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Resumo

Neste trabalho, foram isolados dezoito metabdlitos secundarios da Ruta
graveolens (Rutaceae), sendo onze alcaldides (cinco acridénicos, cinco
quinolinicos e um quinolénico,) e sete furanocumarinas. Dessas substancias,
treze tiveram seu potencial herbicida avaliado in vitro, semi in vivo e in vivo. A
atividade inibidora da fotossintese in vitro foi determinada por meio da reacao
de Hill e os compostos ativos foram classificados como inibidores do transporte
de elétrons e os mecanismos de agao foram localizados nos fotossistemas (PSI
e PSII). Estudos de emisséo da fluorescéncia da clorofila a em discos foliares
de S. oreacea (semi in vivo) e em plantas da espécie Lolium pereni (in vivo)
confirmaram os resultados de transporte de elétrons. As variaveis de analise
quantitativa da cinética de emissao da fluorescéncia foram mensurados e
avaliados por meio dos fluxos de energia absorvida pelo complexo antena do
PSIl, de energia utilizada para a reducado da Qa, de energia utilizada para o
transporte de elétrons; e dissipacdo de energia de fluxo na forma de calor,
fluorescéncia ou transferidos para outras moléculas. Na emissao de
fluorescéncia em disco foliar, a variavel Pl(abs) apresentou uma diminui¢ao de
70% em concentragao de 150uM de 2-nonil-N-metil-4-quinolina, que indica um
estresse no aparato fotossintético. Avaliando as outras variaveis de emissao de
fluorecéncia, foram observadas redugdes de PSly, PHI(Ep) e ETo/CSp e ETo/RC
de 40%, 40%, 60% e 40% em 150uM respectivamente, mostrando que em
baixas concentracdes os efeitos sao intensificados para a substancia 2-nonil-N-
metil-4-quinolina. Foram realizados ensaios de biomassa seca utilizando uma
estufa a 65°, e a substéancia 4-metoxi-7H-furo[3,2-g]cromen-7-ona, bergapteno,
inibiu o crescimento da graminea L.pereni em 20 e 23% nas concentragdes de

150 e 300uM , respectivamente, atuando como herbicida pds-emergente.
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Abstract

In this work were isolated eighteen secondary metabolites from Ruta
graveolens (Rutaceae), eleven alkaloids (five akridonic, five quinolinics and one
quinolonic) and seven furanocoumarins. Thirteen compounds had their
herbicide potential evaluated in vitro and in vivo. The inhibitory activity of
photosynthesis in vitro was determined by Hill reaction and the active
compounds were classified as inhibitors of electron transport and the
mechanisms of action were located in the photosystems (PSI and PSII).
Studies of chlorophyll a fluorescence in leaf discs of S. oreaceae (semi in vivo)
and in plants Lolium pereni (in vivo) confirm the electron transport results. The
quantitative analysis parameters of fluorescence’s kinetics were measured and
evaluated by energy flows absorbed by PSIl antenna system, energy used for
QA reduction, energy used for electron transport, and energy dissipation of flow
as heat, fluorescence or transferred to other photosystems. In fluorescence in
leaf disk, the Plabs parameter showed a decrease of 70% at concentration of
150uM, indicating a stress on the photosynthetic apparatus. Evaluating other
parameters, were observed reductions in the PSly, PHI(Ep) and ETo/CSy and
ETo/RC of 40%, 40%, 60% and 40% at 150uM respectively, showing that at low
concentrations the effect is intensified for the substance 2-nonyl-N-methyl-4-
quinoline. Tests were performed by dry biomass, and the substance 4-methoxy-
7H-furo [3,2-g] chromene-7-one (bergapten) inhibited the growth of grass |.
pereni in 20 and 23% at concentrations of 150 and 300uM, acting as post-
emergent herbicide. The isolated and evaluated compounds can be used as

bioherbicides directly or as prototypes of new herbicides for weed control.
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1.0 Introducao

Uma das atividades mais comuns da humanidade € o cultivo agricola.
Por varios milénios a pratica dessa atividade tem sido a fonte de produgao de
alimentos para o ser humano. Durante a Segunda Guerra Mundial, um
composto, acido 2,4-diclorofenoxiacético, garantiu um aumento de
produtividade e reducdo de horas de trabalho do homem de forma efetiva,
eliminando plantas daninhas nos campos de culturas. Estudos posteriores
levaram a um conjunto de compostos hoje conhecidos como herbicidas (KUDSK
e STREIBIG, 2003). Esses compostos eliminam plantas daninhas, garantindo
assim uma alta produtividade da plantagdo. As vantagens de se utilizar estes
produtos sdo a rapidez de acdo, custos reduzidos, efeito residual e nao
revolvimento do solo. Os problemas decorrentes da utilizagdo de herbicidas
vao desde a contaminagdo ambiental e a saude humana chegando até o
surgimento de plantas resistente a herbicidas. Dessa forma podemos citar a
restricdo ou inviabilizagcdo da utilizagdo desses produtos, como 0s principais
problemas encontrados, chegando até perdas de areas de plantio, rendimento
e qualidade dos produtos das culturas agricolas, necessidade de reaplicagao e
mudangas no sistema de produgdo. Em alguns casos, torna-se indispensavel o
aumento de doses dos herbicidas, que tém como consequéncia um aumento
no impacto ambiental e na elevagcao dos custos de produgdo, com consequente
reducdo da competitividade na comercializagdo do produto final (KUDSK e
STREIBIG, 2003).

Evolucéo e pressao de selegdo sdo processos que as espeécies vegetais
suportam constantemente ao redor do mundo. Sendo assim, muitas plantas,
especialmente as daninhas, apresentam uma ampla variabilidade genética, a
qual permite sobreviver numa diversidade de condicbes ambientais. Nos
ultimos anos, o controle das plantas daninhas tem sido realizado basicamente
pelo uso de herbicidas. Dessa forma, tem-se observado nas ultimas décadas a
selecao de certas populagdes de plantas daninhas a partir de bidtipos
resistentes a alguns herbicidas (CHRISTOFFOLETI et al., 2008).

Os herbicidas ndo seletivos sao toxicos para a maioria das espécies,

sendo a toxicidade fungao da dosagem, método e época de aplicacao; e os



herbicidas seletivos sdo mais toxicos para algumas espécies do que para
outras.

Os herbicidas podem ser agrupados por atividade, uso, modo de agao,
grupo quimico ou tipo de vegetacdo controlada. Quanto a atividade, séo
classificados como de contato ou sistémico; por uso, podem ser aplicados no
solo, pré ou pos- emergente. No geral, a classificagao pode ser atribuida de
acordo com seu mecanismo de acao, sendo o0s principais: inibidores
enzimaticos (inibidores carboxilase da acetil coenzima-A, da sintase acetolacto,
da sintase 3-fosfato) e inibidores da fotossintese
(http://pt.wikipedia.org/wiki/Herbicida). Contudo, na fotossintese eles também
podem agir como inibidores de enzimas envolvidas nas diferentes reagbes do
processo fotossintético.

Varios estudos sobre os primeiros compostos levaram aos herbicidas
diquat e paraquat para o controle ndo seletivo de plantas daninhas. O paraquat
€ o vice-lider mundial em vendas. Céntudo, o perfil toxicolégico do paraquat
requer maiores cuidados e hoje um produto como este provavelmente nao
seria desenvolvido. Diversos outros grupos de herbicidas com diferentes
mecanismos de agao também foram desenvolvidos; o mais proeminente foi um
inibidor da enzima glifosato-5-enolpiruvil-chiquimato-3-fosfato (EPSP). Este
produto € um herbicida nao-seletivo e sistémico, mas, ao contrario do paraquat,
seu perfil toxicoldgico € menos drastico (KUDSK e STREIBIG, 2003). Atualmente, o
glifosato é o herbicida mais consumido no mundo. Posteriormente, a
descoberta seguinte nesta ciéncia foram as sulfonilureias, um novo grupo de
herbicidas que pode ser usado para combater uma variedade de espécies
vegetais daninhas em uma larga escala de culturas. Um exemplo desta classe
é o halosulfurona, muito utilizado no Brasil na cultura da Saccharum officinarum

(cana-de-agucar) para o controle de Cyperus rotundus L.
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O excelente clima tropical do Brasil favorece a proliferagcdo de plantas
daninhas, o que torna o pais um grande consumidor de herbicidas. Em 2001, o
consumo de herbicidas no Brasil chegou a U$ 2,5 bilhdes, nos quais pesa a
importacdo, ocupando o terceiro lugar como consumidor mundial de
agroquimicos (DELGADO, 2011). No entanto, esse grande consumo em 2010 foi
aproximadamente de US$ 48 bilhdes no mundo, e somente no Brasil cerca de
US$ 7,1 Dbilhdes, quase o triplo de capital em nove anos
(http://www.mundosustentavel.com.br/2011/06/controle-de-agrotoxicos-no-
brasil/).

Considerando os comentarios acima, os proximos 50 anos exigirdo
alternativas para a substituicido dos herbicidas atuais, ou seja, novas
tecnologias que n&o sejam tado agressivas e nocivas ao ambiente e a saude

humana.



1.1 Herbicidas inibidores da fotossintese

O conhecimento do mecanismo de acao de herbicidas é fundamental na
avaliacdo de sua eficacia na agricultura e na compreensdo do seu impacto
ambiental.

Ha uma gama muito ampla de defensivos agricolas para o controle de
pragas (insetos), doengas e plantas daninhas. Estes produtos, no Brasil, sdo
comercializados com autorizagédo e registro junto ao Ministério da Agricultura
sob normas especificas de manipulagdo e cuidados, as quais controlam o
impacto ambiental destes nos agroecossistemas (CRUCIANI et al., 1996).

Os herbicidas inibidores da fotossintese sdo amplamente empregados
na agricultura brasileira nas culturas de Zea mays (milho), Saccharum
officinarum (cana-de-agucar), Glycine max (soja), fruteiras, hortalicas, entre
outras. Esta classe de herbicidas € uma das mais importantes em todo o
mundo. Pode-se citar como caracteristicas principais destes produtos a
atuacado sobre as espécies alvo quando: a taxa de fixacdo de CO, declina
poucas horas apds o tratamento; ndo apresentam problemas de volatilizacéo e
apresentam baixa toxicidade para mamiferos (CoBB e KIRKwWOOD, 2000;
http://www.cnpma.embrapa.br/herbicidas/).

Todo o processo fotossintético pode ser dividido em trés etapas: 1) o
processo de absorcao e aprisionamento de luz, até os centros de reacao dos
fotossistemas | e Il (PSI e PSII); 2) o transporte de elétrons e prétons entre os
cofatores redoxs através dos complexos protéicos de toda a cadeia
fotossintética, permitindo, além disso, uma separacdo de cargas; 3) catalise
redox multieletrénica gerando hidrogénio e oxigénio nos sitios enzimaticos
como “clusters” metalicos de hidrogenase com o complexo de evolugao de
oxigénio (centro de reacgao silencioso/ OEC) no fotossistema II, FIGURA 1

(ANDREIADIS et al., 2011).
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FIGURA 1. Processo fotossintético observado em trés etapas (ANDREIADIS et
al., 2011).

Os pigmentos, as proteinas e outras substancias quimicas envolvidas na
reacdao da fotossintese estdo localizados nos cloroplastos. Em condigées
normais, sem a interferéncia de inibidores fotossintéticos, durante a fase
fotoquimica, a energia luminosa capturada pelos pigmentos (clorofila e
carotendides) é transferida para um “centro de reagdo” especial (P680),
gerando um elétron “excitado”. Este elétron é transferido para uma molécula de
plastoquinona localizada na membrana tilacéide do cloroplasto (Qa). A
molécula de plastoquinona “Q” transfere o elétron para outra molécula de
plastoquinona (PQ), que se reduz a plastoquinol, chegando no citocromo b6f,
em seguida até a plastocianina (PC) localizadas na mesma proteina (SING et
al., 2008). A captura de dois protons a partir do estroma é também requerida
para a formacao do plastoquinol. A difusao do platoquinol ocorre através da
camada lipidica da membrana tilacoidal ao complexo citocromo bef, onde dois
elétrons sao transferidos ao complexo e dois prétons sao liberados ao espaco
intra-tilacoide. Consequentemente, a transferéncia de elétrons da molécula de
agua ao bgf esta associada com a geragao de proéton, através da membrana,
devido a uma diferenga de potencial eletroquimico, resultante da oxidagao da

agua pelo PSIl no lado do lumen da membrana tilacoide e a ciclo redugao-
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oxidacdo da plastoquinona. A captura de préotons envolvida na reducédo de
NADP"* no estroma também contribuird para a criacdo de uma diferenca de
potencial transmembrana que pode ser usada para guiar a sintese de ATP,
através do fator acoplamento. A ferredoxina transfere elétrons para o NADP™, e
a reagdo é catalisada pela redutase de ferredoxina-NADP* uma flavoproteina
soluvel, com um grupo de flavina adenina dinucleotideo protético (FAD). O FAD
oxidado aceita dois elétrons e dois prétons a partir de duas moléculas de
ferredoxina reduzida para formar FADH,, e essa enzima transfere um hidreto
para NADP® para reduzir a NADPH. De maneira simplificada, a funcdo da
plastocianina é transferir elétrons do fotossistema Il (P680) para o fotossistema
| (P700) FIGURA 2.

