando o afirmado por Reshmi et al. (2012), que estes
compostos sdo extremamentes sensiveis a mudancas de pH e oxidacao.

Verificou-se que o conteudo do pigmento betalamico do extrato de A.
tenella foi bem menor quando comparado ao extrato de A. brasiliana,

corroborando os relatos de Reis (2013).
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Figura 9- Concentracdo de amarantina no extrato hidroalcodlico de plantas de
Alternanthera brasiliana (Ab) e Alternanthera tenella (At) em relacéo ao periodo
de maceracdo em extrato hidroalcodlico. Os experimentos foram realizados em

duplicata sendo plotados a média e desvio padrao.

A busca de betacianinas dentro do género Alternanthera ja vem sendo
realizada por diversos pesquisadores em varios trabalhos cientificos como os
de Silva et al. (2005), Perotti et al. (2010) e Kleinowski et al. (2014). Porém,
ainda ndo haviam sido realizadas analises cromatograficas especificas, para
identificar quais e quantas betacianinas existem nos extratos hidroalcoolicos
dessas plantas, assim como o perfil de degradagédo destes pigmentos em um
tempo determinado.

Este pigmento, que até o momento sé havia sido encontrado por
CLAE/EM nas espécies do género Amaranthus (Pavokovi; Krsnik-rasol, 2011) é
ainda pouco explorado, porém, apresenta diversas aplica¢ces, principalmente,
como antioxidante e colorante natural. No entanto, o aproveitamento
farmacoldgico dessa molécula, depende de seu isolamento, purificacdo e
verificacdo de suas atividades biologicas etapas que ja podem ser realizadas

utilizando plantas de A. brasiliana como modelos biolégicos.
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4 Concluséo

Nesse estudo, ficou comprovado, por meio de CLAE-EM, que a
betacianina predominante, tanto em A. tenella quanto em A. brasiliana, é a
amarantina e que a melhor forma de identificacdo e quantificacdo deste
pigmento, nessas plantas, € a partir de maceracdo com o extrato hidroalcodlico
fresco. N&@o foi encontrado nenhum flavonoide nos extratos hidroalcodlicos de
A. tenella e A. brasiliana testados, no entanto, a presenca de amarantina pode
justificar as atribui¢cdes farmacoldgicas dadas pela medicina popular para essas

espécies medicinais.
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ARTIGO 2 — PLANT PHYSIOLOGY AND BIOCHEMISTRY

Metil jasmonato na sintese de amarantina e compostos flavonoidicos em

duas espécies de Alternanthera

RESUMO A elicitacdo de plantas com uso de moléculas como o metil
jasmonato (MeJa) tem apresentado éxito na busca de pigmentos naturais. No
presente estudo, duas plantas medicinais Alternanthera tenella e Alternanthera
brasiliana foram submetidas a tratamento com 100 pM de metil jasmonato
(MeJa) em zero, sete e 14 dias, com o objetivo de investigar a influéncia deste,
como elicitor, na producdo de amarantina, flavonoides e na atividade da
fenilalanina amoénia liase (FAL) em folhas e caules de ambas as espécies. Em
A. brasiliana constatou-se, pelo controle, que os maiores teores de amarantina
estdo presentes nos caules, e que a exposicdo ao MeJa ndo influenciou
significativamente no aumento dos teores deste pigmento. Para os compostos
flavonoidicos ndao houve nesta espécie, influéncia positiva da acdo do MeJa. Ja
a enzima FAL apresenta diferencas na sua atividade entre os 6rgdos, sendo
que o caule apresenta maior atividade desta enzima no tratamento sem
exposicdo ao MeJda. Em A. tenella, aos sete dias de tratamento, ndo houve
diferenca no teor de amarantina entre caules e folhas, porém, aos 14 dias apos
a aplicacdo do MeJa, as folhas incrementaram a producédo deste metabdlito,
diferindo-se dos caules. Os composto visualizados a 280 nm, na folha,
obtiveram uma elevacdo significativa dos seus picos jA4 aos sete dias de
exposicdo ao MeJa enquanto a FAL obteve aumento significativo somente aos
14 dias, no caule. A. brasiliana e A. tenella submetidas a sistema hidroponico
de raiz flutuante com 100 pM com MeJa sdo capazes de alterar o seu
metabolismo secundario, nos diferentes 6rgdos, aumentando o fluxo de
producdo de moléculas, como a amarantina e enzimas como a FAL. E possivel
monitorar o comportamento de compostos flavonoidicos através de CLAE,
nestas plantas, porém esta metodologia ndo possibilita a identificacdo de quais

flavonoides estéo presentes nos extratos hidroalcodlicos.

Palavras-chave: plantas medicinais, metabolitos secundarios, betalainas,

Fenilalanina amoénia liase (FAL), elicitacao.
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Influence of methyl jasmonate in the production of amarantin and

flavonoids in two species of Alternanthera genus

ABSTRACT The elicitation of plant metabolites using molecules like methyl
jasmonate (MeJa) has been proved as success in the search for natural
pigments. On this study, two medicinal plants, Alternathera brasiliana and
Alternathera tenella, were undergoing to treatment with 100 pM methyl
jasmonate (MeJa) by zero, seven, and 14 days in order to investigate its
influence as elicitor in the production of amarantin, flavonoids and in the activity
of phenylalanine ammonia lyase (PAL) in leaves and stems of both species. In
A. brasiliana it was found, on the control, which the largest amarantin levels are
present in stems, and the exposure to MeJa significantly influenced the
increased levels of this pigment. For flavonoid compounds, there was no
positive influence of MeJa action. The PAL enzyme presented difference on its
activity among the organs, wherein the stem has higher activity of this enzyme
in the treatment without exposure to MeJa. In A. tenella after seven days of
treatment there was no difference in content of amarantin between stems and
leaves, just at 14 days after application of MeJa, the leaves showed increased
in the production of this metabolite, differing of the stems. In leaves the
compounds observed at 280 nm, presented a significant increase in its peak as
early as seven days of exposure to MeJa, while PAL had significant increase
just at 14 days, on stem. A. brasiliana e A. tenella submitted to floating root
hydroponic system with 100uM in Meja are able to change their secondary
metabolism in different organs, increasing the production flow of molecules like
Amarantin, such as FAL enzymes. Is possible to monitor the behavior of
flavonoid compounds by HPLC, in these plants, but this method does not allow

the identification of flavonoids which are present in this hydroalcoholic extracts.

Keywords: medicinal plants, secondary metabolites, betalains, phenylalanine

ammonia lyase PAL, elicitation.
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1 Introducéo

Os conhecimentos adquiridos pela medicina popular sobre os
metabdlitos ativos das plantas, associados a biodiversidade e a biotecnologia,
ainda séo utilizados para a cura de enfermidades e constituem a matéria prima
para as novas descobertas da industria farmacéutica (Ritthiwigrom et al., 2013).

Recentemente, a preferéncia pelo uso de pigmentos oriundos dos
vegetais como colorantes naturais, na formulacdo de alimentos e
medicamentos, aumentou muito devido a desconfianga dos consumidores para
com os corantes fabricados sinteticamente, além de uma clara preferéncia da
populacao pelos possiveis beneficios dos produtos naturais (Sakuta, 2014).

As antocianinas e betalainas, duas familias de pigmentos produzidos
naturalmente pelas plantas, estdo no topo desta incansavel busca por
substancias que cumpram tanto a funcdo de corante atoxico quanto que
possuam outras atividades farmacologicas (Christensen et al.,, 2012) As
primeiras e mais conhecidas, compdem o maior grupo de pigmentos sollveis
em &gua do reino vegetal e sdo encontradas em maior quantidade nas
angiospermas, possuindo inumeras atividades bioldgicas in vitro e ex vitro
(Stintzing et al., 2005; Fracassetti et al., 2013, Li et al., 2013), ja as betalainas,
notavelmente estdo ligadas ao sequestro/eliminacdo de radicais livres e agao
antioxidante, no entanto, ainda pouco investigadas e exploradas Gandia-
Herrero e Garcia-Carmona, 2013).

Cabe salientar, que esses dois tipos de pigmentos ndo sao encontrados
juntos em uma mesma planta. As razdes evolutivas para a exclusdo mutua nao
foram devidamente explicadas; porém, ao nivel bioquimico, sabe-se que as
enzimas relevantes para a producdo das antocianinas nao tém seus genes
expressos em plantas produtoras de betalainas (Gandia-Herrero e Garcia-
Carmona, 2013).

Os pigmentos betalamicos sao nitrogenados, soliveis em &agua,
derivadas do aminoacido tirosina sendo, nas plantas, sintetizados no
citoplasma e armazenados nos vacuolos (Sant'anna et al., 2013). Ha dois tipos
de betalainas, as betaxanthinas, que sdo derivados de acido betalamico

condensado a diferentes aminas e aminoacidos apresentando coloracdo
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amarela e com espectro de absor¢cdo em um comprimento de onda maximo de
cerca de 480 nm.

J& as betacianina se formam quando o acido betalamico aparece
condensado com ciclo-dihidroxifenillalanina-(ciclo-DOPA) conferindo a essas
moléculas a coloracéo violeta e com um espectro de absorbancia centrado em
536 nm (Gandia-Herrero e Garcia-Carmona, 2013).

Algumas espécies da familia Amaranthaceae, caracterizadas pela
presenca de betalainas e flavonoides, pertencentes ao género Alternanthera, ja
estdo sendo utilizadas como modelos biolégicos para estudos sobre a fisiologia
do seu metabolismo secundario, tanto na produ¢gado como no armazenamento e
aproveitamento dessas moléculas naturais (Silva et al., 2005, Perotti et al.,
2010, Kleinowski et al., 2014).