ADP + (B, ATP:

® “NADPH:

CE,

Lumen

FIGURA 2. Esquema em Z da fotossintese através dos quatro principais

complexos protéicos (TAIZ E ZEIGER, 2009)

A constante busca por novas moléculas herbicidas € necessaria para
manter o equilibrio da natureza, o qual ha tempos vem sofrendo variacdes
ocasionadas por atividades humanas junto a agricultura contra as plantas
daninhas. O conhecimento das reagdes envolvidas na fotossintese leva ao
desenvolvimento de herbicidas com novo sitios e mecanismos de agéo, com
baixa toxicidade para seres humanos e ao meio ambiente. Hoje a busca de

herbicidas ecologicamente corretos, ou seja, mais seletivos, com faixa de agao
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a baixas concentragdes, com custos reduzidos, vém sendo explorados a partir

de ensaios de inibigado das fungdes fotossintéticas.

1.1.2 Mecanismo do transporte fotossintético de elétrons

O mecanismo de funcionamento do transporte de elétrons dentro dos
fotossistemas | e Il s6 pode ser mensurado com a utilizagdo de alguns
reagentes quimicos que se comportam como doadores ou aceptores de
elétrons artificiais. Para localizar o sitio de agdo de um determinado composto
dentro do PSIl e PSI é necessario medir o processo de transporte
parcialmente, pois assim €& possivel sugerir onde o efeito do composto esta
atuando.

No PSII utiliza-se o Tris (2-amino-2-hidroximetil-propen-1,3-diol), o DPC
(difenilcarbazida), o SiMo (silicomolibdato de sodio), o DCMU [3-(3',4'-
diclorofenil)-1,1-dimetilureia], DCPIP (2,6-Diclorofenol indofenol) e DCBQ (2,5-
dicloro-p-benzoquinona); e no PSI sdo usados o KCN (cianeto de potassio), o
DBMIB (2,5-dibromo-6-isopropil-3-metil-1,4-benzoquinona), o DCPIP.4 (2,6-
Diclorofenol indofenol), o TMQ (trimetilbenzoquinina), o MV(metil viologénio-

Paraquat) e o PMS (fenilmetasulfato).
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Os doadores e aceptores de elétrons artificiais, com eficiéncia
comprovada, funcionam simulando as etapas da cadeia transportadora de
elétrons, permitindo que o efeito dos compostos seja avaliado parcialmente. O
esquema abaixo mostra a atuacdo destes doadores e aceptores na cadeia

transportadora de elétrons.
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Esquema 1- Representacao da simulagao in vitro do processo fotossintético.

O DCMU e o paraquat (MV) sédo herbicidas comerciais que tém seus
mecanismos de acgao esclarecidos, e atuam em diferentes partes da cadeia
fotossintética: o DCMU atua bloqueando o fluxo de elétrons nos aceptores
quinona do fotossistema I, competindo pelo sitio de ligagao da plastoquinona
que é em geral ocupado pela Qg; e paraquat age aceitando elétrons do aceptor
primario do fotossistema |, reagindo com o oxigénio para formar superéxidos,
O,". Ambos funcionam como aceptores de elétrons nos ensaios in vitro, sendo
o paraquat (MV) o aceptor final nas reagdes globais de transporte de elétrons
basal, fosforilante e desacoplado (TAIz E ZEIGER, 2009).

Essas reagdes quantificam, de modo geral, se uma amostra esta
afetando o transporte de elétrons da H,O ao MV, onde no estado basal os
cloroplastos encontram-se desenergizados, no fosforilante o transporte ocorre
em todo o ciclo até a fosforilagédo e no desacoplado mede a diminui¢ao do fluxo
de elétrons em funcdo da desordem do gradiente de protons (TAIZ E ZEIGER,
2009).
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1.2 Inibidores da Fotossintese através do Teste OJIP

Existem muitas metodologias para o estudo da fotossintese. A grande
maioria requer o desagregamento do material fotossintético para deixa-lo em
seus componentes moleculares basicos, portanto, a maioria dos estudos é in
vitro. Contudo, existe um grupo de metodologias que nos permite estudar
detalhes da fotossintese sem destruir nenhum tecido fotossintético e esta
baseado na quantificacdo da emissdo da fluorescéncia da clorofila a. Essas
metodologias nos ultimos anos tém chegado a uma grande variedade de
estudos in vivo do aparato fotossintético em diversos sistemas bioldgicos. Este
meétodo € indireto, altamente preciso, econdmico, rapido e ndo é destrutivo.
Uma das grandes vantagens é que sua leitura oferece um grande numero de
informagdes sobre os sistemas biolégicos (HoLUB et al., 2007).

A emissao de fluorescéncia da clorofila a € um fendmeno quantico do
proprio aparato fotossintético (GOVINDJEE, 2004). Existem varias formas de se
estudar e entender os sinais de fluorescéncia refletidos por um sistema
bioldgico, no entanto sera discutido somente o teste OJIP.

Para entender melhor essa metodologia, os conceitos basicos de
fluorescéncia, que € uma técnica de luminescéncia, serao resumidos a seguir.
A propriedade de uma substéncia em emitir luz esta ligada a sua absorgao de
energia (SKOOG et al, 2004), uma molécula absorve um féton de alta energia e
um elétron sai do seu estado fundamental para um nivel de maior energia
(estado excitado). Quando esse elétron retorna ao seu estado inicial ele emite
luz, e esse fenbmeno de emissdo € chamado de fluorescéncia. Existe uma
diferengca de energia de absor¢do e emissdo, essa diferenca de energia se
dissipa em forma de calor por vibragdo das moléculas.

No nivel quantico, as moléculas excitadas emitem luz quando os
elétrons se encontram em estados energéticos mais elevados, 0os quais sao
termodinamicamente instaveis, pois possuem maior energia. A diferenga da
fluorescéncia para outro método de luminescéncia a fosforecéncia, é que o

fendmeno fluorescente dura milésimos de segundos, em outras palavras o
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término pratico depende do estimulo causado, ou seja, do tempo que se é
estimulado até o tempo que o sinal emitido é observado (SK0OOG et al, 2004).
Esse fenbmeno tem uma alta eficiéncia para que se chegue ao processo
fluorescente, o qual é denominado de rendimento quantico. Rendimento
quéantico é a proporcao de fotons emitidos sobre o numero de fétons absorvidos
(Equagéo 1). O maximo do rendimento quéantico da fluorescéncia & esperado

quando 100% de cada féton absorvido é emitido.

_ #hv
#hv

emitidos

¢

hv = fétons.

absorbidos @ = rendimiento quantico

EQUACAO 1. Equagéo geral para um fendmeno quantico fluorescente.

Com base em toda a teoria da fluorescéncia, € explicado o principio
basico de como se |€ e interpreta os dados de emissdo de fluorescéncia da
clorofila a (Chl a).

A clorofila a € um pigmento verde azulada encontrado em plantas e
cianobactérias, e representa o principal elemento da fotossintese aerdbica
(GoVINDJEE, 2004). A fotossintese é um processo que converte energia
luminosa em energia quimica. A clorofila € o cromd&foro principal de sistemas
de proteinas e pigmentos, e se encarrega de absorver fétons, em uma
distribuicdo regulada de energia de excitagao, e sua principal conversao € um
processo redox e um gradiente de protons (VEIGA et al., 2007a; VEIGA et al,
2007b). Quando esse processo ocorre tem-se uma alta eficiéncia quantica e
uma pequena fragao de fétons absorvida é reemitida na forma de fluorescéncia
vermelha (FIGURA 3). Essa fragao varia de acordo com o estado metabdlico e
fornece a base para a medida da fluorescéncia da fotossintese (GOVINDJEE,
2004).
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Fluorescencia Clorofila a

FIGURA 3. Espectro da emissado da fluorescéncia da Chl a e de alguns outros

pigmentos.

A razao pela qual é utilizada a fluorescéncia da Chl a e ndo de outros
pigmentos € que a clorofila a exerce um papel fundamental na fotossintese
oxigenada. Na realidade, o centro reativo € uma molécula de clorofila
modificada (HoLUB et al., 2007). Alguns autores sugerem que esta propriedade
da clorofila oferece vantagens para evitar danos e excesso de energia no
aparato fotossintético (GOVINDJEE, 2004).

A absorcao de luz pelas moléculas de clorofila do complexo antena de
PSII transfere energia para o par de clorofilas especial que excita a molécula
até o seu estado singleto Chl/*, que decai até o seu estado basal de varias
maneiras (GOVINDJEE, 2004). O rendimento quantico do processo de variagao
entre a intensidade de radiagdo incidente (lp) e a transmitida () denominado “/”
esta associado a um constante rendimento e com varios estados de excitacio:

(F) fluorescéncia, (P) fotoquimica, e outros (O) como calor (Equacgéo 2).
ki
ke +Kp +Kg

EQUACAO 2. Equacdo de rendimento quantico para qualquer processo de

disposicao das moléculas de Chl a.
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Esta reacao € de primeira ordem e representa o numero de transig¢des e
eventos por segundo. Cada um destes rendimentos quénticos pode ser
calculado para cada processo fotossintético e determinar o real rendimento
quantico fotoquimico (equacgao 3), o rendimento quantico da fluorescéncia da
Chl a (equacao 4), e o rendimento quantico da maxima fluorescéncia da Chl a
(equacao 5), ou seja quando a fotoquimica esta no nivel minimo (proximo a
zero), que geralmente ocorre quando a saturagédo é alcangada pela excitagao
da luz ou na presenga do DCMU como um composto que bloqueia o fluxo entre

as plastoquinonas de PSII.

k k K

ik Pk P Tk
F T Kp Ko FTKp Ko Ke + Ko

EQUACAO 3 EQUACAO 4 EQUACAO 5

(quando Kp —» 0)
EQUACOES 3, 4 e 5- Equagdes de rendimento quantico fotoquimico e da Chl

a.

Essas sédo algumas das equagdes de rendimento quantico que mostram
como é possivel observar o comportamento da fotossintese por meio da
fluorescéncia da Chl a. A teoria da fluorescéncia da clorofila a esta baseada
nos principios basicos da mecanica quantica. Em outras palavras, € baseado
na medicdo de toda energia que ndo processa a maquinaria fotossintética. A
emissao de fluorescéncia da clorofila corresponde a uma pequena dissipacao
da energia do aparelho fotossintético e € amplamente aceito como informagéao
para a compreensdo e funcionalizagdo de toda a estrutura (GoOVINDJEE, 2004,
OUKARROM e STRASSER, 2004).

O teste OJIP consiste na analise dos transientes da fluorescéncia da
clorofila a traduzindo as informagdes que se encontram nos parametros
biofisicos que quantificam o comportamento de PSIl e PSI (STRASSER et al.
1995, TsIMILLI-MICHAEL et al., 2000; OUKARROM e STRASSER, 2004; SCHANSKER €
STRASSER, 2005, TSIMILLI-MICHAEL e STRASSER, 2008). Desta maneira o teste

OJIP fornece informagbes do comportamento do aparato fotossintético,
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estrutura, conformacdo e funcionalizagcdo em qualquer estado fisiolégico
(STRASSER et al, 2004).

A prova esta baseada em trés suposi¢cdes basicas: a) no estado dos
centros reativos (RCs) de PSII que estdo unicamente definidos pelo processo
redox do aceptor primario de PSIl a plastoquinona A (Qa); b) quando a Qa é
reduzida em um RC, o mesmo se encontra fechado e a fluorescéncia da Chl a
€ alta, enquanto Qp esta no estado oxidado o RC esta aberto e o sinal da
fluorescéncia da antena é atenuado; c) a temperatura ambiente a presenca da
clorofila a em plantas, algas e cianobactérias se encontra na regido de 680 e
740nm e é estimulada principalmente pelo PSII (STRASSER et al., 2004).

Contudo, existem varias formas de induzir o sinal fluorescente, portanto,
cada método possui uma cinética diferente. Isso depende de cada fluorimetro
que se utiliza, pois cada um tem seu método préprio de captura e inducéo.
Existem dois tipos de fluorimetro para estes estudos: um captura os sinais de
inducdo da fluorescéncia de maneira continua e o outro por excitacao
modulada, mas ambos medem o sinal emitido pela fluorescéncia do aparato
fotossintético, e as informagcdes obtidas ndao podem ser contraditorias
(STRASSER et al., 2004).

O teste OJIP, requer que a excitagdo seja continua e que a resolugéo
temporal seja alta (STRASSER et al.,, 1995). A mais de 40 anos Strasser e
colaboradores desenvolveram um conjunto de teorias entre a biofisica do
aparato fotossintético e o sinal fluorescente, que levaram as formulagdes
analiticas baseadas na teoria energética de fluxo na biomembrana e no
conceito basico de que o rendimento quantico da fluorescéncia de PSIl é
determinado pelos centros de reagdes aberto/fechado (STRASSER, 1978).

A curva polifasica de indugao continua da fluorescéncia foi descrita pela
primeira vez em 1931 por Kautsky e Hirsch em que foram observados trés
pontos: O (ponto inicial da fluorescéncia), P (ponto maximo do sinal) e S (o
estado em que o sinal decai) (FIGURA 4). Delimitam a ocorréncia dos trés
passos em duas fases: a fase O-P com duracdo menor que 1 segundo, a
subsequente fase P-S, a qual descreve o declinio do sinal, ocorre em uma
escala de tempo maior (segundos a minutos) com varios estagios

intermediarios (STRASSER et al., 2004).
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FIGURA 4: Curva de indugdo da fluorescéncia da clorofila a de Kautsky.

Modificado a partir de STRASSER et al (2004).

Posteriormente, foi detectado que existiam mais fases dentro do
transiente O-P. Com o aumento das resolucdes temporais capturadas pelos
instrumentos, foram encontrados outras duas bandas entre o transiente O-P:
uma em 2ms e outra em 30ms, as quais foram denominadas bandas J e |,
respectivamente. Assim a curva polifasica transiente da fluorescéncia da
clorofila a ficou denominada como O-J-I-P (STRASSER € GOVINDJEE, 1992).

Em 1995, Strasser et al., avangaram as pesquisas e desenvolveram uma
analise quantitativa da cinética dos transientes OJIP induzida por uma luz
actinica vermelha com pico em 650 nm correspondente ao teste JIP. Com base
nas informacdes armazenadas em cada ponto dos transientes OJIP, é possivel
determinar a informacgao estrutural e funcional que mede o desempenho do
aparato fotossintético, o que acrescentou a partir de novas informacgdes, outros
pontos na curva polifasica K, L, F e G presentes em alguns estados fisiolégicos
(os dois ultimos apenas em corais e foraminiferos) (STRASSER et al, 1995).

E possivel associar cada fase da curva polifasica com os principais
processos de fluxo de energia que ocorrem durante a fotossintese (FIGURA 5).
O primeiro transiente O-J contem informagao relacionada com o processo de
absorgao (captura de fotons) e aprisionamento dessa energia (trapeamento de
elétrons na forma excitada), o segundo transiente J-/ descreve o processo de
transporte de elétrons, e por ultimo o transiente /-P oferece informagdes sobre

os eventos que ocorrem na reducado dos receptores finais de PSIl, os quais

16



estdo relacionados com o funcionamento inicial de PSI (STRASSER et al, 2004;
SCHANSKER e STRASSER, 2005; TSIMILLI-MICHAEL e STRASSER, 2008)

A FIGURA 5 mostra a curva OJIP em escala logarimitica onde as
diferentes cores relacionam as fases com o0s principais processos
fotossintéticos: o parametro ABS (absorcao de fotons), TR (aprisionamento da
energia), ET (transporte de elétrons) e RE (redugc&o dos aceptores finais de
PSIl). De modo geral, o ponto O é atribuido ao tempo de 50us, o L em 150us, o
K em 300us, o J em 2ms, o | em 30ms, e o P é variavel e depende da analise.
O ponto S é o periodo de decaimento total da energia, podendo levar varios
minutos.

Em outras metodologias de medi¢cdo da fluorescéncia, o sinal de PSI
somente é diferencavel a baixas temperaturas, e os métodos de excitacio
modulada a temperatura ambiente descreve o sinal de PSIlI (STRASSER et al,
2004).

O T
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ﬁ : -

ChI*

ra
S

Intensidade da fluorescéncia

0 I! MR TR } { T R TV T S SR PRI S e
10° 10 1o 1g° 10" 10" 10' 10° 10°
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FIGURA 5. Curva OJIP de indugao da fluorescéncia da clorofila a (adaptada
STRASSER et al, 2004).

Outra forma de avaliar a curva polifasica é associando os seus eventos
diretamente com o processo redox da fotossintese. A FIGURA 6 mostra que

cada um desses processos é denominado “quenching” e esta ocorrendo em
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funcédo do estado de oxidagdo de Qa. Cada vez que o pool de Qa se reduz a
banda aumenta, e cada vez que se oxida a banda diminui e se forma um
transiente da curva O-J-I P. O valor de P indica quando todo o sistema esta
saturado e chegando ao “maximo”. Neste ponto, Qa esta parcialmente oxidada
e a transferéncia de elétrons para o PSI, via complexo citocromo bef e
plastoquinona, ocorre. A cinética da fluorescéncia apds o pico P € complexa e
esta relacionada com a fase biogimica da fotossintese (fixacdo de COy).

P o]

uorescencia

Intensidade da Fl

(} i A4 L ain L4 Lduk |F 1 J]III} Ll IJIIJI L II.L{ILI+. A k.ll.l||4 i l.Jlu.I* .L_._I_L_I_LI.L‘
10~ 10 o 1o’ 1! 1" 10! 10° 10°

Tempo
FIGURA 6- Relacado dos processos fotossintéticos com a curva de indugao da

fluorescéncia da clorofila a (OJIP) (adaptada STRASSER et al, 2004).

Os dados de fluorescéncia podem oferecer informacdes de outros
parametros, também envolvidos na avaliagcdo da eficiéncia do aparato
fotossintético. Todas as variaveis avaliadas s&o calculos quanticos baseados
nos quatro acontecimentos principais da fotossintese (ABS, TR, ET e RE). A
FIGURA 7, apresenta os parametros mais importantes para essa avaliacdo de
desempenho fotossintético de PSII, que explica os danos em plantas por meio
de calculos com base na sec¢do transversal da amostra (CS), nos centros de

reacao ativos (RC), no indice de desempenho, e nos rendimentos quanticos.
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FIGURA 7. Grafico de radar com as variaveis e parametros de emissao da
fluorescéncia para avaliacdo da eficiéncia do aparato fotossintético em plantas
(TSIMILLI-MICHAEL € STRASSER, 2008).

As diferentes variaveis fotossintéticas associadas ao PS Il de acordo
com a obtiaveisencdo da curva transiente O-J-I-P, sdo vistos utilizando um
programa o Biolyzer, que realiza todos os calculos quéanticos da analise
quantitativa da cinética de inducéo da fluorescéncia e informa, por meio de um
grafico de radar, o efeito causado em cada parametro analisado. Os
parametros da FIGURA 7 foram calculados por meio deste software e

significam:

dV/dto=mudanca da fluorescéncia variavel relativa em fun¢ao do tempo
PHI(Py)=rendimento quantico maximo da fotoquimica primaria
PSlo=probabilidade, t=0, de um exciton aprisionado mover um elétron pela
cadeia transportadora de elétrons apds a Qa

PHI(EO)=rendimento quantico do transporte de elétrons

PHI(DO)=rendimento quéantico (t=0) da energia de dissipagdo

Sm=area normalizada
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SunK=kp+kn

Kn=constante “de-excitagdo” nao fotoquimica

Kp=constante “de-excitagdo” fotoquimica

ABS/RC=tamanho médio do sistema antena de captura de energia
TRy/RC=fluxo de energia capturada por centro de reagdo
ETyRC=transporte de elétrons por centro de reagéo
RC/CSy=densidades de centros de rea¢do por sec¢éao trasnversal
ABS/CSy=numero de fétons absorvidos por secao transversal
TRy/CSp=taxa maxima de energia bloqueada por segéo transversal
ETy,/CSy=transporte de elétrons por sec¢édo transversal
10RC/ABS=numero de centros de reacéo ativos

Pl(abs)=indice de desempenho

DIO/RC=dissipagéo de energia ndo fotoquimica por centro de reagdo

As curvas transientes OJIP, bem como todas essas variaveis mudam
com o comportamento do aparato fotossintético de PSIlI de acordo com muitas
condigdes ambientais, tais como intensidade de luz, temperatura, seca ou
influéncias quimicas (KRUGER et al, 1997; CLARK et al, 2000). Para garantir que
o efeito seja apenas quimico é necessario um ambiente 6timo para as plantas,
onde as mesmas nao sofram nenhum tipo de estresse.

A fluorescéncia da Chl a pode ser considerada como uma investigagao
intriseca do sistema de fotossintese e da intensidade da fluorescéncia como
medida direta das atividades de PSII. A partir de dados armazenados, durante
o primeiro segundo de aquisicdo do experimento, os valores seguintes s&o
selecionados para serem utilizados pelo test-OJIP (STRASSER et al, 1995) para
o calculo das varias expressdes fenomenoldgicas e biofisicas, que conduz a
descricdo dindmica de uma amostra da fotossintese em um dado estado
fisiologico. Este comportamento € quantificado por meio desses varios
parametros funcionais e estruturais que sao derivados da fluorescéncia
transientes, sendo analisados de acordo com a teoria de fluxo de energia em
biomembranas (KRUGER et al, 1997). Os parametros funcionais calculados por
este teste, chamado de JIP-test sdo as especificas (centro de reagdo-RC) e

fenomenolodgica (seg¢ao transversal-CS), acumulo de energia absorvida (TR) e
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conversao de energia de excitagdo para a cadeia transportadora de elétrons
(ET) (STRASSER et al, 1995).

As proporgcées de fluxo ou o rendimento (o rendimento quantico
maximo da fotoquimica primaria, ©pg (PHI(Py)), a eficiéncia com que um
éxciton preso pode mover um elétron dentro da cadeia transportadora de

eletrons, ¥, (PSly), ou a probabilidade de um féton absorvido mover um elétron

além da cadeia transportadora, @go(PSlo), bem como uma expressdo para a

concentracao dos centros de reacao (RC/CS), sdo os parametros estruturais
fornecidos por este teste. A taxa das constantes “de-excitagdo” fotoquimica (Kp)
e nao-fotoquimica (K,), também sao calculadas baseado na teoria de fluxos em
biomembranas (KRUGER et al, 1997).

A fluorescéncia da clorofila a € uma medida da eficiéncia fotossintética
e fornece informacgdes importantes sobre a relagado estrutural e funcional dos
centros de reacao de PSII. Essa técnica € utilizada, para avaliacdo de estresse
em plantas ou danos causados ao aparato fotossintético, tornando uma
ferramenta importante para estudos de monitoramento, sendo assim, muito
utilizada em pesquisas agronémicas, florestais, marinhas, eco toxicolégicas,
dentre outras (GONGALVES et al, 2010; OLIVEIR et al, 2009).

Esse tipo de analise permite que os ensaios sejam realizados in vivo
sem causar nenhum dano a planta. O parametro Pl(ass), € considerado um dos
mais sensiveis para deteccdo e quantificacdo de estresse em plantas,
mostrando informagdes sobre a absorc¢ao, aprisionamento, e liberagdo desses
fotons energizados dentro de PSII e correlacionando essa variacdo da
fluorescéncia com algum dano causado no processo de fotossintese,
consequentemente um estresse causado na planta.

Com o auxilio de novas técnicas, bem como a necessidade de se
encontrar alternativas para a substituicdo dos herbicidas comercializados, o
trabalho proposto € de essencial importancia para a populacdo e para o meio
ambiente. Hoje a busca de herbicidas ecologicamente corretos, ou seja, mais
seletivos, vém sendo explorada com ensaios de inibicdo das fungdes

fotossintéticas.
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1.2.1 Parametros gerais de medicdes de emissao fluorescéncia

da clorofila a

A analise da fluorescéncia da clorofila a € largamente utilizada para
avaliacdo da capacidade fotossintética alterada por estresses biodticos ou
abidticos. Uma das vantagens do uso deste método é o fato da medi¢cado n&o
ser destrutiva, sendo possivel realizar tanto em laboratério quanto em campo.
Varios estudos avaliaram a relacdo da fluorescéncia das clorofilas com a
fotossintese e o estado fisiolégico das plantas (LICHTENTHALER,1992; FRANKART
et al, 2003; YUSUF et al, 2010).

Existem dois procedimentos para estudar a fluorescéncia da clorofila a,
pulso modulado (que permite a quantificacdo dos coeficientes de extingdo) e a
cinética da emissdo da fluorescéncia transiente (ou curva OJIP). Nas
avaliagbes com pulso modulado séo utilizados fluorbmetros de luz modulada
(SCHREIBER et al, 1996), cujas aplicagdes variam desde a rapida identificagcado
de injurias causadas ao aparelho fotossintético, até a analise detalhada da
alteracao da capacidade fotossintética da planta.

A avaliagdo da cinética de emissdo da fluorescéncia transiente ou
polifasica envolve equipamentos com maior resolugdo na deteccdo da
intensidade da fluorescéncia. Com estes equipamentos pode-se identificar que
a variagao entre a fluorescéncia inicial e maxima néo é linear, mas sim
polifasica (LAzAR, 2006). Com a elucidagdo do comportamento polifasico do
aumento da fluorescéncia, Strasser e colaboradores em 1995, propuseram
analisa-los por meio de uma série de parametros matematicos denominado de
teste JIP (STRASSER et al, 1995). O uso correto dos parametros matematicos
propostos pelo teste JIP permite quantificar o fluxo de energia absorvido e
aproveitado no sistema fotossintético, podendo também avaliar o desempenho
fotossintético de plantas (TSIMILLI-MICHAEL E STRASSER, 2008).

As medidas de fluorescéncia da clorofila a (Chl a), em geral, sao
realizadas utilizando-se um fluorbmetro Handy Pea, e o rendimento da
fluorescéncia maxima para as amostras € feito com 3 diddos com emissao
vermelha em 650nm, com pulso de 2s. A emissao de fluorescéncia € induzida

em uma area de 4 mm de didmetro em discos de folhas (semi in vivo) ou em
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folhas (in vivo), pela exposigdo da amostra a um pulso de luz saturante numa
intensidade de 3.000pumol m2s-.

As intensidades de fluorescéncia sdo determinadas a 50, 150, 300us,
2ms (FJ) e 30ms (F1) e Fm (fluorescéncia maxima). A partir das intensidades de
fluorescéncia sao calculados os parametros estabelecidos pelo Teste JIP
(STRASSER et al, 1995), sendo que a cuidadosa interpretacdo das variaveis
medidas e calculadas, a partir deste teste, fornece numerosas informacgdes dos
fluxos de energia através de PSIl em diferentes niveis (STRASSER et al, 2004).

Para que o nivel Fy de fluorescéncia inicial seja medido, € necessario
que todo o aceptor primario de PSIl (Qa) esteja oxidado, e isso s6 ocorre na
auséncia de luz. Assim, diz-se que quando uma planta se encontra no escuro
toda a Qa esta oxidada e os centros de reacado estdo abertos, e o contrario
ocorre no claro, a Qa esta reduzida e os centros de reagao estao fechados.

A curva transiente OJIP mede exatamente a passagem da Qa* para a
Qa’, ou seja, o processo de redugcdo das quinonas. A fluorescéncia maxima
(Fm) é medida exatamente quando toda a Qa enontra-se reduzida nos centros
de reacdo. Este parametro Fm s6 pode ser denominado como fluorescéncia
maxima se a intensidade da luz fornecida pelo fluorbmetro de clorofila for
totalmente saturado e continuo para a planta e o aceptor de elétrons Qa for
totalmente reduzido (STRASSER et al, 1995).