Dentro deste género podemos destacar Alternanthera tenella Colla uma
planta medicinal conhecida como sempre-viva ou apaga-fogo (Siqueira, 1995)
e a espécie Alternanthera brasiliana (L.) Kuntze, popularmente conhecida como
penicilina (Delaporte et al., 2005), empregada popularmente para o tratamento
de infec¢cBes (Brochado et al., 2003).

Destaca-se também, nestas espécies, a presenca de compostos
fendlicos, grupo heterogéneo de entidades quimicas que somam
aproximadamente 10.000 compostos que possuem uma ampla gama de
aplicacdes bioldgicas, incluindo a capacidade de atuar como antioxidantes
adjuvantes em cura dos processos inflamatérios e modular genes de
importantes enzimas, tanto de plantas como em animais (McKay et al., 2015).

A grande maioria destes compostos € derivada do aminoacido
fenilalanina, via eliminacdo de uma molécula de ambnia com subsequente
formacdo de acido cinamico e p-cumarico. Esta reacdo €, principalmente,
catalisada pela enzima fenilalanina amonia liase (FAL) situada num ponto
chave entre o metabolismo primario e secundario (Myung-Min et al., 2008,
Sheng et al.,, 2009), essencial para a biossintese de compostos como 0s
fenilpropanoides e outros derivados fendlicos funcionais como os flavonoides
(Andrés - Lacueva et al., 2008).

Como ja mencionado, 0 crescente interesse no uso de pigmentos
naturais para a coloracéo de alimentos e a descoberta de novas moléculas com

potencial farmacoldgico impulsionam a busca de técnicas para aumentar a
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producdo destes compostos na propria planta (Georgiev et al.,, 2008,
Ramakrishna e Ravishanka, 2011).

Para tanto, segundo Lépez-Nicolas et al. (2013), entre as diferentes
estratégias utilizadas com este objetivo a que tem obtido maior éxito é a
elicitacdo de plantas com uso de moléculas como o metil jasmonato, um
composto bioativo, ligado a mecanismos de defesa dos vegetais, cuja
aplicacéo exogena pode afetar fisiologicamente o metabolismo secundério das
plantas e causar a biossintese de moléculas com alto valor farmacologico
inclusive de betacianinas e flavonoides em suspenséo celular (Bhuiyan e
Adachi, 2003).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi investigar a influéncia do metil
jasmonato (MeJa), como elicitor, na producédo de betacianina, flavonoides e na
atividade da fenilalanina amoénia liase em caules e folhas de A. tenella e A.

brasiliana.
2 Material e Métodos

2.1 Material Vegetal e condi¢gdes de cultivo

Como material vegetal, foram utilizadas plantas das espécies, A.
brasiliana e A. tenella, pertencentes ao Banco de Plantas in vitro do Laboratério
de Cultura de Tecidos da Universidade Federal de Pelotas, Brasil, as quais
foram micropropagadas em meio MS (Murashige e Skoog, 1962), com 30 g L™
de sacarose, 8 g L™ de Agar e 100 mg L™ de inositol. As plantas foram
mantidas em camara de crescimento com densidade de fluxo de fotons de 22
umol m? s, 16 h de fotoperiodo e temperatura de 25°C +2, por 30 dias.

ApOs este periodo, foram retiradas cerca de 120 plantas
micropropagadas de cada espécie e aclimatizadas em bandejas com
vermiculita esterilizada, durante quinze dias em sala de crescimento, sob
densidade de fluxo de fétons de 120 ymol m? s™ e fotoperiodo de 16 horas.
Posteriormente, as plantas foram transferidas para um sistema de
hidroponico de fluxo continuo com raizes flutuante e cultivadas com solucéo
nutritiva completa de Hoagland e Arnon (1938), como tratamento controle e a
mesma solucdo adicionada de 100 pM de metil jasmonato como tratamento

adicional, permanecendo nessas mesmas condi¢des de densidade de fluxo de
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fotons e fotoperiodo, por sete e 14 dias. As soluc¢des foram renovadas a cada
trés dias.

A unidade experimental foi composta de cinco vasos contendo quatro
plantas de A. brasiliana e A. tenella, separadamente (Fig. 1). Os tratamentos
foram relacionados ao tempo de exposicdo dessas plantas (zero, sete e 14
dias) a 100 pM do fitohormbénio MeJda. O experimento foi inteiramente
casualizado, para cada espécie, em esquema fatorial 2 X 3 (dois 6rgdos x trés
tempos de exposicdo). As coletas, de caule e folha, foram realizadas ao
término do tempo de exposicao.

Os dados biométricos foram submetidos a andlise de variancia e a
comparacao de médias pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de

erro, com auxilio do software estatistico WinStat (Machado e Conceicéo, 2002).

. F

FIGURA 1 - Plantas de Alternanthera brasiliana e Alternanthera tenella
submetidas ao sistema hidropénico de fluxo continuo com raiz flutuante, na

presenca de 100 uM de Metil jasmonato.

2. 2 Armazenamento e liofilizacao

Todo o material vegetal coletado foi armazenado em ultra-freezer
(-80°C) e, posteriormente liofilizado (Liofilizador L101, LioTop). Este processo
fisico permite que o material vegetal congelado, seja submetido a uma presséo
muito baixa (alto vacuo), fazendo com que a agua que foi transformada em
gelo seja sublimada, ou seja, passara diretamente do estado sélido para o
estado gasoso, resultando num produto final com uma estrutura porosa livre de
umidade e capaz de ser reconstituida pela simples adicdo de agua, sem perda
das propriedades quimicas dos metabdlitos e enzimas dos vegetais (Wanderley
etal., 2011).
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2.3 Quantificacdo de amarantina e flavonoides por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE).

A extracdo de amarantina e flavonoides foi realizada a partir de 0,25 g
de caules e folhas, liofilizadas, de A. brasiliana e A. tenella com tampéao acetato
de sodio 10 mM e pH 5,0, acrescido de Acido Ascorbico 10 mM. Estes foram
homogeneizados em Polytron® (Kinematica AG, Suiga), em dois pulsos de
10s, em velocidade média. O extrato foi passado em gaze e centrifugado a
120.000 g, por 40 min e o sobrenadante resultante foi filtrado em membrana
Centriplus YM-10 (Milipore), para remover as proteinas e assim ser usado para
a andlise dos pigmentos. Todas as andlises cromatograficas e
espectrofotométricas foram realizadas no Laboratério de Bioquimica e Biologia
Molecular da Universidade de Murcia-Espanha.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa foi realizada
de acordo com o método de Gandia-Herrero et al. (2007), em um aparelho
Shimadzu LC-10A, acoplado com um detector de arranjo de fotodiodos (DAD)
SPD-M10A (Shimadzu, Quioto, Japédo). Foi utilizado 25 pyL de extrato, em uma
coluna empacotada Kromasil 100 C-18 (250x 4,6mm), com particulas de 5 pm
(Tecnokroma, Barcelona, Espanha). Os gradientes foram formados por
solventes, tendo fase mével composta por agua ultrapura, acidificada com 0,05
% de acido trifluoroacético (solvente A) e acetonitrila acidificada com 0,05 % de
acido trifluoroacético (solvente B), com fluxo de 1 mL min™t e a leitura de
absorbancia para amarantina foi realizada em 536 nm e para flavonoides em

280 nm, conforme metodologia de Salvador et al. (2006).

2. 4 Quantificacdo da enzima Fenilalanina aménia liase por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE).

A quantificacdo da enzima fenilalanina amoénia liase (FAL EC 4.3.1.5.)
foi feita através da metodologia de Kovéacik e Klejdus (2012), modificada para
essa espécie (Cromatogramas no apéndice 1) e as analises realizadas no
laboratério de Bioquimica e Biologia molecular da Universidade de Murcia-
Espanha. Para tanto, a extracdo foi realizada a partir de 0,1 g de caules e
folhas de plantas de A. tenella e A. brasiliana, liofilizadas, maceradas com



65

polytron com 2 mL de tampédo borato a, 50 mM e pH 8,8, centrifugados a
13,000 g, por 15 min a 4°C.

A reacéo foi realizada com adi¢édo de 250 pL de tampao borato com 175
uL de extrato e depois acrescido de fenilalanina 50 mM. Apos uma hora, para
parar a reacao, foi adicionado ao homogeneizado, 25 pL de acido cloridrico 2N.

A quantificagdo da FAL foi através de cromatografia liquida de fase
reversa, onde foi usada uma coluna de fase reversa C-18 (250 X 4,6mm) com 5
um de tamanho de particula. Em gradiente linear de 25 mim onde a fase mével
foi composta por agua ultrapura, acidificada com 0,05 % de acido
trifluoroacético (solvente A) e acetonitrila, acidificada com 0,05 % de acido
trifluoroacético (solvente B), com fluxo de 1 mL min™ com a taxa de fluxo de 1

mL min *

, € 0 volume de injecao de 20 pL do homogeneizado. Foram utilizados
como padrdes a fenialanina 50 mM e o acido cindmico (1 mg 100 mL™),
analisadas nas mesmas condicbes descritas acima. Os resultados foram

expressos em pmol de 4cido cindmico por grama de massa seca de planta.
3 Resultados e Discussao

3. 1 Quantificacdo do pigmento amarantina por cromatografia liqguida de
alta eficiéncia (CLAE).

Observou-se que o teor de amarantina na espécie A. brasiliana é maior
nos caules do que em folha no tempo zero (controle) e que a exposi¢cao ao
MeJa por 7 e 14 dias néo influenciou significativamente para aumento dos
teores deste pigmento, neste 6rgdo. Por outro lado, em folhas, notou-se um
incremento significativo do teor de amarantina apos sete dias em contato com
Meja (Fig. 2A). As maiores médias alcangcadas foram de 287,62 pmol de
amarantina g MS em caules e 280 umol de amarantina g* MS em folhas aos
sete dias.