Outro parametro adquirido nas medidas por meio do fluorbmetro é a
fluorescencia variavel (Fv), que indica a variagdo da fluorescéncia e se
relaciona com a capacidade maxima fotoquimica, e é calculada subtraindo-se o
valor de Fo do de Fm. A eficiéncia quantica de PSII (Fv / Fm), é um parametro
amplamente utilizado para indicar a eficacia de PS Il, o Ts, € um paradmetro
usado para indicar o momento em que o valor maximo de fluorescéncia (Fm)
foi alcangado e a area que € a parte acima da curva de fluorescéncia entre Fo
e o Fm, é proporcional ao tamanho do pool de Qa no lado aceptor de PS Il.
Quando a transferéncia de elétrons dos centros de reagdo para o pool de
quinonas € bloqueada, como o herbicida DCMU, esta area sera drasticamente

reduzida (Figura 8).
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FIGURA 8- Medidas das variaveis gerais de emissdo da fluorescéncia da

clorofila a.

Para os calculos dos parametros biofisicos de PSII, sdo utilizados os
parametros basicos de florescéncia e com isso as equagdes da curva polifasica

transiente OJIP podem ser adquiridas quanticamente.

1.2.2 Variaveis biofisicas de PSIl derivadas das equacdes do

test-OJIP - Fluorescéncia da Clorofila a

A fluorescéncia transiente € analisada de acordo com as equacdes do
test-OJIP. Cada transiente é analisado e os parametros biofisicos de PSII sdo
calculados para cada caso. Um esquema sucinto do test-OJIP (Figura 9)
apresenta o fluxo de energia e sua bifurcagdo bem como a
eficiéncia/rendimento que sao definidas como razdes dos fluxos de energia.

Os fluxos de energia sdo: absorgao (ABS), aprisionamento (TRy) [p.e.:
reducdo da Pheo (feofitina) e Qa (quinona aceptora primaria de elétrons)],
transporte de elétrons (ET) a partir da Qa™ para sistemas aceptores de elétrons:
Qg (quinona aceptora secundaria de elétrons), PQ (plastoquinona), Cyt

(citocromo bef) e PC (plastocianina), reducao (REg) dos aceptores finais de
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elétrons de PSI: NADP (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato) e Fd
(ferredoxina).

A eficiéncia/rendimento sao medidas por: eficiéncia quantica maxima de
PSIl (TRo/ABS=0po,=1-Fo/Fu); a eficiéncia (ETo/TRo=¥go=1-V,;) com que o
éxciton aprisionado pode mover um elétron na cadeia transportadora para além
do sitio da Qa’, probabilidade de um féton absorvido mover um elétron ap6s Qa
(ETo/ABS=0Qgo,=0po.VYEo); a eficiéncia com que um elétron pode se mover a
partir de receptores de elétrons reduzidos para os aceptores finais do PSI
(REQ/ETo=0Ro=(1-V)/(1-V)).

As eficiéncias e fluxos de energia referem-se as condi¢des iniciais (todos
os RC abertos subscrito “0”) da amostra fotossintética em um definido estado
fisiologico (p.e.: adaptado ao escuro). As derivagdes dos fluxos especificos
(fluxo por RC; que inicia a condigdo) dos rendimentos quanticos (eficiéncia na
base da absorgao, caso contrario fluxo por ABS) também sao descritas.

A Figura 9 também descreve que as eficiéncias estéo ligadas com sinais
de fluorescéncia selecionados a partir de seus transientes OJIP que sao: Fy
(fluorescéncia inicial; 20 ou 50us), Fx (270 ou 300us), Fy(2ms), F\(30ms),
Fu(fluorescéncia maxima) (TSIMILLI-MICHAEL E STRASSER, 2008; CLARK et al,
2000).

Além das eficiéncias e dos fluxos especificos, o test-OJIP também
calcula fotossinteticamente o indice de desempenho (Plass), que € uma medida
da combinacao de trés performances parciais, relacionadas com os centros de
ragdes fotossintéticos e (RC/ABS), o fluxo de energia maximo que chega ao
centro de reagdo de PSIl (TRy) e o transporte de elétrons no inicio da

iluminacao (ETo):

PIADS — B 5 @Fe .. WEe _ RC . TR .. ETO _
AFE 1—@Fe 1-yEe AFE ARZ-TRY TRU-E&ETT
_ 1 — (FO/FM) (FM —FO) (FM —FJ)
 4(F300ps — FO)/(Ff — FQ) Fo (FJ — FY)
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Este parametro tem sido o mais relevante para deteccao e quantificagao
de estresse em plantas, pois oferece informagdes sobre a absorgcao de energia,
o aprisionamento da mesma e o transporte de elétrons nos centros de reacéo.

Este parametro biofisico é exclusivo de PSII.
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Fluxos de energia-
Bifurcagdes de energia- Eventos
Relagdes de fluxos de
___energia
ABS i Rendimento quantico Fx
em qualquer posicdo X —p | — T = pr= 0po(1-Vx
i segundo Puillotin (1976) M = 9= @roll-Vx)
P e L e L L e L F ...............................................
R “Aprisionamento” TR¢ ¢ .
ABS-TR TR Pp (fotoquimica primaria): ®ro = Qro = E =1- ﬁ = @po = @po(1-vp)
V4 reduzindo Phe e Qa :
Pheo Qa Transporte de elétrons:
TR-ET ET WE( |PH | reducéo dos aceptores de ETo Fl
eletrc;nusinnoonggol de PE0= Ppo * WEO = __%ES =1- ﬁ =Qpj = (PPO(I'VO)
s TRV 7100 A FSTST
o QsPQCytPC
Redugéo dos aceptores
~ ET-RE RE Or|WR| PR finais (aceptores de - . S — REQ =1- ﬂ - - (1-vo)
elétrons de PSI) Pro= Qro* VE RO ARR Fil Pr1 = Pro 0
SN A0, A0, A
Fd NADP
| REO (FM—FI) (1-VI)

Os fluxos especificos (por RC) sao entao derivados dos rendimentos quanticos

ETO (FM-F)) 1-V)
(fluxos por ABS), usando ABS/RC que, experimentalmente, é determinado
pelas formulas: ETO (FM _ Fj) .
> “TRo =(1-Vj)
ABS TRO/RC 0

. TRO_MO _(AV)0/At _4(FK ~F0)

(FM —F0)

= , onde
RC TRO/ ABS

RC  Vj

Vi

Fj—FO0

Figura 9- Resumo esquematico dos calculos baseados no test —JIP, adaptado de Paillon,1976 (TSIMILLI-MICHAEL € STRASSER,

2008).



Outros parametros como os de fluxos especificos: ABS/RC (energia absorvida
por centro de reag&o), aprisionamento (TRy/RC), dissipacéo (DIy/RC) e o transporte

de elétrons (ET¢/RC) podem ser calculados com as férmulas:

ABS[REC = ( MOSV/[1— (FO/FM)]
TRO/RC = (MO/V])
DIO/RC = (ABS/RC) — (TRU/RC)
ETO/RC — (MQFVII(1— V])
Onde M0 = (dV /dtye & (AV/&t)e

Um modelo muito simplificado de trabalho dos fluxos de energia em um
aparato fotossintético , pode ser observado por meio da FIGURA 10. O ABS ¢é o
fluxo de foétons absorvido pelo complexo antena Chl*, TR; fluxo de excitons
aprisionados no centro de reacdo no momento do transporte de elétrons ET; via
cadeia transportadora de elétrons, mantendo o metabolismo da reagdo (KRUGER et
al, 1997).

YU

TN ,f,'t':;fi“‘-:\
WY TR el el
W @t \m/
(N !}c“ BT, ET, / U

Y RC

FIGURA 10.- Modelo simplificado dos fluxos de energia especificos em PSII.

Hoje para avaliar esses e outros parametros de fluorescéncia da clorofila a,
nao € necessario realizar manualmente todos os calculos de rendimento quantico.
Todos eles podem ser obtidos por meio do software Biolyser HP3 versao 4.0,
desenvolvido por Bioenergetics Laboratoty University of Geneva Switzerland, pelo
professor Dr. Strasser em 2002. Este programa utiliza a planilha de dados adquiridos

pelo fluorbmetro Handy Pea. Este software foi desenvolvido para calcular,
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automaticamente, todos os parametros da curva OJIP, solicitados em fungao dos
quatro principais fenbmenos que ocorrem na fluorescéncia da Chl a
(fenomenoldgicos, especificos, rendimentos quanticos e indices de desempenho), os
quais sao apresentados em forma de um grafico de radar. Por meio deste software é
possivel avaliar o aparecimento de qualquer transiente O-K-L-J-I-P e informar que
tipo de efeito esta ocorrendo.

Neste trabalho foi utilizado o software Biolyser-HP3 disponibilizado pelo grupo
de pesquisa do Prof. Dr. Blas Lotina-Hanssen, da Universidade Autbnoma do

México, onde a doutoranda desenvolveu parte da sua pesquisa.

1.3 Herbicidas Inibidores da fotossintese em estudo pelo Grupo de
Produtos Naturais da UFSCar

O grupo de Produtos Naturais /DQ/ UFSCar no ano de 2006 iniciou essa linha
de pesquisa com um projeto em parceria com o Prof. Dr. Blas Lotina-Hennsen da
Universidade Nacional Autbnoma do México, que teve como objetivo principal o
aprendizado das técnicas de ensaios de inibicdo da fotossintese para posterior
implantagc&o no Laboratério de Produtos Naturais.

Foram realizados ensaios bioquimicos de avaliagdo do potencial fitotdxico de
aproximadamente 160 compostos, o que possibilitou a publicacdo de resumos em
congressos nacionais e internacionais, bem como trabalhos completos em revistas
indexadas internacionais (VEIGA et al, 2007A; VEIGA et al, 2007B).

Dentre as diversas classes de produtos naturais que se mostraram ativas nos
ensaios bioquimicos, podem se destacar os alcaldides (acridbnicos, furoquinolinicos,
quinoldnicos, inddlicos) e triterpenos. Entre estes, os alcaldides acriddnicos
apresentaram os melhores resultados.

Os resultados mostraram que os compostos ensaiados apresentaram os mais
variados mecanismos de acao, indicando excelentes perspectivas para continuacao
deste tipo de estudo e ainda a realizagao de testes in vivo com espécies de plantas
daninhas.

Considerando os resultados obtidos, foi realizada uma busca por uma planta

que em sua constituicio houvesse uma grande quantidade de alcaldides
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acridénicos. Assim foi feito um levantamento bibliografico e escolhida a espécie Ruta
graveolens, uma planta da familia Rutaceae com um numero elevado destes

alcaldides.

1.4 FAMILIA RUTACEAE

A familia Rutaceae, pertence a ordem Sapindales junto com as familias
Anacardiaceae, Bierbersteiniaceae, Burseraceae, Kirkiaceae, Meliaceae,
Nitrareaceae, Sapindaceae e Simaroubaceae (PIRANI, 2010).

A familia Rutaceae é formada por cerca de 150 géneros que englobam mais
de 1600 espécies, distribuidos pelas regides tropicais de todo o mundo, com maior
ocorréncia nos tropicos e subtropicos. No Brasil sdo descritas a presenca de 32
géneros nativos (PIRANI, 2005; http://flora.cria.org.br).

Do ponto de vista quimico, a familia Rutaceae possui uma grande diversidade
de metabdlitos secundarios, como alcaléides derivados do acido antranilico e do
triptofano, além de cumarinas, lignanas, limondides, flavondides e terpendides
(WATERMAN E GRUNDON, 1983). Muitos desses metabdlitos possuem variadas
atividades biolégicas, de grande importancia farmacologica, despertando o interesse
na investigacao fitoquimmica desta familia (WATERMAN E GRUNDON, 1983; REMBOLD,
1989).

1.4.1 Ruta graveolens

Ruta graveolens é uma espécie pertencente a familia Rutaceae e ao género
Ruta. E uma espécie nativa da regido mediterranea, mas cultivada em toda a Europa
e muitos paises asiaticos, inclusive na China, india, e Jap&do (KoSTovA et al, 1999;
CaBO, 1950; RAGHAV et al, 2006; OLIVA et al, 2003).

O género Ruta contém cerca de 100 espécies hoje descritas na literatura,
como: Ruta angustifolia, R. chalepensis, R. corsica, R. graveolens, R. montana,

dentre outras. R. graveolens (Rue), conhecida popularmente como arruda, é
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relatada como planta medicinal desde tempos antigos e atualmente usada no
tratamento de varias doengas como leucoderma, vitiligo, psoriase, infec¢des
internas, inflamacgdes, eczema, Ulceras externas dentre outras (RoBBS E
BITTENCOURT, 1999; MEEPAGALA et al, 2005).

O emprego desta planta na producdo de diversos medicamentos ja é
realizado, contudo a racionalidade de seu uso ainda é controversa. Na homeopatia,
Rue (R. graveolens) € um importante remédio para a dor profunda e reumatismo,
além de ser utilizada para a fadiga ocular, disturbios gastricos, rigidez na nuca,
tonturas, dor de cabecga e assim por diante (RAGHAV et al, 2006).

R. graveolens contem mais de 120 classes de produtos naturais sendo os
majoritarios: cumarinas, alcaloides, flavonoides, triterpenos, acidos fendlicos, taninos
e também dleos essenciais.