O fitohormbnio metil jasmonato ja foi utilizado com sucesso em A.
philoxeroides para aumentar a sintese de amarantina. Perotti (2010), testou
diferentes concentrag¢des (0; 0,01; 0,1; 1; 10; 100 yM) de MedJa nessas plantas
cultivadas in vitro, por 35 dias e constatou que a concentragao de 100 uM de

MeJa quadruplicou os teores deste pigmento em caules desta espécie.
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As diferencas entre a acdo do elicitor e os teores de amarantina, entre
os 6rgdos na mesma planta, pode ser explicada por Vasconsuelo e Boland
(2007) que preconizam que a percepcao do vegetal para o sinal do elicitor é a
primeira etapa para que se inicie uma cascata de transducdo de sinais ligados
ao seu metabolismo. Porém, esta resposta ndo depende somente do tecido
vegetal ou orgdo em perceber o estimulo exdégeno e aumentar a producado de
seus compostos de defesa. Para as plantas medicinais, outros fatores
bioquimicos tém de ser levados em consideracdo. Segundo Verpoorte e
Maraschi (2001), por exemplo, se o metabdlito em questdo, possui uma unica
via biossintética e também se este composto tem utilidade perante o estresse
que a planta foi submetida.

Sabe-se que a amarantina € uma betacianina sintetizada a partir da
juncdo espontanea do ciclo-dopa ao &cido betalamico, sendo essa via
biossintética bastante complexa e ramificada capaz de produzir inimeros tipos
de betacianinas, porém, frente ao estresse provocado por um elicitor como o
MeJa, moléculas, como a amarantina, sdo de extrema importancia, pois atuam
como protetores celulares, capturando os radicais livres (Xiong-Wei et al.,
2013). Essa hipGtese é corroborada pelos resultados do presente trabalho,
devido ao aumento da sintese desse pigmento nas folhas, conforme o aumento
dos dias de tratamento com o elicitor.

Verificando o acumulo de betacianina em A. philoxeroides in vitro, sob
elicitacdo de tirosina, Kleinowski et al. (2014) também encontraram diferencas
significativas nos teores desses pigmentos entre caules e folhas, constatando
um expressivo acumulo de betacianina nos caules. Os autores desse trabalho
ponderam, que a capacidade de sintese de amarantina por uma planta nao é
bem elucidada até o presente momento, no entanto € esperado haver um limite
celular de producdo e acumulo desse composto. Teoria que foi evidenciado em
A. brasiliana com a diminuicdo da produtividade do pigmento de amarantina
nos caules com o passar dos dias de contato com elicitor.

No presente trabalho, quando analisado os teores de amarantina na
espécie A. tenella, sem aplicacdo exdégena do Melda, e aos sete dias de
tratamento, percebe-se que ndo ha diferenca significativa do teor deste

pigmento entre caules e folhas e que somente aos 14 dias apos a aplicacdo do
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Meja as folhas incrementam a producdo deste metabdlito diferindo-se dos
caules (Fig. 2B).

A eficacia do uso de elicitores como uma ferramenta para aumentar a
sintese de produtos naturais, nos vegetais, depende de uma complexa rede de
interacao fisioldgica entre a molécula utilizada e o metabolismo secundario da
planta (Zao et al.,, 2005). E importante salientar que de acordo com
Vasconsuelo e Boland (2007), a espécie, o estadio de desenvolvimento e o
orgao vegetal a ser analisado apresentam nitida influéncia sobre a resposta ao
elicitor.

Além disso, a resposta a um determinado agente elicitor pode variar de
espécie para espécie e é crucial determinar as concentracdes adequadas para
aperfeicoar a producao (Namdeo, 2007).

O tratamento de plantas com elicitores abiéticos € muito utilizado como
estratégia para a producao de metabdlitos secundarios, sendo esta producao
relacionada a inducdo de genes responsaveis pela resposta de defesa,
ativando a via dos metabdlitos secundarios (Qian et al., 2006).

Em estudo realizado por Kleinowski et al. (2014) usando tirosina como
elicitor, no meio de cultivo da espécie A. tenella, constataram que 50 uM deste
aminoacido foi suficiente para incrementar a producéo cerca 14% a mais que 0
controle. Também em plantas de A. tenella cultivadas in vitro, a aplicagédo
exdgena do fitohormdnio acido salicilico foi testada por Rodrigues-Brandao et
al. (2014), relataram que esta molécula na concentracéo de 300 uM é capaz de
induzir resposta positivas na producdo de amarantina com um aumento de em

médial0% em relacdo ao controle.
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FIGURA 2- Teores de amarantina em plantas de Alternanthera brasiliana (A) e
Alternanthera tenella (B), submetidas a sistema hidroponico com raiz flutuante,
com 100 uM de metil jasmonato (MeJa) aos zero, sete e 14 dias. Médias
seguidas das mesmas letras minuUsculas para cada 6rgdo dentro do mesmo
tempo e mailscula em cada o6rgdo nos diferentes tempos, nédo diferem
estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). MS=

Massa Seca.

De acordo com Cheong e Choi (2003) o MeJa é um regulador de
crescimento enddgeno responséavel por processos de inibigcdo de crescimento e
acumulo de biomasssa e até mesmo considerado um acelerador do
envelhecimento celular. Por isso, segundo Bhuiyan e Adachi (2003), essa

caracteristica torna o MeJa um elicitor arriscado em cultura de tecidos e células
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vegetais, ja que o contato permanente com o tecido vegetal, por um tempo
prolongado pode causar uma toxidez na planta, atrapalhando o
crescimento/desenvolvimento do vegetal e o acumulo de moléculas de
interesse.

Uma alternativa para amenizar este tipo de problema na estratégia de
elicitacdo de betacianinas, através do MeJa, é recorrer a outras formas de
cultivo, como o utilizado neste trabalho, com sistemas hidropdnicos com raizes
flutuantes em plantas inteiras, ou com biorreatores de imersdo temporaria,
onde o meio de cultivo com a molécula elicitora, ndo ficam permanentemente
em contanto com as plantas, evitando assim maiores prejuizos no crescimento

e desenvolvimento das mesma (Pavokovi e Krsnik-Rasol, 2011).

3.2 lIdentificacdo de flavonoides por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE)

N&o foram identificados neste estudo, com a metodologia citada,
nenhum flavonoide conhecido e relatado em espécies do género Alternanthera,
porém alguns picos visualizados com leitura no comprimento de onda de 280
nm em CLAE apresentaram perfil semelhante aqueles relatados para as
Alternanthera Brasiliana (Facundo et al.,, 2012) e Alternanthera tenella
(Salvador et al., 2006, Kumar et al., 2011). Em raz&o disso, foi definido referir-
se a esses como “‘compostos flavonoidicos”.

Na espécie A. brasiliana, foi visualizado um pico (I) (Cromatograma no
apéndice 3), com tempo de retencdo de 20,53 min, com caracteristicas
flavonoidicas e foi identificado em caules e folhas, sendo que no tempo zero
nao houve diferenca em sua absorbancia nestes 6rgaos. Com a exposicao de
sete e 14 dias ocorreu uma queda da sua absorbancia no caule sendo que a
folna manteve os niveis deste composto iguais ao controle (Fig. 3A). O pico
dois (Il), com caracteristicas semelhantes identificadas nestes extratos,
apresentam tempo de retencdo de 24,45 (Cromatograma no apéndice 3), com
perfil analogo o para as folhas, conservando o0s seus teores ao longo dos
tratamentos e diferindo significativamente do apresentado pelos caules. Porém,
aos 14 dias de exposicdo ao MeJa, ocorreu acumulo maior desta molécula nos

caule, que se equiparou aos teores deste metabdlito as folhas (Fig. 3B).
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FIGURA 3 — Absorbancia de compostos flavonoidicos néo identificados | (A) e
compostos flavonoidicos ndo identificados Il (B) em plantas de Alternanthera
brasiliana submetidas a sistema hidroponico com raiz flutuante, na presenca de
100 pM de metil jasmonato aos zero, sete e 14 dias. Médias seguidas das
mesmas letras mindsculas para cada 6rgdo dentro do mesmo tempo e
maiuscula em cada 6rgdo nos diferentes tempos, ndo diferem estatisticamente
entre si, de acordo com o teste de Tukey (p<0.05). muA= mili unidades de

absorbéancia

Nas plantas da ordem Caryophyllales, como as espécies em estudo,
alguns flavonoides como as antocianinas, podem ser substituidos pelas
betalainas, por exemplo, amarantina, que apresentou incremento ao longo dos
tratamentos. Além disso, como sugerem Rodrigues-Brandéo et al. (2014), o
aumento do tempo de exposicdo ao elicitor pode ser desfavoravel para o

aumento dos flavonoides e benéfico para a formacao de betacianina, podendo
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ter ocorrido uma rota preferencial para este composto, a partir da tirosina, que
pode ser precursor comum entre ambos.

Em outro trabalho, buscando elicitagdo dos compostos secundarios
realizado com uma planta medicinal asiatica, Lemna paucicostata Hegelm. Suh
et al. (2013) sugeriram que a elicitacdo por metil jasmonato, nesta planta,
estimula a via dos fitoesteroides em detrimento das vias fendlicas e ainda
constataram que essas duas vias, possuem enzimas em comum como a
cumarato 3-hidroxilase e hidroximetilglutaril-CoA redutase (HMGR).