Os odleos essenciais estao principalmente distribuidos nas partes aéreas da
planta, e os constituintes majoritarios sao: undecan-2-ona, nonan-2-ona, decan-2-
ona e tridecan-2-ona (BURGA, 2005). Varias atividades fungicidas do 6leo essencial
de R. graveolens sao relatadas, além da acdo como herbicida na inibicdo da
germinagao e crescimento radical em Raphanus sativus (rabanete) (DAsS et al,
2008).

A segunda maior classe de metabdlitos sdo as cumarinas, com cerca de 40
derivados isolados dessa espécie, dentre elas destacam-se: bergapteno, psoraleno,
xantotoxina, isopimpinellina e rutaretina. Cumarinas e furanocumarinas sao usadas
no tratamento de leucoderma, vitiligo e psoriase, por apresentar propriedades
fotoreativas, e também, sdo usadas na neurologia no tratamento sintomatico de
doencgas, particularmente escleroses multiplas (ORLITA et al, 2008; BURGA, 2005).

Os flavonodides e os alcaldides apresentam quase a mesma porcentagem de
constituicdo. Os flavondides sao melhores representados em R. graveolens, pela
rutina. Além deste flavondide, também s&do encontrados gossipetina, kaempferol e
isoraminetina que contribuem com a cor amarela das flores do género Ruta. Ja os
alcaldides, sao descritos em dois grupos distintos: furanoquinolinicos (skimmianina,
y-fagarina, dictamina, kokusagina) e acridénicos em que a arborinina € o mais
comum nas partes aéreas dessa planta, e a rutacridona e gravacridondiol s&o
encontrados nas raizes (BURGA, 2005).

Os componentes de R. graveolens sdo de grande interesse em quimica

medicinal, e estas combinagdes mostram uma ampla atividade biolégica. Porém,
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ndo ha dados que descrevam o uso desses alcaldides de R. graveolens
especificamente como inibidores da fotossintese.

Baseado na composicao quimica desta espécie, a busca de metabdlitos
secundarios que possam atuar como herbicidas no controle de plantas daninhas tem
o grande interesse de estudo neste projeto. Essa € uma area estratégica de
investigacdo devido as crescentes necessidades alimentares da populagdo mundial
e do controle destas. Essa busca visa desenvolver novos herbicidas com melhores
caracteristicas biodegradaveis, econémicas e com baixa toxicidade comparada com
os herbicidas comerciais, ou seja, compostos apresentando atividade sobre a
sintese de ATP, transporte de elétrons em cloroplastos isolados das folhas de
espinafre durante a fase fotoquimica da fotossintese (RICKERT et al, 1991; LOTINA-
HENNSEN et al, 1999 E 2003; VEIGA et al, 2007A; PENA-VALDIVIA et al, 1991).
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2.0 OBJETIVOS

A presente tese teve como objetivos:
¢ A busca de metabdlitos secundarios da espécie Ruta graveolens.
e Busca por modelos para herbicidas inibidores da fotossintese por meio da
realizagao dos ensaios:

1. Transporte de elétrons em membrana tilacéides de cloroplastos
isolados das folhas de Spinacia oleracea L. durante a fase
fotoquimica da fotossintese.

2. Bioquimicos in vitro para elucidacdo do mecanismo de acado para os
compostos que apresentarem atividade no transporte de elétrons,
bem como os ensaios de ATPase para os compostos que se
mostrarem inibidores da transferéncia de energia ou desacoplante.

3. Fluorescéncia da clorofila a in vivo em folhas de plantas da espécie
Lolium pereni e semi vivo em discos de folhas de Spinacia oleracea

L.
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3.0 Estudo Fitoguimico de “Ruta graveolens”

3.1 Substancias Isoladas

O estudo fitoquimico da espécie R. graveolens permitiu o isolamento de
substancias pertencentes a duas classes: alcaldides (acridbnicos, quinoldnicos,

quinolinicos, furoquinolinicos e alquilquinolinicos) e cumarinas (furanocumarinas).

Alcaldides:

Acridénicos

Me Me

01 02
3-hidroxi-1,2-dimetoxi-N-metilacridona Arborinina
Procedéncia: FDRF Procedéncia: FDRF
Isolamento: p. 144 Isolamento: p. 144
Identificagdo: p. 43 Identificagdo: p. 43
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OMe

Me
03
N-metilacridona 1,4-diidroxi-2,3-dimetoxi-N-metilacridona
Procedéncia: FHDRF Procedéncia: FDRF
Isolamento: p. 142 Isolamento: p. 144
Identificagdo: p. 43 Identificagdo: p. 43

3,4-dicloro-1-hidroxi-2-metoxi-N-metilacridona
Procedéncia: FHRR

Isolamento: p. 148

Identificacdo: p. 66
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Quinolbnicos

N-metil-4-metoxi-2-quinolona
Procedéncia: FMRF
Isolamento: p. 146
Identificagao: p. 74

Furoquinolinicos

Dictamina Kokusaginina
Procedéncia: FDRF Procedéncia: FDRF
Isolamento: p. 144 Isolamento: p.144
Identificagdo: p. 80 Identificagao: p.80
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Aril-quinolinicos

Evolitrina
Procedéncia:

Identificacao:

FHRR
Isolamento: p.148
p.80

Graveolina

Procedéncia: FMRF
Isolamento: p. 146

Identificagéo: p.91
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Alquilquinolinicos

T
03N

Série Homologa
Procedéncia: FHRR
Isolamento: p.148
Identificagdo: p. 97

Cumarinas:

Furanocumarinas

12
Bergapteno Psoraleno
Procedéncia: FHDRF Procedéncia: FHDRF
Isolamento: p. 142 Isolamento: p. 142
Identificacao: p. 107 Identificagcao: p. 107
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Procedéncia: FDRF
Isolamento: p.144

5-hidroxi-8-metoxi-psoraleno

Identificagéo: p. 107

OMe
15

Isopimpinelina
Procedéncia: FHRR
Isolamento: p.148
Identificacao: p. 107

Isoimperatorina
Procedéncia: FHDRF
Isolamento: p. 142
Identificagdo: p.122

Chalepensina
Procedéncia: FHDRF
Isolamento: p.142
Identificagao: p. 125

Chalepina
Procedéncia: FDRF
Isolamento: p.144
Identificacao: p. 131
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3.2 Alcaloides

Alcaldide é uma classe de substancias de carater basico encontrado
principalmente em plantas (mas ndo somente, podendo ser também encontrado em
fungos, bactérias e até mesmo animais), contendo em sua férmula, basicamente
nitrogénio, oxigénio, hidrogénio e carbono. Os alcalbdides constituem um vasto grupo
de metabdlitos com grande diversidade estrutural, representando cerca de 20% das
substancias naturais descritas. Os alcaléides podem ser classificados quanto a sua
atividade bioldgica; quanto a sua estrutura quimica; e quanto a sua origem
biossintética ( DEwick, 2002).

A diversidade de alcaldides é devido aos diversos caminhos biossintéticos,
que podem envolver diferentes precursores como aminoacidos aromaticos e em
alguns casos dois aminoacidos precursores ao mesmo tempo (SANTOS, 2005;
TILLEQUIN, 2007). Na familia Rutaceae ocorrem cinco tipos diferentes de alcaldides,
que sao classificados segundo sua biogénese: derivados da fenilalanina\tirosina,
derivados do ftripitofano, derivados do acido antranilico, da histidina e derivados de
origem desconhecida, por exemplo, os carbazbis. No entanto, as plantas
pertencentes a familia Rutaceae produzem, em quase sua totalidade, alcaldides
derivados do 4&acido antranilico: 2-quinolona, 4-quinolona, alquilquinolinicos,

furoquinolinicos e acridénicos ( WATERMAN, 1999).
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3.2.1 Identificacdo estrutural das substancias 01 a 04

Os alcaldides acridbnicos isolados nesse trabalho sao formados a partir da
condensagao do acido antranilico com trés unidades de malonil-CoA, levando ao
esqueleto basico. Os alcalbdides acriddnicos, em sua grande maioria, apresentam-se
como solidos amorfos, com absor¢do no UV-Vis em A = 220nm, 254nm, 285nm,
365nm, 410nm o que sugere a presenca de um nucleo 9-acridénico (SANTOS, 2005).

Sinais de hidrogénio quelados variando de Hé 15,2-14,0 nos espectros de
RMN "H sugerem a presenca de hidroxilas fendlicas queladas com o grupo carbonila
em C-9. A partir dai pode-se definir sua estrutura basica do tipo 1-hidroxi-9-
acridénico. Os valores de RMN de C sao Uteis para determinar substituicdes no
esqueleto acridénico (WU E FURUKAWA,1993a; WU E FURUKAWUA,1993b), tais como:
N-metil para os alcaldides acridénicos que nao apresentam substituintes em C-4 e
C-5, o deslocamento quimico do carbono deste grupo é observado entre 6 33,1-35,7;
ja os compostos com metoxila ou hidroxila na posicdo C-4, os sinais N-metila
encontram-se em regides mais desblindadas do espectro. Os sinais de
deslocamento quimico de RMN de ®*C das metoxilas para os que ndo apresentem
substituicdo em orto sao observadas entre 6 55,3-55,6; e quando a metila estiver em
um sistema orto-dissubstituido o sinal de RMN '*C aparece entre § 59,6-62,1. A
carbonila na posi¢do C-9 causa uma desblindagem nos nucleos dos carbonos C-1,
C-3 e C4a. Quando uma metoxila esta presente em C-1 o valor do deslocamento
quimico deste carbono é encontrado entre 6 140,1-162,2.

As substancias 01, 02, 03 e 04 sio alcaldides acridénicos isolados das
fracbes FHDRF e FDRF provenientes das partes aéreas da R. graveolens. Estes se
apresentaram como solidos de coloragdo amarelada. A identificacdo das
substancias foi realizada através da analise dos experimentos de RMN de uma
dimensdo 'H, e duas dimensées HMBC, HSQC, COSY e por comparagao com

dados da literatura (WAFFO ET AL, 2007; KUZOVKINA ET AL, 2004).
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Os espectros de RMN de 'H (FIGURAS 11 a 14) p. 49 - 54 apresentaram 4
sinais caracteristicos na regido de hidrogénios aromaticos para as quatro
substancias em: & 8,37 (1H, ddd, J= 8,0; 1,7 e 0,6 Hz); 8 7,24 (1H, ddd, J= 8,0; 6,8 e
0,6 Hz); & 7,68 (1H, ddd, J= 8,0; 6,8 e 1,7 Hz) e & 7,45 (1H, dI, J= 8,0 Hz) para a
substancia 01; sinais em & 8,42 (1H, dd, J= 8,0 e 1,4 Hz); & 7,23 (1H, ddd, J= 8,0;
6,8 e 0,7 Hz); 6 7,73 (1H, ddd, J= 8,0; 6,8 e 1,4 Hz); 6 7,50 (1H, dl, J= 8,0Hz); para a
substancia 02; os sinais & 8,44 (1H, dd, J=8,0 e 1,6 Hz); & 7,30 (1H, ddd, J=8,0; 7,2
e 1,6 Hz); 6 7,73 (1H,ddd, J= 8,0; 7,2 e 1,6Hz), d 7,40 (1H, dl, J=8,0Hz) e para a
substancia 03, e os sinais em 6 8,37 (1H, dd, J= 8,7; 1,6 Hz); 6 7,30 (1H, ddd, 8,0;
7,5 e 1,6Hz); 6 7,76 (1H, ddd, J= 8,7; 7,5 e 1,6 Hz) e 6 7,50 (1H, dI, J= 8,7 Hz) e
para substancia 04, esses sinais foram atribuidos aos hidrogénios dos respectivos
anéis orto dissubstituidos, referentes aos hidrogénios H-8, H-7, H-6 e H-5
respectivamente (TABELAS 1 e 3) p. 62 e 63.

A partir das multiplicidades, pode-se concluir que o perfil de acoplamento para
as quatro substancias, referente ao anel B, de modo geral ¢ H-8 acoplando em orto
com H-7, em meta com H-6 e em para com o H-5, o H-7 mostra acoplamento em
orto com H-8 e H-6 e em meta com H-5, da mesma forma o H-6 acopla em orto com
H-7 e H-5 e em meta com H-8 e o H-5 acopla em orto com H-6. No espectro da
substancia 04 as constantes de acoplamento do dultimo sinal (& 7,30) com
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mutiplicidade duplo duplo dubleto nao foram possiveis de ser calculadas, pois 0s
picos se encontram no mesmo deslocamento quimico do solvente deuterado CDCls.

Um sinal de RMN de 'H caracteristico de alcaldides acriddnicos é o sinal
proximo a & 14,00 - 14,75 (1H, s), referente a um hidrogénio de hidroxila quelada a
uma carbonila encontrado em trés alcaldides: 02, 03 e 04, sendo atribuido a posi¢ao
H-1 do anel A. Para a substancia 01 na posi¢ao 1 foi observado a presenca de uma
metoxila com sinal de deslocamento quimico em & 3,99 (3H, s), sendo este padrao
de substituicao confirmado por espectros de correlacdo bidimensionais.

O sinal em &6 6,19 (1H, s) para 01, d 6,23 (1H, s) para 02, foi relacionado a
hidrogénios de anel aromatico referentes ao H-4 dos mesmos, € um mesmo sinal em
0 6,30 (2H, s) esta relacionado a dois hidrogénios também aromaticos para 03,
referentes aos hidrogénios H-2 e H-4. A auséncia desse sinal para 04 levou a
conclusao que essa posicao C-4 é substituida e pode ser atribuida posteriormente a
uma hidroxila.