E importante ressaltar que o MeJa é um fitormdnio conhecido por induzir

a cascata do acido octadecanoide que leva a expressao de genes relacionados
a resisténcia a pragas e doencas (Thomma et al., 2000) e na producédo de
moléculas secundarias de defesa, que vao além dos compostos fendlicos.
Incluindo terpenos, alcaloides e outros.
Nas plantas de A. tenella sé foram visualizados no comprimento de onda 280
nm, picos salientes nas folhas, sendo o pico | visualizado no tempo de retencao
de 33,43 mim e observou-se elevacao significativa deste pico no tempo de sete
dias de exposicdo ao MeJa (Fig. 4A). J& o pico I, visualizado com tempo de
retencdo de 38,47 min (Cromatograma no apéndice 4), se mostrou mais
responsivo ao tratamento e elevou seus valores ao longo do tratamento (Fig. 4
B).
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FIGURA 4 — Absorbancia de compostos flavonoidicos nao identificados | (A) e
compostos flavonoidicos nédo identificados 1l (B) em folhas de Alternanthera
tenella submetidas ao sistema hidrop6nico com raiz flutuante, na presenca de
100 uM de metil jasmonato aos zero, sete e 14 dias. Médias seguidas de letras
iguais nao diferem estatisticamente, de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).

muA= mili unidades de absorbancia

Segundo Vasconsuelo e Boland (2007), ndo é féacil estabelecer uma
diferenca entre inducdo de metabdlitos secundarios por elicitacdo ou
incremento destes compostos secundarios constitutivos por acdo elicitora, no
entanto, percebe-se neste trabalho, que a aplicacdo exdégena do metil
jasmonato alterou a sintese destes produtos.

Sabe-se ainda que a inducdo de metabdlitos secundarios pela via de
sinalizacdo do MeJa né&o se limita a certos tipos de compostos, mas inclui uma
vasta variedade de produtos secundarios de plantas, incluindo flavonoides,
alcaloides, e fenilpropanoides, além de muitos outros tipos de metabdlitos
secundarios na maioria das plantas (Zao et al., 2005).Como por exemplo: o 4—
cumaril-putrescina em, folhas de cevada (Lee et al., 1997), o alcaloide
pilocarpina nas folhas de Pilocarpus jaborandi Holmis. (Avancini et al., 2003) a
artemisina em folhas de Artemisia annua L. (Wang et al., 2010). Cabe salientar
gque como ndo foi identificado, neste trabalho, um composto flavonoidico
conhecido, houve um prejuizo no acompanhamento do perfil dessas entidades
nas espécies em estudo, tornando-se muito dificil relacionar o seu incremento

ao estresse causado pelo metil jasmonato.
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3.3 Quantificacdo da enzima fenilalanina amdnia liase por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Com relagéo a quantificacdo da enzima fenilalanina amoénia liase (FAL),
na espécie A. brasiliana, nota-se diferencas na atividade desta enzima entre os
orgaos, caules e folhas, sendo que o caule apresenta maior atividade desta
enzima produzindo em média 0,105 pmol de &cido cinamico g* MS, nas
plantas sem a presenca do elicitor.

Observa-se que nas folhas ao longo da exposicdo ao MeJa interferem
na atividade da FAL, sendo que aos 14 dias ocorreu um significativo aumento
de 0,089 pmol g* MS no actimulo de &cido cinamico, produto imediato da acdo
desta enzima na planta (Fig. 5A). J& na espécie A. tenella a atividade da
enzima ndo diferiu significativamente entre os 0rgdos e o0s tempos de
exposicao de zero e sete dias avaliados, porém a atividade da FAL aumentou
no caule no maior periodo de exposi¢cdo ao MeJa, medidos neste trabalho (Fig.
5B).

A enzima FAL transforma L-fenilalanina em acido trans-cindmico com a
remocao da molécula de amoénia, sendo este o primeiro passo na biossintese
dos fenilpropanoides. Cabe a ela também a funcdo na regulacdo entre o
metabolismo primario e secundario devido ao seu papel na sintese de grupos
de outros metabdlitos secundarios também de interesse farmacolégico como
fendis e flavonoides presente nas espécies de Alternanthera investigadas
nesse trabalho (Salvador et al., 2006, Kumar et al., 2011, Facundo et al., 2012).

Compete aqui frisar que na mesma espécie ocorre variagdo do contetdo
desta enzima em diferentes partes da planta que reage inibindo ou ativando a
atividade dessas, dependendo da situacdo de estresse e o tempo ao qual a
planta estd exposta (Janas et al., 2010). Nas plantas de Alternanthera deste
estudo, somente aos 14 dia de contato com o MeJa houve aumento da

atividade da FAL, diferentemente entre os 6rgaos, evidenciando esta situagéo.
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FIGURA 5 — Atividade da enzima fenil alanina amoénia liase em plantas de
Alternanthera brasiliana (A) e Alternanthera tenella (B), submetidas ao sistema
hidropbnico com raiz flutuante, na presenca de 100 uM de metil jasmonato
(MeJda) por zero sete e 14 dias. Médias seguidas das mesmas letras
minuUsculas para cada 6rgdo dentro do mesmo tempo e mailscula em cada
orgao nos diferentes tempos, ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo

com o teste de Tukey (p<0.05).

Em plantas de Matricaria chamomilla L, cultivadas em hidroponia e
expostas a 60 umol de Cobre, por 24 horas, Kovacik e Klejdus, (2012) néo
encontraram variagdo no conteldo desta enzima nos diferentes 6rgaos
testados e justificaram que seria necessario um tempo maior de exposi¢cdo a
este elicitor para que ocorresse alguma alteracao significativa na atividade da
FAL.
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Outro fator pertinente a esta enzima € que sua atividade € dependente
de suas cinco isoformas, em muitos organismos a FAL tem apresentado
condicdes 6timas de atividade, diferentes para cada espécie, tecido ou 6rgéo
(Bagal et al., 2012). Sabe-se também, que a sintese e a atividades das isoformas de
enzimas como a FAL presentes nas plantas de acordo com Gerasimova et al., 2005,
variam quantitativa e qualitativamente de acordo o estadio fisiologico e a influéncia do
ambiente, por fatores como incidéncia de luz, temperatura, pH ou qualquer outro tipo
de estresse.

A baixa resposta desta enzima ao elicitor MeJa, nas espécies testadas,
pode estar associada ao carater constitutivo da FAL, ficando essa
compartimentalizada nos vacuolos, sendo necessarios outros fatores de
ativacdo na planta como aumento do nivel de aminoacido L-fenilalanina, por

exemplo (Ferrer et al., 2008).

4 Conclusodes

Plantas de A. brasiliana e A. tenella submetidas a sistema hidropdénico
de raiz flutuante com 100 uM do fitohormdnio metil jasmonato sdo capazes de
alterar o seu metabolismo secundario, nos diferentes érgdos, aumentando o
fluxo de producio de moléculas, como a amarantina e enzimas como a FAL. E
possivel monitorar o comportamento de compostos flavonoidicos através de
CLAE, nestas plantas, porém esta metodologia ndo possibilita a identificacdo

de quais flavonoides estao presentes nos extratos hidroalcodlicos.
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6. Apéndices
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Apéndice 1- Cromatograma do padréo de acido cinAmico no modo isocratico de
acordo com Kovécik e Borivoj (2012), medidos em mili unidade de Absorbancia
(muA).
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Apéndice 2- Cromatograma do padrdo de acido cindmico em gradiente linear
de 25 min com 100% de A (Agua e 0,05% de TFA - 4cido trifluor acético) a 57%
de A e 43% de B (acetonitrila e TFA 0,05%), medidos em mili unidade de
Absorbancia (muA). Metodologia de Kovacik e Borivoj (2012) adaptada neste

trabalho.



83

3e+5 q

3e+5 A

2e+5 A

2e+5 A

mAU

le+5 A

1L | |

-5e+4 T T T T 1
0 20 40 60 80

tempo (min)

Apéndice 3 — Cromatograma a 280nm, do extrato hidroalcodlico de folhas de
Alternanthera brasiliana submetidas ao sistema hidroponico com raiz flutuante,
na presenca de 100 pM de metil jasmonato, medidos em mili unidade de
Absorbéancia (muA).
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Apéndice 4 — Cromatograma a 280nm, do extrato hidroalcodlico de folhas de
Alternanthera tenella submetidas ao sistema hidropénico com raiz flutuante, na
presenca de 100 pM de metil jasmonato, medidos em mili unidade de
Absorbéancia (muA).



ARTIGO 3 — REVISTA QUIMICA NOVA

PURIFICACAO E ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE AMARANTINA EXTRAIDA

DE Alternanthera brasiliana
RESUMO Alternanthera brasiliana (Amaranthaceae) conhecida popularmente
como penicilina ou doril € uma planta utilizada com frequéncia na medicina
popular. A fracdo polar do extrato desta planta apresenta pigmentos da classe
das betalainas: corantes alimenticios, com vasta gama de atividades biologicas
desejaveis. No entanto, mesmo ja tendo sido comprovada a atividade
antibidtica dos pigmentos betalamicos, ainda ha uma caréncia de estudos para
verificar a eficacia desses pigmentos naturais isoladas de A. brasiliana. O
objetivo do presente trabalho foi determinar as betalainas existentes no extrato
hidroalcoodlico de A. brasiliana, purificar a principal betacianina e testar sua
atividade antibacteriana. A presenga da amarantina foi verificada no extrato
hidroalcodlico de A. brasiliana e confirmada por com cromatografia liquida de
alta eficiéncia e espectrometria de massa, enquanto a purificacdo foi realizada
pela cromatografia de troca ibnica e comparada a amarantina padrdo. O uso
deste pigmento purificado e dos extratos aquosos de caule e folha de A.
brasiliana ndo inibe o crescimento das bactérias Escherichia coli, Listeria
monocytogenes e Salmonela sp. no entanto, outros testes biolégicos podem
ser realizados com essa molécula purificada, para elucidar melhor, sua

importancia farmacoldgica e possivel aplicacdo na industria nutracéutica.

Palavras-chaves: Betalainas, amaranthaceae, betacianinas, purificacdo de

amarantina
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PURIFICATION AND ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF AMARANTIN ISOLATE
FROM Alternanthera brasiliana.

ABSTRACT Alternanthera brasiliana (Amaranthaceae) is popularly known as
penicillin or Doril and is often used in folk medicine. The polar fraction of this
extracto this plant has metabolic such as the betalains class, used as food dye,
and with a wide range of desirable biological activities. However, even having
already been proven antibiotic activity of betalamic pigments, there is still a lack of
studies to verify the effectiveness of these natural pigments isolated from A.
Brasiliana. The objective of this study was to determine the betalains existing in
the hydroalcoholic extract of A. brasiliana, purify the main betacyanin and test its
antibacterial activity. The presence of amarantin was verified in the hydroalcoholic
extract of A. braziliana and confirmad by high performance liquid chromatography
linked to mass spectrometry, while this pigment was purified by ion exchange
chromatography and compared to pure amarantin. The use of this purified pigment
and aqueous extracts of the stem and leaves of A. Braziliana sheet does not
inhibit growth of the bacteria Escherichia coli, Listeria monocytogenes and
Salmonela sp. however, other biological assays may be performed with the
purified molecule, to elucidate better, pharmacological significance and possible of

the application in the nutraceutical industry.

Keywords: betalains, amaranthaceae, betacyanins, pigment purification,
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INTRODUCAO

Desde os tempos mais remotos as plantas medicinais sdo uma inexoravel fonte
de recursos para tratar diversas doencas, onde, diferentes partes e moléculas
desses vegetais sdo utilizadas para amenizar e curar enfermidades®. Nesse
contexto se insere a espécie Alternanthera brasiliana L. kuntze
(Amaranthaceae), uma planta medicinal herbacea, popularmente utilizada para
o tratamento de inflamacdes, dores e processos infecciosos?.

Os ensaios farmacolégicos, com essa planta, provaram a atividade antibiética
semelhante a da tetraciclina® e é assim que A. brasiliana é popularmente
conhecida no Brasil, como "tetraciclina "e/ou "penicilina”. Consoante a isso,
muitos trabalhos ja confirmam a acéo inibitéria, de diversos extratos dessa
planta, em bactérias gram-positivas e negativas 0 que a torna de vital
importancia no screening de moléculas que possam substituir ou melhorar os
antimicrobianos disponiveis®.

Estudos fitoquimicos das fracdes polares desses extratos tém revelado além de
outras moléculas, a presenca de pigmentos da classe das betalainas®,
pigmentos nitrogenados caracteristicos da familia Amaranthaceae e que séo
empregados como corantes alimenticios, exibindo vasta gama de atividades
biolégicas desejaveis, incluindo atividade bactericida®.

As betalainas sdo pigmentos hidrossollveis, quimicamente estaveis em um
intervalo amplo de pH e possuem uma férmula geral que contém a estrutura do
acido betalamico acompanhado de um substituinte que pode ser de um simples
hidrogénio a uma complexa molécula glicosilada "2

Desta forma, as betalainas podem ser divididas em dois grupos estruturais: as
betacianinas (vermelho ao vermelho violeta) e as betaxantinas (amarelo) sendo
que as betacianinas podem ser classificadas por sua estrutura quimica em
quatro tipos: betanina, amarantina, gonferina e bougainvilina. Até o momento
sao descritos aproximadamente 50 tipos de betacianinas (vermelhos) e 20 tipos
de betaxantinas (amarelos)®.

O fato é que muitos desses pigmentos naturais, além de atribuir cor ao produto,
possuem propriedades benéficas & satde humana®® como antioxidantes,
antibidticas, dentre outras, 0os que 0 tornam muito mais conveniente e

interessante, para o fabricante e para o proprio consumidor, pois ajuda a
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melhorar a aparéncia dos insumos e podem ajudar a equilibrar a saude de
quem os consome'’. Além do interesse medicinal, o aumento da utilizacdo
desses e outros pigmentos naturais sdo de notavel relevancia econémica, com
aplicacdo em varios setores, desde alimenticio quanto farmacéutico,
pertencendo a uma industria multimilionaria com crescimento anual em torno
de 10% ao ano *.

No entanto, mesmo ja tendo sido comprovada a atividade antibiética dos
pigmentos betalamicos'®, ainda h4 uma caréncia de estudos para verificar a
eficacia desses pigmentos naturais isolados e purificados de plantas
medicinais**. Algumas espécies do género Alternanthera ja estdo sendo
utilizadas como modelos biol6gicos para estudos sobre a fisiologia do seu
metabolismo secundario e, possivel, aproveitamento dessas moléculas

1517 'No entanto, ndo foram encontrados relatos, na literatura, de

naturais
betalainas isoladas de A. brasiliana e tampouco de sua possivel atividade
antibacteriana.

Com isso, o objetivo do presente trabalho foi determinar as betalainas
existentes no extrato hidroalcodlico de A. brasiliana, extrair e purificar a

betacianina principal, além de verificar sua atividade antibacteriana.
PARTE EXPERIMENTAL
Material Vegetal

Foram utilizadas plantas de A. brasiliana pertencentes ao Banco de Plantas in
vitro do Laborat6rio de Cultura de Tecidos Vegetais da Universidade Federal de
Pelotas, Brasil. As plantas foram micropropagadas em meio Murashige e
Skoog (MS) *8, sem regulador de crescimento, com 30 g L™ de sacarose, 7 g L°
! de &gar e 100 mg L™ de inositol, mantidas em camara de crescimento com

densidade de fluxo de fétons de 22 pmol m? s™

, 16 h de fotoperiodo e
temperatura de 25 °C + 2, por 30 dias. Posteriormente, foram retiradas do meio
de cultura e suas raizes lavadas em agua corrente, para retirada dos residuos
de meio de cultura, sendo transferidas para bandejas de plastico (20 x 7 x 3
cm), contendo como substrato vermiculita, as quais foram mantidas sob

densidade de fluxo de fétons fotossinteticamente ativo de 120 pmol m?ste
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fotoperiodo de 16 horas. A irrigacdo das plantas foi todos os dias e dia e era
acrescida solucéo nutritiva de Hoagland®®, meia forca, a cada trés até que elas
completassem 60 dias.

Armazenamento e liofilizac&o

Apés 60 dias, foi realizada a coleta do material vegetal, afericdo de sua massa,
manutencdo por 48 horas em ultra-freezer (-80°C) e posterior liofilizacao
(Liofilizador L101, LioTop), o produto final resultou em uma estrutura porosa,
livre de umidade e capaz de ser reconstituido pela simples adicdo de agua®,
sem perda das propriedades quimicas dos metabdlitos secundarios,
principalmente seu contetdo de betacianinas. ApOs esse procedimento o

material foi armazenado em freezer (-20° C).
Preparo dos extratos hidroalcodlicos

Para o0 preparo do extrato hidroalcodlico de A. brasiliana foram
homogeneizadas 0,25 g de parte aérea liofilizada em 7 mL de tamp&o acetato
de sodio (pH 5,0 e 10 mM) contendo acido ascorbico 10 mM, acrescido de 3
mL de metanol P.A., grau HPLC, totalizando 10 mL de solvente extrator por
amostra, utilizando-se tubos para centrifuga tipo Falcon® de 15 mL.
A homogeneizagdo das amostras foi realizada por meio de um Polytron®
(Kinematica AG, Suica), com dois pulsos de 10 segundos.

Identificacdo dos pigmentos betalamicos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE)

O extrato obtido foi filtrado em gaze e centrifugado a 120.000g, por 40 min. Os
sobrenadantes foram passados em membrana Centriplus® YM-10 (Milipore),
para remover as proteinas e as impurezas. Os padrbes de betacianinas
testados foram amarantina, betanidina e betanina na concentracéo
de 1 ug mL™* até 5 ug mL™, para cada. Todas as andlises cromatograficas e
espectrométricas foram realizadas no Laboratério de Bioquimica e Biologia

Molecular da Universidade de Murcia-Espanha.
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A cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa foi realizada de
acordo com a metodologia de Gandia-Herrero ** em um aparelho Shimadzu
LC-10A, acoplado com um detector de arranjo de fotodiodos (DAD) SPD-M10A
(Shimadzu, Quioto, Japdo). Foram utilizados 25 pL de extrato hidroalcodlico de
A. brasiliana em uma coluna empacotada Kromasil 100 C-18 (250 x 4,6 mm),
com particulas de 5 um (Tecnokroma, Barcelona, Espanha). A fase movel foi
composta por agua ultrapura, acidificada com 0,05 % de &cido trifluoroacético
(solvente A) e acetonitrila, acidificada com 0,05 % de acido trifluoroacético
(solvente B), com fluxo de 1 mL min™. As leituras de absorbancia foram

realizadas em 536 nm, em triplicata.

Espectrometria de massa por cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(EM/EM)

As analises foram conduzidas em um espectrémetro Agilent VL 1100 (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA). As condi¢cdes de eluicdo empregadas foram as
mesmas da andlise anterior. A interface entre o CLAE e o espectrometro de
massas consistiu de uma fonte de ionizagao por eletrospray, a 3,5 kV, com
uma taxa de fluxo de 0,8 mL min™. Os espectros de massa foram adquiridos no
modo positivo de ionizacdo, com varredura completa na faixa de 60-1000 m/z.

Para a deteccao, a tens&o multiplicadora de elétrons foi de 1350 V 2.
Preparo do extrato para cromatografia liquida rapida de proteinas (CLRP)

Com o intuito de isolar e purificar a betacianina majoritaria de A. brasiliana foi
preparado um extrato com maior quantidade de massa/volume de extrato
hidroalcodlico de A. brasiliana. Esse extrato foi dividido em 6 tubos de
centrifuga, tipo Falcon® com 30 mL e 0,75 g de massa de plantas em cada,
totalizando 4,5 g em 180 mL do extrator tampao (m/v). A metodologia de
homogeneizacédo e centrifugagcédo foi as mesmas ja relatadas anteriormente.
Posteriormente o extrato foi levado a residuo em evaporador a vacuo, a
temperatura ambiente, e redissolvido em 50 mL de agua ultrapura. Esse extrato
foi desproteinizado com célula de Amicon 8400° e apés foi filtrado em uma

coluna C18 com agua acidificada e 15% de metanol em um volume de 35 mL,
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onde foi recoletada 80 mL da fracdo filtrada em C18. Esta fracdo foi

neutralizada, evaporado a vacuo até o volume final de 12 mL.