Além disso, foi possivel observar sinais em & 3,99 (3H, s); 6 3,91 (3H, s) e ®
3,78 (3H, s) para 01, em & 4,00 (3H, s); © 3,92 (3H, s) e © 3,81 (3H, s) para 02, em &
3,99 (3H, s); e dois sinais em & 3,77(3H, s) e  3,90(3H, s) para 03, e em & 4,03 (3H,
s); © 3,99 (3H, s); 6 3,91 (3H, s) e 6 3,74 (3H, s) para 04 foram associados a grupos
metilas ligados a heteroatomos (N ou O).

Analisando o mapa de contorno de HMBC (FIGURA 18 e 18.1) p. 58 para 01,
e as correlacbes apresentadas por esse experimento, pbde-se confirmar os
acoplamentos do anel B e também afirmar o padrdao de substituicio do anel B,

abaixo exemplificado.
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Através do mapa de correlagbes HMBC, observou-se para o anel A, a
metoxila em © 3,99 uma correlacdo com o carbono em 0 159,28, para a metoxila em
0 3,78 uma correlacdo com dois carbonos em & 141,86 e 140,38, e para a metoxila
em & 3,91 uma correlacdo com um carbono em & 130,06. Com essas informacoes
de deslocamento quimico, péde-se atribuir para o carbono C-3, um grupo OH como
substituinte. A presenca da carbonila na posicao C-9, apresenta um efeito atrator da
nuvem eletronica e deixa o C-1 mais desblindado, e assim, o valor de deslocamento
do carbono em & 141,86; e para o carbono em & 140,3 atribui-se a posicao C-2, uma
vez que a posicao C-4 nao é substituida. Dessa maneira, associando os dados do
mapa de correlacdo HMBC com os resultados de RMN de 'H, é possivel atribuir as
posicdes desses hidrogénios na molécula, onde o sinal de hidrogénio em & 3,99
(OMe) na posigao C-1, o sinal em & 3,91 é atribuido (OMe) na posi¢cdo 2 e em &
3,78 a N-Me.

Os valores de correlagéo do sinal de hidrogénio em & 6,19 pelo HMBC com os
carbonos em & 105,6; & 130,0; & 140,3; d 159,2 e 6 180,6 confirmam as posi¢cdes de
substituicdo do anel A como pentasubstituido, abaixo exemplificado, levando a
identificacdo do alcaldide acridonico 3-hidroxi-1,2-dimetoxi-N-metil-acridona,

substancia 01.

O espectro de RMN de "*C da substancia 02 (FIGURA 15) pg. 55 apresentou
16 sinais de carbono, dentre eles: & 180,8 referente a carbonila da posi¢cao C-9, d
34,1; & 60,8 relativos aos N-Me e O-Me na posicao 2 e O-Me na posicdo 3
respectivamente. Todos os outros sinais foram atribuidos aos demais carbonos
aromaticos, sendo confirmados por comparagéo com a literatura (TABELA 2) pg 62.

Com a andlise dos espectros de RMN de 'H e de C da substancia 02 foi
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evidenciada sua identificacdo como o alcaldide 1-hidroxi-2,3-dimetoxi-N-metil
acridona (arborinina).

O mapa de correlagdo HSQC, para a substancia 03, (FIGURA 19) pg 59, foi
possivel observar correlagdes dos sinais de hidrigénio em & 8,37 com carbono em 6
126,7; do & 7,76 com 6 134,1; do 6 7,50 com 6 114,4 e do 6 7,30 com & 121,4
podendo atribuir estes valores de deslocamento de carbono nas posi¢des C-8, C-6,
C-5 e C-7. O composto 3 também apresentou correlagbes dos hidrogénios em 6 6,30
com ¢ 94,1 e 6 90,1 sugerindo hidrogénios aromaticos nas posi¢des C-2 e C4.

O experimento de HMBC (FIGURA 20) pg. 59, apresentou correlagdes de
hidrogénio quelado em & 14,82 com & 94,1; 6 105,7; & 166,4; do hidrogénio
aromatico 6 8,44 com os carbonos & 134,1; 6 142,8 e & 180. Os sinais dos
hidrogénios 6 7,73 correlacionando com carbonos em 6 126,7; 6 142,8; 6 7,47 com &
121,0; 6 121,4; e do hidrogénio em & 7,30 com & 114,4 e 5 121,0; confirmando a
estrutura do anel aromatico orto dissubstituido. Os hidrogénios em & 3,78 se
correlacionaram com os carbonos em & 142,8; & 144,9; em & 6,32 com 6 166,4; o
90,1; 6 94,1; 56105,7; e os hidrogénios da metoxila em & 3,90 correlacionaram com o
carbono em & 166,4; o que permitiu atribuir a posicdo da metoxila em C-3 da
substancia 03. O espectro de COSY (FIGURA 21) pg. 59, apresentou acoplamento
entre H-5, H-6, H-7 e H-8 confirmando a presenca do anel aromatico B orto
dissubstituido do esqueleto acridénico.

O espectro de RMN de *C (FIGURA 16) apresentou 14 sinais, onde o & 180,0
foi atribuido a carbonila, o sinal em 6 55,6 associado a metoxila em posicao livre de
compressao estérica de substituintes na posi¢cao orto e o 5 34,3 é atribuido a N-Me
(TABELA 4) pg 64.

A partir dos dados de RMN de 'H, de '*C, HMBC, HSQC e COSY, a
substancia 03 foi identificada como o alcaldide acridénico 1-hidroxi-3-metoxi-N-metil
acridona.

Para a substancia 04, o mapa de correlagdo HSQC (FIGURA 22) p. 60,
mostrou sinais de correlacdo de hidrogénios em & 8,36; 6 7,32; 6 7,76 e 6 7,48 com
carbonos em & 126,2; 6 122,1; 6 134,6 e 5116,6; respectivamente. Também foram
observados sinais de hidrogénio em & 3,99; & 3,96 e & 4,03 correlacionando-se
diretamente com os carbonos em & 44,0; 6 61,0 e 5 61,5; respectivamente. Pelo

mapa de correlagdo HSQC, pdde-se confirmar que o anel A é totalmente substituido.
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O espectro de correlagdo de HMBC (FIGURA 23) p. 61, apresenta correlagao
dos sinais de hidrogénio em Ho 4,10; H5 4,00 e Ho 3,96 com sinais de carbono em &
134,6; 56 140,5 e 5 157,1; respectivamente. Sao observadas também correlagdes dos
sinais em Ho 8,36 com os carbonos em 6 134,6 e 6 146,1; de & 7,76 com o 146,1 e §
126,1; de & 7,48 com & 122,1 e do & 7,32 com & 116,6 e & 121,3. O sinal de
hidrogénio da hidroxila quelada em & 14,69 correlaciona-se com os carbonos em &
109,4 (C-9a); & 155,8 (C-1) e 5 134,6 (C-2).

O espectro de RMN de "*C (FIGURA 17) p. 57, apresentou 16 sinais (TABELA
4) pg. 64, onde o0 & 182,3 esta relacionado a carbonila, e os sinais em ¢ 44,0; 6 61,0
e 8 61,5 séo referentes ao N-Me e as metoxilas.

Portanto, a partir dos dados de RMN de 'H, de ™C, HMBC e HSQC a
substancia 04 foi identificada como sendo o alcaldide acridénico 1,4-dihidroxi-2,3-

dimetoxi-N-metilacridona.
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TABELA 1 - Dados de RMN de 'H para a substancia 01 e 02 e comparacédo com a literatura.

3-hidroxi-1,2-dimetoxi-N-metil-acridona (01)

Arborinina(02)

Hidrogénio
2
4
5
6
7

8
N-Me
OMe (C1)
OMe (C2)
OMe (C3)
OH (C1)

Isolada 01 (a)
0 (ppm)
6,19 (1H, s)
7,45 (1H, dl, 8,0 Hz)
7,68 (1H, ddd, 8,0; 6,8; 1,7Hz)
7,24 (1H, ddd, 8,0; 6,8; 0,9 Hz)
8,37 (1H, ddd, 8,0; 1,7; 0,9 Hz)
3,78 (3H, s)
3,99 (3H, s)
3,91 (3H, s)

Isolada 02 (a)
0 (ppm)
6,23 (1H, s)
7,50 (1H, dI, J= 8,0Hz)

7,73 (1H, ddd, J= 8,0; 6,8 e 1,4 Hz)
7,23 (1H, ddd, J= 8,0; 6,8 e 0,7 Hz)
8,42 (1H, dd, J= 8,0 e 1,4 Hz)
3,81 (3H, s)

3,92 (3H, s)

4,00 (3H, s)

AHSAN ET AL (1994) (b)
0 (ppm)
6,54 (1H, d, 2,2 Hz)
6,48 (1H, s)

6,96 (1H, d, 8,4 Hz)
7,52 (1H, dd, 8,4 e 8,0 Hz)
6,81 (1H, d, 8,0 Hz)
13,34(1H, s, OH)
3,87 (3H, s
3,97 (3H, s
3,69(3H, s
13,44(1H,s

~ Y~ ~—

(a) 200 MHz, CDCl;;

(b) 400 MHz, piridina-d® substancia semelhante (1,8-dihidroxi-3-metoxi-9-acridanona)



TABELA 2-Dados de RMN de '®C para a substancia 02 e comparagdo com a

literatura.
Arborinina
Carbono Isolada (a) MAFEzoLl, (2002) (b)
o (ppm) S (ppm)
1 156,2 155,7
2 130,2 129,9
3 159,3 159,1
4 86,8 86,7
5 114,5 114,5
6 134,6 133,7
7 121,5 121,2
8 126,2 126,0
9 180,8 180,4
4a 140,5 140,1
9a 105,8 105,3
8a 120,8 120,3
5a 142,0 141,6
N-Me 34,1 33,8
OMe (C-2) 60,8 60,6
OMe (C-3) 56,0 55,8

(a) 100 MHz, CDCl;;
(b) 50 MHz, CDCl5

63



TABELA 3- Dados de RMN "H para a substancia 03 e 04 e comparacéo com a literatura.

1-hidroxi-3-metoxi-N-metilacridona (03)

1,4-dihidroxi-2,3-dimetoxi-N-metilacridona (04)

Hidrogénio
2
4
5
6
7

8
N-Me
OMe (C1)
OMe (C2)
OMe (C3)
OH

Isolada 03 (a)
S (ppm)

6,3 (2H, s)
6,3 (2H, s)
7,40 (1H, dl, J=8,0Hz)

7,73 (1H, ddd, J=8,0; 7,2; 1,6Hz)
7,30 (1H, ddd, 8,0; 7,2; 1,6Hz)
8,44 (1H, dd, J=8,0 e 1,6Hz)
3,7 (3H, s)

3,9 (3H, s)

14,8 (1H, s)

Isolada 04 (a)
0 (ppm)
6,19 (1H, s)
7,50 (1H, dI, J=8,7Hz)

7,76 (1H, ddd,J=8,7; 7,5; 1,6 Hz)
7,30 (1H, ddd,J= 8,7; 7,5 e 1,6Hz)
8,37 (1H, dd, J=8,7; 1,6 Hz)

3,78 (3H, s)
3,99 (3H, s)
3,91 (3H, s)

AHSAN ET AL (1994) (b)
0 (ppm)
6,54 (1H, d, 2,2 Hz)
6,48 (1H, s)
6,96 (1H, d, J=8,4 Hz)
7,52 (1H, dd, J=8,4 e 8,0 Hz)
6,81 (1H, d, J= 8,0 Hz)
13,34(1H, s, OH)
3,87 (3H, s)
3,97 (3H, s)
3,69(3H, s)
13,44(1H,s)

(a) 200 MHz, CDCl3;

(b) 400 MHz, piridina-a® substancia semelhante (1,8-dihidroxi-3-metoxi-9-acridanona).
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TABELA 4- Dados de RMN "*C para a substancia 03 e 04 e comparagdo com a literatura.

1-hidroxi-3-metoxi-N-metilacridona (03)

1,4-dihidroxi-2,3-dimetoxi-N-metilacridona (04 )

Carbono Isolada 03 (a) Isolada 04 (a) AHSAN ET AL(1994) (b)
S (ppm) S (ppm) 5 (ppm)
1 166,0 155,8 167,2
2 94,1 134,7 96,3
3 166,1 140,0 164,5
4 90,1 151,5 90,3
5 114,4 116,6 106,6
6 134,1 134,6 136,6
7 121,4 1221 107,6
8 126,7 126,2 162.8
9 180,0 182,3 185,1
4a 144,0 157,0 144,9
9a 105,0 109,4 104,6
8a 121,0 121,3 108,8
5a 142,0 146,1 143,3
N-Me 34,3 44,0 56,0
OMe (C-2) - 61,0 -
OMe (C-3) 55,6 61,5 -

(a) 50 MHz, CDCls;

(b) 100 MHz, piridina-d® substancia semelhante (1,8-dihidroxi-3-metoxi-9-acridanona)



3.2.2 Determinacéo estrutural da substancia 05

A substancia 05 foi isolada como um solido amarelo da fragdo FHRR
proveniente das raizes da R. graveolens. A identificacdo da substancia foi realizada
através da andlise dos experimentos RMN de 'H, de *C, HMBC, e espectrometria

de massas.

O espectro de RMN de 'H (FIGURA 24) p. 68, apresentou 4 sinais
caracteristicos de hidrogénios aromaticos em: 6 8,32 (1H, dd, J= 1,2 e 5,6 Hz);
7,31 (1H, t, J= 5,6 Hz); 6 7,74 (1H, ddd, J=1,2; 5,6 e 10,0 Hz) e 6 7,46 (1H, d, J= 5,6
Hz) atribuidos aos hidrogénios do anel orto dissubstituido, H-8, H-7, H-6 e H-5,
respectivamente (TABELA 5) p. 73.

Foi atribuido ao hidrogénio da hidroxila em C-1 do anel A o sinal em & 15,25
(1H, s) o qual se encontra quelado a carbonila em C9; o sinal em & 3,97 (6H, ),
referentes a OMe e a N-Me. Através do espectro de RMN de *C, foi observado dois
sinais de carbonos caracteristicos de OMe e N-Me, o que confirma que o sinal de
hidorgénio em & 3,97 integrando para 6 hidrogénios. O padrdao de substituigdo do
anel A, foi confirmado pelo espectro de correlacdo bidimensional.

Analisando as correlagées mostradas no espectro de HMBC (FIGURA 25) p
69, foi possivel confirmar os acoplamentos do anel B e também afirmar o padrao de
substituicdo do anel A.

Através do mapa de correlacbes HMBC, observou-se para o sinal em & 3,97
trés correlagdes com os carbonos em & 142,6; 6 146,0 e & 159,0; o sinal & 15,25
correlaciona com os carbonos em O 109,6; & 159,0 e & 181,8. Com essas

informacdes de correlacdo do HMBC e com os resultados de deslocamento quimico
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de RMN de 'H, é possivel atribuir as posigdo desses hidrogénios na molécula, e o
sinal em & 3,97 foi atribuido a OMe na posi¢ao 3. A substiuicdo do anel A nas
posicdes C-1 e C-3 podem ser confirmadas pela rota biossintética dos alcaldides
acridonicos, que em Rutaceaes, sado derivados do acido antranilico, onde as
posicoes oxigenadas estao nos carbonos C-1 e C-3.

A principio, ndo foi possivel a determinagao estrutural, analisando apenas os
experimentos de RMN, devido a auséncia de sinais para hidrogénios aromaticos, e
assim inicialmente sugeriu-se a presenga de duas hidroxilas como substituintes para
as posicoes C-2 e C-4. Para determinar a estrutura foi realizado um experimento de
CG-EM (FIGURA 26) pg. 69, a fim de observar a massa relativa e confirmar sua
férmula molecular. Entretanto, foi observado o pico do ion molecular com massa m/z
323, que nao correspondia a presenca de duas hidroxilas na molécula. Assim,
avaliando o que foi apresentado, observou-se a presenca de picos [M+2] e [M+4]
bem significativos, com intensidades relativas de aproximadamente 65,8% e 13,6%,
respectivamente, que indicam a presenca de dois atomos de cloro na molécula.

Quando observado o espectro de RMN de C (FIGURA 27) p. 71, foi possivel
relacionar aos carbonos desblindados da posicdo C-2 e C-4 a possivel presenca de
retiradores de densidade eletrbnica, como os atomos de cloro.

Por se tratar de um metabdlito secundario incomum em plantas, tomou-se o
cuidado de certificar-se a presenca desses atomos de cloro através do espectro de
massas por APCI (lonizacdo Quimica a Pressdo Atmosférica) no modo positivo
(FIGURA 28) p. 72, monitorando o pico referente & m/z 323[M+H]" e obtendo-se a
simulagao do padrao isotopico do mesmo, assim é observado no espectro um pico
referente ao is6topo [M+H+2] e [M+H+4] que apresentou um cluster caracteristico de
Cl,, comprovando que a estrutura apresenta dois atomos de cloro. Nesse mesmo
espectro foi observado um fragmento de m/z 15da que se acredita ser da metila
ligada ao nitrogénio. Isso ocorreu porque a molécula sofreu ionizagdo na fonte, o
que assegura que a ionizagdo ocorreu no atomo de nitrogénio. Portanto, a

substancia 05 foi identificada como 3,4-dicloro-1-hidroxi-2-metoxi-N-metilacridona.
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TABELA 5 - Dados de RMN de 'H e de C para a substancia 05.

3,4-dicloro-1-hidroxi-2-metoxi-N-metilacridona

Hidrogénio/
Isolada (a) Isolada (b)
Carbono

H & (ppm) C d (ppm)

1 - 159,0

2 - 146,0

3 - 159,7

4 - 142,6
5 7,46 (1H, d, J= 5,6 Hz) 116,7
6 7,74 (1H, ddd, J=1,2; 5,6 e 10,0 Hz) 121,6

7 7,31 (1H, t, J= 5,6 Hz) 135,1

8 8,32 (1H, dd, J=1,2; e 5,6 Hz) 126,1
9 - 181,8
4a - 105,7
9a - 109,6
8a - 122,7
5a - 146,2
N-Me 3,97 (3H, s) 41,0
OMe (C-2) 3,97 (3H, s) 61,1

OH 15,25 (1H, s) -

(a) 400 MHz, CDCl;;
(b) 100 MHz, CDCls.
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3.2.3 Identificacdo estrutural da substancia 06

A substancia 06 € um alcaldide quinoldnico isolado como um sélido amarelo a
partir da fragdo FDRF, proveniente das partes aéreas da R. graveolens. Quando
submetido a radiacdo UV em CCDA apresentou absorcdo nos comprimentos de
onda de 254 e 365 nm. A identificacdo da substancia foi realizada através da analise
dos experimentos de RMN de 'H e C (FIGURAS 29 e 30) p. 76 e 77, e por

comparagao com dados da literatura (SAYED ET AL, 2000).

OMe

Analisando o espectro de RMN de 'H p. 76, foi possivel observar sinais de
hidrogénios na regidao de aromaticos em 6 7,96 (1H, dd, J= 8,0 e 1,5 Hz), 6 7,21 (1H,
ddd, J=8,0; 7,1 e 1,5 Hz), 5 7,58 (1H, ddd, J= 8,0; 7,1 e 1,5 Hz), e 5 7,34 (1H, dI, J=
8,0 Hz) correspondendo aos hidrogénios H-5, H-6, H7 e H-8 do anel B. Os valores
das constantes de acoplamento juntamente com as multiplicidades encontradas para
estes sinais sugerem o acoplamento entre os hidrogénios H-5 com o H-6 e H-7 em
orto e meta, respectivamente, de H-6 com H-5 e H-7 em orto e com H-8 em meta. O
hidrogénio H-7 acopla com H-6 e H-8 em orto e com H-5 em meta, e o H-8 em orto
com H-7.

Foi observado um sinal em & 3,92 (3H, s) caracteristico de metoxila,
encontrado na posi¢cado C-4 de alcaldides quinolonicos, e em & 3,64 (3H, s) de metila
ligada a nitrogénio. O sinal em 5 6,05 (1H, s) foi atribuido ao H-3, e é caracteristico
de hidrogénio olefinico.

O espectro de RMN "*C p. 77, apresentou sinais referentes a 11 carbonos. Os
sinais em & 55,6 e em & 28,8 confirmam a presenca de uma metoxila e de uma
metila ligada a nitrogénio.
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Portanto, através dos dados de RMN 'H e C e por comparagdo com a
literatura, foi confirmado que a substancia 06 é o alcaldide N-metil-4-metoxi-2-
quinolona, o qual é amplamente distribuido em plantas da familia Rutaceae.

Os dados da analise dos experimentos RMN de 'H e "*C da substancia 06
estdo representados nas (TABELAS 6 e 7) pgs. 78 e 79.
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TABELA 6 - Dados de RMN de 'H para a substancia 06 e comparagéo com a literatura.

N-metil-4-metoxi-2-quinolona

Isolada (a) SAYED ET AL, 2000 (b)
Hidrogénio
0 (ppm) 0 (ppm)
3 6,23 (1H, s) 6,64 (1H, s)
5 7,96 (1H, dd, J= 8,0 e 1,5 Hz) 8,16 (1H, dd, J= 7,5 € 0,8 Hz)
6 7,21 (1H, ddd, J=8,0;7,1e 1,5 Hz) 7,46 (1H, ddd, J=7,0;7,2 e 0,8 Hz)
7 7,58 (1H, ddd, J=8,0;7,1 e 1,5 Hz) 7,68 (1H, ddd, J=8,3; 7,0 e 1,4 Hz)
8 7,34 (1H, dI, J= 8,0 Hz) 8,0 (1H, d, J= 7,4 Hz)
N-Me 3,64 (3H, s) -
OMe (C4) 3,92 (3H, s) 4,05 (3H, s)

(a) 200 MHz, CDCls3;
(b) 500 MHz, CDCl3, substancia semelhante (2{6’'(2H-benzo[d]1”,3"-dioxolen-5"-il)hexil}4-metoxi-quinolona).



TABELA 7 - Dados de RMN de *C para a substancia 06 e comparagdo com a

literatura.
N-metil-4-metoxi-2-quinolona
Carbono Isolada (a) ALBARICI, 2006 (b)
o (ppm) S (ppm)
163,6 163,8
96,1 96,5
162,4 162,7
4a 116,2 116,5
5 123,1 123,3
6 121,4 121,6
7 131,0 131,2
8 113,8 114,0
8a 139,4 139,8
N-Me 28,8 29,0
OMe (C3) 55,6 55,7

(a) 50 MHz, CDCls,
(b) 50 MHz, CDCls
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3.2.4 Identificacao estrutural das substancias 07 a 09

Os alcaldides furoquinolinicos quando isolados apresentam-se como solidos
amorfos e sdo caracterizados pela presenca de um sistema furanico em sua
estrutura. Nos alcaldides furoquinolinicos que apresentam mais de um grupo
metoxila, uma delas aparece na regido desblindada entre & 4,00-5,00, se comparado
com outras que se encontram préximas de 6 4,00. Esse sinal desblindado € atribuido
aos hidrogénios 4-OMe devido ao efeito retirador de elétrons ocasionado pelo
nitrogénio em hibridagdo sp? (SIMOTE, 2006).

As substancias 07 e 08 foram obtidas da fracdo FDRF a substancia 09 obtida
da fracdo FHRR. As substancias foram identificadas por meio de experimentos de
RMN de "H e de *C e por comparacdo com a literatura (TABELAS 8 e 9) pgs. 89 e
90.

MeO

Os espectros de RMN de 'H das substancias 07, 08 e 09 (FIGURA 31-33) p.
83, 84 e 85, apresentaram sinais de deslocamento quimico caracteristicos de um
anel furano dissubstituido, dois dubletos com sinais em 6 7,63 (1H, d, J = 2,8Hz) e
em o 7,09 (1H, d, J = 2,8 Hz) para a substancia 07; & 7,51 (1H, d, J= 3,2Hz) e em &
6,98 (1H, d, J= 3,2Hz) para a substancia 08; em & 7,85(1H, d, J = 2,6Hz) e em & 7,35
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(1H, d, J = 2,6Hz) para a substancia 09; referentes aos hidrogénios H-2’e H-3’,

respectivamente.
Para a substancia 07, foi observado hidrogénios aromaticos em o 8,02 (1H, d,
J =8,5Hz), em 6 7,69 (1H, ddd, J= 8,4; 6,8; 1,0Hz) e em O 7,45 (1H, ddd, J=8,4;
6,8; 1,0Hz), em 0 8,28 (1H, dd, J = 8,4; 1,5 Hz), referente aos hidrogénios H-8, H-7,
H-6 e H-5 respectivamente. O singleto em 0 4,41 (3H, s) foi atribuido a metoxila na
posicdo C-4.
O espectro de RMN de "*C (FIGURA 34) p. 86, da substancia 07 mostrou a

presenca de 12 sinais, sendo cinco carbonos quaternarios (C-2, C-3, C-4, C-4a e C-

8a). O sinal em o 156,9 foi atribuido ao carbono C-4 pelo valor de deslocamento

quimico e o sinal em 0 59,9 ao carbono da metoxila. A analise dos espectros de

RMN de 'H e de "*C juntamente com dados da literatura (HONGWEI ET AL, 2010),
permitiu identificar a substancia 07 como sendo o alcalbide dictamina.

A substancia 08 apresentou um padrdao de substituicdo diferente da
substancia 07 descrita anteriormente. O espectro de RMN de 'H mostrou sinais em &
7,39 (1H, s) e 6 7,29 (1H, s) atribuidos aos hidrogénios H-5 e H-8 respectivamente.
Outros trés sinais em 6 4,37 (3H, s), em & 3,96 (3H, s) e em ©& 3,98 (3H, s),
caracteristicos de metoxilas, foram atribuidos as posicbes C-4, C-6 e C-7,
respectivamente.

No espectro de RMN de *C (FIGURA 35) p. 87, foram observados 13 sinais,
sendo trés atribuidos as metoxilas em & 55,9; & 56,0; & 58,9; dois carbonos CH em &
104,6 e 5142,2 e os outros oitos sinais sdo de carbonos totalmente substituidos, que
somados aos dados anteriores e por comparagao com a literatura, levam a concluir
que a substancia 08 é o alcaldide kokusaginina.

Para a substancia 09, foram observados sinais de deslocamento quimico
de hidrogénios aromaticos em o 7,54 (1H, d, J = 2,96 Hz), o 7,37 (1H, dd, J=1,0;
9,1Hz) e em 6 7,83 (1H, d, J=9,1Hz), referente aos H-8, H-6 e H-5, respectivamente.

A presenca de dois singletos em 6 4,51 (3H, s) e em & 3,92 (3H, s) foram atribuidos

as metoxilas nas posi¢des C-4 e C-7.

No espectro de RMN de "*C (FIGURA 36) p. 88, foram observados 13 sinais,
sendo que o & 56,2 e d 60,2 foram atribuidos as metoxilas e somados aos dados
anteriores e ao espectro de massas, o qual apresentou o pico do ion molecular em
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m/z 229, e por comparagao com a literatura, foi concluido que a substancia 09 é o

alcaldide evolitrina.
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TABELA 8 - Dados de RMN de 'H para as substancias 07, 08 e 09, e comparagao com a literatura.