Purificacdo de amarantina por cromatografia liquida rapida de proteinas
(CLRP)

A purificagdo de amarantina foi realizada pela cromatografia de troca ionica
com o aparelho de Cromatografia liquida rapida de proteinas, Akta Purifier
(Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia). O aparelho é operado pelo
software Unikorn versdo 3.00 e a CLRP foi realizada de acordo com Gandia-
Herrero %%, porém com modificacbes no pH do solventes. Foi utilizada uma
coluna de 5 mL Q-Sepharose, de fluxo rapido, com agarose reticulada com
grupos de amonio quaternario como permutador e tamanho de particula de 90
um, adquirido de Amersham Biosciences. Os eluentes utilizados foram Tampao
fosfato 100 mM pH 6,0 (solvente A) e Cloreto de Sédio 2 M (solvente B)
fitrados e sonicados para retirar impurezas e diminuir 0s gases,
respectivamente. Depois da injecdo do extrato descrito na metodologia anterior,
0 processo de eluicdo em gradiente linear onde 0% de B em 10 min até 60% de
B por 5 min, retornando a 100% de A por 10 min em uma taxa de fluxo de 2 mL
min™ & 280 e 536 nm.

O volume de looping injetado foi de 2 mL, por corrida, e foram coletados 2,5 mL
de cada fracdo para posterior filtragem em coluna C18, para retirada do Cloreto
de Sddio, neutralizado e analisado para comparar com o padrdo de amarantina
em CLAE.

Teste de sensibilidade bacteriana pelo método de contagem de coldnias

Foram utilizadas linhagens bacterianas padroes das espécies Escherichia coli,
Listeria monocytogenes e Salmonela sp., todas mantidas em estoque no
Laboratério de Imunologia aplicada, do Centro de Biotecnologia da
Universidade Federal de Pelotas.

Por ocasido dos experimentos, as linhagens eram inoculadas em Brain Heart
Infusion (BHI) e incubadas a 35°C/18-24 horas. Antes de serem utilizadas para

0s tratamentos as coldnias das trés espécies de bactérias receberam, cada
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uma, trés lavagens com tampéao fosfato salino pH 7,0 PBS (PBS = 0,01 M
Ko.PO, + KPOg4, + NaCl 0,85%) e foram ajustadas em espectrofotdmetro até a
densidade optica (DO) de 1,0.

Para os testes de sensibilidade bacteriana foram utilizadas microplacas com
fundo em "U" esterilizadas, com 96 pocos (TPP®). Para cada bactéria foi
utilizado um total de 15 orificios, que receberam a propor¢cdo de 100 pL de
bactéria e 100 pL, dos respectivos tratamentos, em triplicata: extrato aquoso de
folha de A. brasiliana, extrato aquoso de caule de A. brasiliana e amarantina
purificada de A. brasiliana, como controle positivo (gentamicina), controle
negativo (soro PBS).

As microplacas foram incubadas por 2 horas a 35°C. Em seguida foram
coletados aliquotas de 100 pL dos pocos, de todos os tratamentos, das trés
cepas bacterianas, para realizar as diluicbes seriadas de, em tubos de 1 mL
contendo 900 pL de solugdo salina estéril e 100 pL de cada um dos
tratamentos. Dessas, foram semeadas 100 pL da diluicdo 1,0 x10° até
1,0x 10% em quatro repeticdes, em placas de Petri contendo BHI, para

posterior contagem das col6nias?>.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Identificacdo dos pigmentos betalamicos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE).

Os extratos hidroalcodlico da parte aérea da espécie A. brasiliana foram
analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia para avaliar o perfil das
betacianinas a 536 nm. E os perfis cromatograficos destes extratos, revelaram
a presenca de dois picos predominantes com tempo de retencédo (T,) de 15
min., pela analise cromatogréfica. Nas condicfes cromatogréaficas ja descritas e
guando comparados aos padrbes de betacianinas, este T, € caracteristico do
pigmento amarantina (betanidina-5-O-3-glicuronosilglicosideo) e sua isoforma
isoamarantina (Figura 1).

Cabe ressaltar que nesses extratos de A. brasiliana (536 nm) foram
visualizados outros picos, com tempos de retencdo diferentes, porém os picos

de maior intensidade e abundéancia destacados aqui s&o 0s que possuem 0
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mesmo tempo de retencdo do padrdo purificado do pigmento amarantina,
determinando a presenca desta molécula nos extratos hidroalcodlicos destas
plantas (Figura 2).

Outros tipos de betacianinas como a betanidina, com T, de 18 min e
isobetanidina com T, de 19,7 min, também apareceram em algumas corridas
dos extratos de A. brasiliana a 536 nm, porém, devido a pouca intensidade de
pico e baixa repetibilidade n&o foi possivel 0 monitoramento e a quantificacao
destes compostos. Estes fatores, como baixa repetibilidade e pouca
intensidade de outros picos de betacianinas também ocorreu em um estudo do
perfil cromatografico de extratos hidroalcdolicos de calos de A. brasiliana por
CLAE, onde foi relatada e confirmada a presenca de picos referentes a estes
compostos®*, porém, igual a esse trabalho, ndo houve quantificacdo ou uma

melhor caracterizacdo destas outras moléculas de betacianinas.
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Figura 1 — Cromatogramas monitorado em 536 nm. (A), |- molécula purificada
de amarantina (betanidina-5-O-B-glicuronosilglicosideo) e sua isoforma II-
isoamarantina (isobetanidina-5-O-3-glicuronosilglicosideo) muA = mili unidades

de absorbancia
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Figura 2 — Cromatograma do extrato hidroalcodlico fresco das partes aéreas de
Alternanthera brasiliana com a presenca de: |- amarantina (betanidina-5-O-f3-
glicuronosilglicosideo) e sua isoforma IlI- isoamarantina (isobetanidina-5-O-f-
glicuronosilglicosideo). Medidos em muA = mili unidades de absorbancia

Espectrometria de massas por cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(EM/EM)

Para uma confirmacédo mais direta e confiavel da presenca do pigmento
amarantina, nos extratos hidroalcodlicos das plantas de Alternanthera foi
realizada a espectrometria de massas com ionizacdo positiva da molécula
purificada deste pigmento de Beta vulgaris L. e dos extratos hidroalcodlicos de
ambas as espécies.

A molécula purificada de amarantina possui seu ion molecular de 727,3
m/z e tempo de retencdo de aproximadamente 18 min, devido a taxa de fluxo
mais lenta, obrigatéria deste aparelho de espectrometria de massa. A primeira
fragmentacdo dessa molécula resultou em um ion protonado em 551,1 m/z e o

segundo choque resultou em um ion de 389 m/z (Figura 3)
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Figura 3 — Espectro de massa de amarantina,
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mostrando a fragmentacéo

Como a amarantina possui duas moléculas de glicose como substituintes,

essas fragmentacbes ocorreram provavelmente devido ao despendimento

dessas, a cada choque, na molécula principal de amarantina (Figura 4).
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Figura 4 - Molécula de amarantina com ion molecular de 727,3 m/z. Adaptada

de Cai et al. (2005).

O mesmo padrdao de fragmentacdo, no mesmo tempo de retencdo, foi

encontrado nos extratos hidroalcodlicos de A. brasiliana, caracterizando o

comparecimento deste ion molecular de 727,3 m/z o que confirma também por

espectrometria de masssa a presenca de amarantina no extrato hidroalcodélicos

dessa espécie (Figura 5).
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Figura 5 - Espectro de massa do extrato hidroalcodlico de Alternanthera
brasiliana mostrando o0 mesmo padréao de fragmentacao positiva de ions.

Alguns estudos realizados in vitro, com prospeccdes por técnicas
espectrofotométricas, ja haviam relatado a presenca de betacianina do tipo

5 1516, 26 |nclusive nesses

amarantina em plantas do género Alternanthera
relatos houve, com sucesso, 0 uso de moléculas elicitoras para aumentar o
acumulo desses pigmentos, haja vista, a importancia farmacoldgica das
moléculas de betacianina como sequestradoras de radicais livres e anti-
inflamatérias®’, para a industria nutracéutica. Porém nao houve a extracdo e/ou
a purificacdo do pigmento amarantina, com essas espécies, para efetuar outros
testes bioldgicos.

E imprescindivel salientar que no nosso estudo a presenca de amarantina em
A. brasiliana foi confirmada pelas técnicas de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), um dos métodos mais confidveis dentro da quimica
analitica®, o que torna os estudos com esta espécie, ainda mais importante e
promissores na busca por formas de extracdo e purificagdo do pigmento

amarantina.

Purificacdo de amarantina por cromatografia liquida rapida de proteinas
(CLRP)

A presenca da Dbetacianina amarantina foi verificada nos extratos
hidroalcodlicos de A. brasiliana, em cromatografia liquida de alta eficiéncia,
com auxilio do padréo extraido de Beta vulgaris L. e com a metodologia, ja

descrita, a 536 nn.
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Em seguida essa analise foi conferida por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (EM/EM), onde foram encontrados os mesmos padrdes de ionizacéo
no extrato e na amarantina utilizada como padrdo. Com isso, optou-se por
desenvolver uma metodologia de extracdo e purificacdo de amarantina a partir
desses extratos hidroalcoodlicos de A. brasiliana.

ApOs obter os cromatogramas do extrato hidroalcodlico fresco de A. brasiliana
(Figura 6 A), o primeiro passo foi a filtragem do extrato fresco em coluna C18
com agua acida e 15% de metanol para retirada de algumas impurezas mais
apolares deste extrato, que ficariam retidas nessa coluna. A partir de aliquotas
do filtrado percebeu-se que o extrato apresentou um perfil cromatografico com
menor quantidade destas moléculas (Figura 6 B).

Essa fracdo filtrada anteriormente foi em seguida neutralizado e concentrado
em evaporadas a vacuo até 12 mL foi injetado no CLRP, sendo que na fracdo 8
e 9 desse com 2,5 mL cada, foi encontrada a amarantina pura (Figura 6 C) e os
resultados foram confirmado quando comparado aliquotas dessas fracdes, ao

padrdo de amarantina (Figura 6 D).
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Figura 6 — Cromatograma em 536 nm. Cromatograma do extrato hidroalcodlico
fresco das partes aéreas de Alternanthera brasiliana (A), cromatograma do
extrato hidroalcodlico 15% metandlico das partes aéreas de Alternanthera
brasiliana (B), cromatograma da fracdo pura de amarantina apos cromatografia
de troca ibnica com extratos de Alternanthera brasiliana (C) e cromatograma da
molécula purificada de amarantina I- (betanidina-5-O-B-glicuronosilglicosideo) e
sua isoforma ll- isoamarantina (D), medidos em mili unidades de absorbancia
(muA).
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A molécula de amarantina e sua isoforma epimera C15 isoamarantina, ja foram
encontradas em 91,5% em 37 espécies de oito géneros de plantas da familia

Amarantaceae %°,

O teor médio de presenca de amarantina nessas espécies €
de 80,9% e em alguns casos como no género Amaranthus a amarantina foi a
Unica betacianina encontrada e purificada®. Alguns trabalhos ja relataram que
a cromatografia por troca iénica € uma técnica eficaz e capaz de separar, com
eficiéncia, as misturas de betalainas e outras moléculas glicosiladas dos
extratos brutos das plantas, extraindo e purificando as betacianinas majoritarias
na espécie em estudo®. Com a espécie medicinal A. brasiliana, esse trabalho é
o primeiro relato do uso com sucesso desta técnica de cromatografia, para
isolar e purificar sua betacianina majoritaria - a amarantina, que possui uma
vasta gama de aplicacdes farmacoldgicas ja confirmadas %2 e outras ainda a

serem investigada, como a sua atividade antibacteriana.

Teste de sensibilidade bacteriana pelo método de contagem de colénias

Os extratos aquosos de caule e folha de A. brasiliana e o pigmento isolado de
amarantina, nesse trabalho, ndo foram eficazes no controle de crescimento das
colénias bacterianas padrbes das espécies E. coli, L. monocytogenes e
Salmonela sp, visto que houve consideravel numero de unidades formadoras
de colénias (UFC) em todos os tratamentos, exceto no controle positivo com o
antibiotico gentamicina (Figura 6).

Pouco se conhece sobre a atividade antibacteriana das betalainas,
considerando que esta classe de pigmento € pouco estudada do ponto de vista
de suas atividades bioldgicas **. A partir de extratos de beterraba (Beta
vulgares), foi comprovada atividade antibacteriana que continham varias
betacianinas, que podiam ou ndo estar atuando em sinergismo, frente a
microrganismo como E. coli, Bacillus subtilis, Vibrio parahaemolyticus, no
entanto, ndo ha registros sobre atividade antibacteriana da amarantina
isolada**.

Sendo a A. brasiliana uma erva indigena, amplamente utilizado no Brasil como
planta medicinal para o tratamento de diversas doencgas, inclusive como

antibidtica, essa espécie nao passou despercebida na busca de
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produtos/moléculas que possam substituir ou auxiliar a terapéutica

antibacteriana ja existente®.

Figura 7 — Amostras do numero aproximado de Unidades Formadoras de
Colénias (UFC), em Listeria monocytogenes na diluicdo 1,0x107,
cultivadas em controle negativo com soro PBS (A), extrato agquoso de caule
de Alternanthera brasiliana (B), extrato aquoso de folha de Alternanthera
brasiliana (C), pigmento de amarantina puro (D), controle positivo com

gentamicina (E).

Possivelmente terpenos, esteroides e, principalmente, o [B-sitosterol sdo as
moléculas mais significativas na atividade de plantas medicinais com atividade
antibiotica.  Diversos trabalhos afirmam que em A. brasiliana,
predominantemente, sdo essas moléculas as protagonistas na atividade
antimicrobiana, atribuida a planta®%,

Por exemplo, em folhas dessa espécie submetidas particdo liquido-liquido com
diferentes solventes apolares e polares, foi verificada que somente a fracéo
com os solventes apolares, as quais carreiam a moléculas anteriormente

citadas, possuiam uma acdo bacteriostatica em cepas de Staphylococcus
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3 Corroborando a isso, outra

aureus e Pseudomonas aeruginosas
investigacdo realizada para estudar as propriedades fitoquimicas e
antibacterianas de A. brasiliana, com extratos de folhas de trés diferentes
solventes, hexano, cloroférmio e metanol, contra microrganismo patogénico
humano (E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia e Bacillus
subtilis) concluiu que o extrato mais apolar de A. brasiliana apresentou
potencial atividade antibacteriana, contra E. coli. Além disso, estudos
fitoquimicos desse extrato hexano, indicaram a presenca de componentes
fitoquimicos como fitoesterdis e saponinas o que, segundo os autores podem
ser os responsaveis pela atividade antibacteriana dessa espécie “.

Mesmo que A. brasiliana seja considerada uma espécie promissora no
screening de alternativas que possam substituir ou melhorar os antimicrobianos
disponiveis, é consolidado que a bioatividade de uma espécie medicinal
depende tanto das moléculas que ela possui quanto da capacidade de extracdo
dessas, com as diferentes metodologias e polaridades de solventes *.

Os extratos mais polares como aquoso utilizado no presente estudo e os

metandlicos testados em outros trabalhos* 43

possuem pouca afinidade com
essas moléculas, consideradas bactericidas, o que pode explicar a auséncia de

atividade antibacteriana nesses trabalhos.

CONCLUSOES

Esse trabalho € o primeiro relato do uso com sucesso da técnica de
cromatografia de troca idnica em Alternanthera brasiliana para isolar e purificar
a sua principal betacianina - a amarantina.

O uso deste pigmento purificado e dos extratos aquosos de caule e folha de A.
brasiliana ndo inibe o crescimento das bactérias Escherichia coli, Listeria
monocytogenes e Salmonela sp. no entanto, outros testes bioldégicos podem
ser realizados com essa molécula purificada, para elucidar melhor, sua

importancia farmacologica e possivel aplicacado na industria nutracéutica.
REFERENCIAS

1. Enechi, O. C.; Odo, C. E.; Wuave, C. P. Evaluation of the in vitro anti-oxidant
activity of Alternanthera brasiliana leaves. J. Pharm Res 2013, 6, 919-924.



101

2. Kumar, S.; Singh, P.; Mishra, G.; Srivastar, S.; Jha, K. K.; Khosa, R. L.
Phytopharmacological review of Alternanthera brasiliana (Amaranthaceae).
Asian J Plant Sci Res 2011,1, 41-47.

3. Caetano, N.; Saraiva, A.; Pereira, R.; Carvalho, D.; Pimentel, M. C. B,
Maia, M. B. S. Determinacgao de atividade antimicrobiana de extratos de plantas
de uso popular como antiflamatoério. Rev. Bras. Farmacogn 2002, 12 , 132-135.

4. Trapp, M. A.; Kai, M.; Mithéfer, A.; Rodrigues-Filho, E. Antibiotic oxylipins
from Alternanthera brasiliana and its endophytic bacteria. Phytochemistry
(2014), doi: /10.1016/j.phytochem 2014.11.005.

5. Silva, N. C. B.; Macedo, A. F.; Lage, C. L. S.; Esquibel, M. A.; Sato, A.
Developmental effects of additional ultraviolet a radiation growth regulators and
tyrosine in Alternanthera brasiliana (L.) Kuntze cultured in vitro. Braz Arch Biol
Technol 2005, 48, 779-786.

6. Sakuta, M. Diversity in plant red pigments: anthocyanins and betacyanins
Plant. Biotechnology Report 2014, 8, 37—-48.

7. Tanaka, Y.; Sasaki, N.; Ohmiya, A. Biosynthesis of plant pigments:
anthocyanins, betalains and carotenoids. The Plant Journal 2008, 54, 733—749.

8. Gandia-Herrero, F.; Garcia-Carmona, F. Biosynthesis of betalains:yellow
and violet plant pigments. Trends Plant Sci 2013,18,334-343.

9. Volp, A. C. P.; Renhe, I. R. T.; Stringueta, P. C. Pigmentos naturais bioativos.
Alimentos e nutricdo 2009, 20, 157-166.

10. Chandrasekhar, J.; Sonika, G.; Madhusudhan, M. C.; Raghavarao, K. S. M.
S. Differential partitioning of betacyanins and betaxanthins employing aqueous
two phase extraction. J. Food Eng 2015, 144, 156-163



102

11. Wybraniec, S.; Stalica, P.; Jerz, G.; Klose, B.; Gebers, N.; Winterhalter, P.;
Sporna, S. M.; Mizrahi, Y. Separation of polar betalain pigments from cacti fruits
of  Hylocereus polyrhizus by ion-pair high-speed countercurrent
chromatography. J. Chromatogr 2009, 1216, 6890-6899.

12. Prakash, J. M.; Priya, B.; Nivetha, V. C. Optimization of ultrasound-assisted
extraction of natural pigments from Bougainvillea glabra flowers. Ind. Crops
Prod 2015, 63, 182-189.

13. Vélez-Jiménez, E.; Tenbergen, K.; Santiago, P. D.; Cardador-Martinez, M.
A. Functional attributes of amaranth. Austin Journal of Nutrition And Food
Sciences 2014, 2, 1-6.

14. Kim, J. M.; Park, S. J.; Lee, C. S.; Ren, C.; Kim, S. S.; Shin, M. Functional
properties of different Korean sweet potato varieties. Food Sci. Biotechnol 2011,
20, 1501-1507.

15. Hundiwale, J. C.; Patil, A. V.; Kulkarni, M.; Patil, D. A.; Mali, R. G. A current
update on phyto pharmacology of the genus Alternanthera. Journal of
Pharmacy Research 2012, 5,1924-1929.

16. Perotti, J. C.; Rodrigues, I. C. S.; Kleinowski, A. M.; Ribeiro, M. V.; Einhardt,
A. M.; Peters, J. A.; Bacarin, M. A.; Braga, E. J. B. Producao de betacianina em
erva-de-jacaré cultivada in vitro com diferentes concentracdes de sulfato de
cobre. Cienc. Rural 2010, 40,1874-1880

17. Kleinowski, A. M.; Rodrigues, I. C. S.; Ribeiro, M. V.; Einhardt, A. M;
Peters, J. A.; Braga, E. J. B. Pigment production and growth of Alternanthera
plants cultured in vitro in the presence of tyrosine. Braz Arch Biol Technol 2014,
57, 253-260.

18. Murashige, T.; Skoog, F. A revised medium for rapid growth and bioassays
with tobacco tissue cultures. Physiologia Plantarum 1962, 15, 473-497.



103

19. Hoagland, D. R.; Arnon, D. |. The water-culture method for growing plants

without soil. California Agricult. Experimen 1938, 347.

20. Wanderley, M. D.; Neves, E.; Andrade, C. J. Aspecto da producéo industrial
de enzimas. Rev. Citino 2011, 1, 30-36.

21. Gandia-Herrero, F.; Escribano, J.; Garcia-Carmona, F. Characterization of
the activity of tyrosinase on betanidin. J. Agric. Food Chem 2007, 55, 1546-
1551.

22. Gandia-Herrero, F.; Garcia-Carmona, F.; Escribano, J. Development of a
protocol for the semi-synthesis and purification of betaxanthins. Phyto. Analysis
2006, 17, 262—-269.

23. Santiago, L. B.; Alves, F. S. F.; Pinheiro, R. R.; dos Santos, V. W. S
Rodrigues, A. S.; Chapaval, L.; de Brito, I. F.; de Sousa, F.G.C. Avaliacao in
vitro da sensibilidade da Corynebacterium pseudotuberculosis frente a
diferentes tipos de antissépticos e desinfetantes e determinacdo de sua curva
de crescimento. Arg. Inst. Biol 2010, 77, 593-600.

24. Reis, A. Dissertacdo de Mestrado, Programa de Pdés-Graduacdo em

Fisiologia Vegetal. Universidade Federal de Pelotas, Brasil 2013.

25. Strack, D.; Vogt, T.; Schliemann, W. Recent advances in betalain research.
Phytochemistry 2003, 62, 247-269.

26. Rodrigues-Brandao, I.; Kleinowski, A. M.; Einhardt, A. M.; Lima, M. C;
Amarante, L. D.; Peters, J. A.; Braga E. J. B. Salicylic acid on antioxidant
activity and betacyan in production from leaves of Alternanthera tenella. Ciénc.
Rural 2014, 44, 1893-1898.

27. Erich, G. The Genetics and Biochemistry of Floral Pigments. Annu. Rev.
Plant Biol 2006, 57, 761-780.



104

28. Collins, C. H.; Braga, G. L.; Bonato, P. S.; Fundamentos de Cromatografia,

Ed. Unicamp: Campinas, 2006.

29. Cai, Y.; Sun, M.; Corke, H. Antioxidant activity of betalains from plants of the
Amaranthaceae. J. Agric. Food Chem 1998, 46, 2063-2070.

30. Li, H.; Deng, Z.; Liu, R.; Zhu, H.; Draves, J.; Marcone, M. F.; Sun, Y.; Tsao,
R. Characterization of phenolics, betacyanins and antioxidant activities of the
seed, leaf, sprout, flower and stalk extracts of three Amaranthus species. J.
Food Compos. Anal 2015, 37, 75-81.

31. Tang, Y.; Li, X.; Zhang, B.; Chen, P. X.; Liu, R.; Tsao, R. Characterization of
phenolics, betanins and antioxidant activities in seeds of three Chenopodium
quinoa Willd genotypes. Food Chem 2015, 166, 380-388.

32. Stintzing, F. C.; Carle, R. Functional properties of anthocyanins and
betalains in plants, food, and in human nutrition. Trends Food Sci Tech 2004,
15, 19-38.

33. Boo, H. O.; Hwang, S. J.; Bae, C. S.; Park, S. H.; Heo, B. G.; Gorinstein, S.
Extraction and characterization of some natural plant pigments. Ind. Crop Prod
2012, 40, 129-135.

34. Stintzing, F. C.; Carle, R. Betalains e emerging prospects for food scientists.
Trends Food Sci Tech 2007, 18, 514-525.

35. Silva, L. C.; Pegoraro, K. A.; Pereira, A. V.; Esmerino, L. A.; Cass, Q. B.;
Barison, A.; Beltrame, F. L. Antimicrobial activity of Alternanthera brasiliana
Kuntze (Amaranthaceae): a biomonitored study. Lat. Am. J. Pharm 2011, 30,
147-153.

36. Virtuoso, S.; Davet, A.; Dias, J. F. G.; Cunico, M. M.; Miguel, M. D.; Oliveira,

A. B.; Miguel, O. G. Estudo preliminar da atividade antibacteriana das cascas



105

de Erythrina velutina willd, fabaceae (Leguminosae). Rev. Bras. Farmacogn
2005, 15, 137-142.

37. Avancini, C.; Wiest, J. M.; Agnol, R. D.; Haas, J. S.; Von Poser, G. L.;
Antimicrobial activity of plants used in the prevention and control of bovine
mastitis in Southern Brazil. Lat. Am. J. Pharm 2008, 27, 894—-899

38. Jalalpure, S, S.; Agrawal, N.; Patil, M. B.; Chimkode, R.; Tripathi, A.
Antimicrobial and wound healing activities of leaves of Alternanthera sessilis
Linn. Int J Green Pharm 2008, 2, 141-144.

39. Pereira, D. F.; Santos, M.; Pozzatti, P.; Alves, S. H.; Campos, M. M. A;
Athayde, M. L. Antimicrobial activity of a crude extract and fractions
from Alternanthera brasiliana (L.) O. Kuntze leaves. Lat Am J Pharm 2007, 26,
893-896.

40. Kannan, M.; Chandran, R.; Prati, P.; Manju, S. Preliminary phytochemical
and antibacterial studies on leaf extracts of Alternanthera brasiliana (L.)
Kuntze. Int J Pharm Pharm Sci 2014, 6, 626-628.

41. Cechinel, F. V.; Yunes, R. A. Estratégias para a obtencdo de compostos
farmacologicamente ativos a partir de plantas medicinais. Quim. Nova 1998,
21, 99-105.

42. Coelho de Souza, G.; Haas, A. P. S.; Von Poser, G. L.; Schapoval, E. E. S;
Elisabetsky, E. Ethnopharmacological studies of antimicrobial remedies in the
south of Brazil. J Ethnopharmacol 2004, 90, 135-143.

43. Elita, Scio et al. Antimicrobial and antioxidant activities of some plant
extracts. Phytochemicals as Nutraceuticals - Global Approaches to Their Role
in Nutrition and Health. (2012), doi: 10.5772/27308.



106

4 CONSIDERACOES FINAIS

A investigacao de plantas do género Alternanthera como A. brasiliana e
A. tenella pelo grupo do Laboratorio de Cultura de Tecidos de Plantas da UFPel
comecou em 2006 com a chegada das primeiras plantas matrizes a esse
laboratorio. A partir disso foram desenvolvidos varios trabalhos envolvendo a
desisfestacao, estabelecimento in vitro e aclimatizacdo destas plantas para que
elas pudessem ser utilizadas como modelos biolégicos para ensaios
fisiolégicos, bioquimicos e busca de metabdlitos secundarios.

A primeira identificagdo, com sucesso, de moléculas
farmacologicamente ativas comecou em 2010 a partir de técnicas
espectrofotométricas onde foi constatada a presenca de betacianinas nessas
plantas e a partir disso outros trabalhos foram desenvolvidos com intuito de
estimular a producdo dessas moléculas tanto in vitro quanto ex vitro. Para
extrapolar o que ja tinha sido feito em trabalhos anteriores foi necessario fazer
um convénio com do Dr. Fernando Gandia-Herrero pesquisador do Laboratorio
de Bioquimica e Biologia Molecular na Universidade de Murcia na Espanha que
possuia 0s conhecimentos e 0s meios analiticos adequados, para aprofundar
os estudos sobre o metabolismo secundario e metabdlitos produzidos por esse,
nessas espécies e melhor embasar 0 nosso conhecimento cientifico sobre elas.

No presente trabalho entdo, houve a evolucdo de métodos analiticos
usando cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massa e pela primeira vez foi tragado um perfil de pigmentos betalamicos e
confirmada a presenca de betacianinas do tipo amarantina nessas espécies.
Além disso, foi possivel estudar o comportamento da amarantina, compostos
flavonoidicos e da enzima fenilalanina amoénia liase sobre a influéncia do metil
jasmonato e confirmar que este horménio em condi¢des hidropdnicas gera um
estresse na planta que reage ativando o seu metabolismo secundario. Por fim,
ja com identificagdo e quantificacdo de um alto teor de amarantina nos extratos
hidroalcoolicos de A. brasiliana foi possivel desenvolver uma técnica de
cromatografia de troca idnica, inédita para espécie, para isolar este pigmento e
testar a sua atividade antibacteriana. Outros testes poderéao ser feitos a partir

dessa amarantina isolada e futuramente esse pigmento podera ser aproveitado
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como um adjuvante na melhoria da qualidade de vida e salde de seus

consumidores.