Dictamina(07) Kokusaginina (08) Evolitrina (09)
Hidrogénio Isolada 06* (a) Isglis:n?; (@) Isoala(c;:)r:i; (b) HONGWEI ET AL, 2010* (¢)
0 (ppm) 0 (ppm)
2’ 7,63 (d, J = 2,8 Hz) 7,51(1H, d, J= 3,2 Hz) 7,85 (d, J = 2,6 Hz) 7,68 (d, J = 2,6 Hz)
3 7,09 (d, J =2,8 Hz) 6,98 (1H, d, J= 3,2 Hz) 7,35 (d, J =2,6 Hz) 7,01 (d, J =2,7 Hz)
5 8,28 (dd, J = 8,4; 1,5 Hz) 7,39 (1H, s) 7,83 (1H, d, J=9,1Hz) 8,22 (d, J = 8,3 Hz)
6 7,45 (ddd, J=8,4; 6,8; 1,0 Hz) - 7,37 (1H, dd, J=1,0; 9,1Hz) 7,54 (t, J=7,2 Hz)
7 7,69 (ddd, J=8,4; 6,8; 1,0Hz) - - 7,54 (t, J=7,4Hz)
8 8,02 (dl, J = 8,5; 1,0 Hz) 7,29 (1H, s) 7,54 (1H, d, J = 2,96 Hz) 8,09 (d, J = 8,5 Hz)
4-OMe 4,41 (3H, s) 4,37 (3H, s) 4,51 (3H, s) 4,48 (s)
6-OMe - 3,96 (3H, s) - -
7-OMe - 3,98 (3H, s) 3,92 (3H, s) -

(a) 200 MHz, CDCls;
(b) 400 MHz, acetona-d,
(c) 600 MHz, CDCl3



TABELA 9- Dados de RMN de "*C para as substancias 07, 08 e 09 e comparagdo com a literatura.

06

Dictamina(07) Kokusaginina (08) Evolitrina (09)
Carbono Isolada 07 (a) Isolada 08 (a)* Isolada 09 (b) PAULINI ET AL, 1989 (c)*
0 (ppm) 0 (ppm) o (ppm) o (ppm)
163,7 162,8 163,9 163,0
118,3 112,9 123,3 112,9
156,9 155,7 157,3 155,6
4a 103,4 102,2 105,0 102,2
5 122,3 100,2 130,4 100,1
6 123,7 147,8 123,2 147,8
7 129,6 1527 156,7 152,6
8 127,6 106,4 101,2 106,7
8a 145,5 142,4 120,3 142,5
2 143,5 142,2 145,3 142,4
K 104,7 104,6 106,2 104,6
4-OMe 59,9 58,9 60,2 58,8
6-OMe - 56,0 - 56,0
7-OMe - 55,9 56,2 55,9

(a)100 MHz, CDCls;
(b)100 MHz, acetona-d
(c) 50 MHz, CDCl3



3.2.5 identificacdo estrutural da substancia 10

A substancia 10 foi isolada como um sélido amarelo da fragdo FMRF das
partes aéreas da R. graveolens. Em CCDA, quando revelado em vanilina,
apresentou coloragao amarela e em reagente de Dragendorff apresentou coloragéo
alaranjada. Sua identificacao foi realizada através da analise dos experimentos RMN
de 'H e HSQC (FIGURAS 37 e 38) pg. 93, 94 e 95, e por comparagao com dados da

literatura.

O espectro de RMN de 'H da substancia 10 apresentou um sinal em & 5,99
(2H, s) indicando a presencga de um grupo metilenodioxi, referente aos hidrogénios
na posig¢ao 7’, um sinal em & 6,26 (1H, s) indicando a presenga de um hidrogénio
olefinico desblindado por ser a-carbonilico e outro sinal em & 3,59 (3H, s)
caracteristico de metila ligada a heteroatomo, determinando a presenca do N-Me.

O espectro de RMN de "H (TABELA 10) p. 96, ainda apresentou sinais em &
8,37(1H, dd, J= 8,0; 1,6 Hz), e & 7,34 (1H, ddd, J= 8,0; 6,8Hz), & 7,64 (1H, ddd, J=
8,4;,6,8 e 16Hz), e 5 7,49 (1H, dl, J= 8,4Hz). Essas multiplicidades sugerem que o
anel aromatico B é orto dissubstituido e os hidrogénios foram atribuidos as posi¢des
5 a 8. Os sinais de 6 6,78 (1H, dd, J=1,6 e 0,4Hz) referente a H-2’; 5 6,82-6,80 (1H,
dd, J= 8,0 e 1,6Hz) H-6’ e 5 6,85-6,83 (1H, dd, J= 8,0 e 0,4Hz) H5'. A partir das
multiplicidades dos hidrogénios, é observado que o H-2’ acopla em meta com o H-6’
e em para com H-5; o H-5" acopla em orfo com H-6" € em para com H-2’; e H-6’

acopla em orto com H-5 e em meta com H-2'.
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O espectro de correlagdo HSQC apresentou sinais de correlagdo dos
hidrogénios em & 7,69; em 6 7,55 e em & 7,35 com os carbonos em 6 132,48; em &
116,21 e em & 123,92 respectivamente. Os hidrogénios em 6 6,85 correlacionam
com um unico sinal de carbono em 6 108,83 e o & 6,80 com & 122,63. Ainda foi
possivel observar que os carbonos em & 126,27; 6 101,55; 6 112,15 e &6 37,45
correlacionam com os hidrogénios & 8,41; ¢ 6,02; 6 6,26 e & 3,60 (N-Me),
respectivamente.

Portanto, de acordo com os dados de RMN de 'H e HSQC e comparagéo com
a literatura, a substancia 10 foi identificada como sendo o alcaléide quinolinico 1-

metil-2[3’,4’-(metilenodioxi)fenil]-4-quinolona (graveolina).
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TABELA 10- Dados de RMN de 'H para a substancia 10 e comparagdo com a

literatura.
Graveolina
Isolada (a) OLIVEIRAET AL, 1996 (b)
Hidrogénio
0 (ppm) 0 (ppm)

3 6,26 (1H, s) 6,30 (1H, s)

5 8,37(1H, dd, J= 8,0; 1,6 Hz) 8,49 (1H, dd, 8,0 e 1,5 Hz)

6 7,34 (1H, ddd, J= 8,0; 6,8Hz) 7,42 (1H, dt, J=8,0 e 0,9 Hz)

7 7,64 (1H, ddd, J=8,4; 6,8 e 1,6Hz) 7,71 (1H, dt, 8,0 e 1,5 Hz)

8 7,49 (1H, dlI, J= 8,4Hz) 8,41 (1H, dd, 8,06; 1,18 Hz)

2 6,78 (1H, dd, J=1,6 e 0,4Hz) 6,57 (1H, d, 1,5 Hz)

5 6,85-6,83 (1H, dd, J= 8,0 e 0,4Hz) 3,93 (3H, s) 5’OMe

6’ 6,82-6,80 (1H, dd, J= 8,0 e 1,6Hz) 6,52 (1H, s)

7 5,99 (2H, s) 6,07 (2H, s)

N-Me 3,59 (3H, s) 3,64 (3H, s)

(a) 200 MHz, CDClj3;
(b) 300 MHz, CDCl; substancia semelhante (2-aril-quinilin-4-ona).
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3.2.6 ldentificacao estrutural da mistura de substancias 11 (1, I, IlI)

As substancias 11(1, I, 1) referem-se a alcaldides quinolinicos e foram
isoladas em mistura como um sélido amarelo obtido a partir da fragdo FHRR
proveniente das raizes da R. graveolens. Em CCDA, quando submetido a
radiacao UV apresentou fluorescéncia nos comprimentos de onda de 254 e 365
nm. A identificacdo da mistura foi realizada através da analise dos experimentos
RMN de 'H e Espectrometria de Massas, e por comparagdo com dados da
literatura (KOSTOVA ET AL, 1999).

5 0 O
6 4
] 1 12 |
g N 9 N 10
Me '
Me
| I
(0]
'}l 11
Me

Analisando o espectro de RMN de 'H (FIGURAS 39) p. 99 da mistura, foi
possivel observar sinais na regido de hidrogénios aromaticos em 6 8,19 (1H, tI, J=
8,0 Hz),em 6 7,77 (1H, tl), em & 8,19 (1H, t/, J= 8,0Hz), e em & 7,54 (1H, tI, J= 8,0HZz)
atribuidos aos H-5, H-6, H7 e H-8 do anel aromatico orto dissubstituido. A partir das
multiplicidades e das constantes de acoplamento foi possivel afirmar correlacoes
entre os hidrogénios H-5 e H-6 em orfo, e H-7 em meta; do H-6 com H-5 e H-7 em
orto; do H-7 acoplando com H-6 e H-8 em orto, e do H-8 em orfo com H-7, e em
meta com H-6. Os deslocamentos quimicos do H-5 e H-7 sao muito semelhantes por

se encontram em um mesmo sinal.

97



Foi observado um sinal de hidrogénio em 6 4,12 (3H, s) caracteristico de
metila ligada a heteroatomo (N-Me), e um sinal em 6 6,70 (1H, s) atribuido ao
hidrogénio olefinico H-3.

O RMN 'H ainda apresentou sinais na regido mais blindada do espectro em §
3,05 (2H, qt, J=8,0); 6 2,37 (4H, qt, J=8,0); 5 1,84 (2H, qt, J= 8,0); 5 1,63 (6H, m); 5
1,47-1,26 (m) todos referentes a CH; de cadeia alquilica, e & 0,87 (9H, t/) referente a
metila terminal dos 3 isbmeros (TABELA 11) pg 103. Esses sinais indicam a
presenca de cadeia lateral, sendo sua determinacao facilitada através da analise dos
espectros de massa, uma vez que suas multiplicidades n&o sao tao nitidas.

Para todos os sinais, tanto na regido aromatica quanto os da regido alquilica,
as integragdes néo ficaram exatas. Dessa forma, concluiu-se que o composto ndo se
encontrava de forma pura, mas sim com uma mistura de substancias analogas que
apresentaria uma estrutura semelhante em quantidade minoritaria.

O cromatograma de ions totais (TIC) (FIGURA 40) p. 101 apresentou uma
banda majoritaria e duas minoritarias na proporgao (8:1:1), onde a banda majoritaria
mostrou um espectro de massa (FIGURA 41) pg. 102 com o pico do ion molecular
m/z 313 e as duas bandas minoritarias (FIGURA 42) p. 103, m/z 327 e 341, variando
em uma unidade CH;, (m/z 14) para o ion m/z 313 (FIGURA 43) pg 104, confirmando
a presenga de uma série homologa. O experimento de cromatografia gasosa foi
realizado em um Shimadzu QP 5000- lonizagao por Impacto Eletrénico (70eV). A
rampa utilizada foi 150/1/10/300/20.

Assim a mistura dos alcaldides 11 (I, Il, Ill) refere-se a uma série homologa de
alcaloides alquil-N-metil-4-quinolinicos: 1-metil-2-undecan-4-quinolona (1), 1-metil-2-

dodecan-4-quinolona (ll), 1-metil-2-tridecan-4-quinolona (ll1).
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TABELA 11- Dados de RMN de 'H para a substancia 11 e comparagdo com a

literatura.
2-undecan-N-metil-4-quinolina
Isolada (a) KOSTOVA ET AL, 1999
Hidrogénio 5 (opm) 5 (ppm)
3 6,70 (1H, s) 6,42 (1H, s)
5 8,19 (1H, t/, J=8,0 Hz) 8,48 (1H, tl, J=9,0Hz)
6 7,77 (1H, t) 7,80a7,40 (1H, m)
7 8,19 (1H, t/, J=8,0 Hz) 7,80 a7,40 (1H, m)
8 7,54 (1H, tl, J=8,0 Hz) 7,80a7,40 (1H, m)
1 3,05(2H, qt, J= 8,0Hz) 2,76 (2H, t, J= 8,0Hz)
2e3  2,37(4H, qt, J= 8,0HZz) 1,50-2,0 (m)
4 ae 1,47-1,26 (m) 1,50-2,0 (m)
7 1,63 (2H, m) 1,50-2,0 (m)
8’ 1,84 (2H, t, J=8Hz) 1,50-2,0 (m)
o) 0,87 (3H, t) 0,87 (3H, t, J=8,0Hz)
N-Me 4,12 (3H, s) 3,80 (3H, s)

(a) 400 MHz, CDCls;
(b) 500 MHz, CDCl;.( 2-undecan-N-metil-4-quinolina)

105



3.3 Cumarinas

Furanocumarinas sdo metabdlitos secundarios encontrados em plantas
caracterizados por um anel furano fundido a benzopirano-2-ona. A posicdo da
substituicdo furano distingue dois grandes grupos de compostos, o linear
(psoralenos) e angular (angelicina e derivados).

Os psoralenos em particular sado conhecidos pelos seus efeitos
fotossensibilizantes e fitotoxicos. Eles tém sido utilizados na fitoquimioterapia da
pele no tratamento de doengas como psoriase, vitiligo e micoses (MURRAY E JORGE,
1984; MASUDA ET AL, 1998; ORLITAL ET A, 2008; LARBAT ET AL, 2009).

Inimeras outras aplicagcdes tém sido atribuidas as furanocumarinas, embora o
seu potencial mutagénico fosse reconhecido durante muitos anos atras. Essa classe
de cumarinas é encontrada apenas em quatro familias de plantas: Fabaceae,
Apiaceae, Rutaceae e Moraceae (LARBAT ET AL, 2009).

Nas Rutaceaes, as cumarinas sao isoladas em varias partes vegetais. A
maior caracteristica na diversificagdo das cumarinas tanto em Rutaceae quanto em
Apiaceae esta na incorporagéo de grupos prenila nos esqueletos estruturais (BRAGA,
2005; LARBAT ET AL, 2009).

As cumarinas tém origem biossintética no acido p-hidroxi-cinamico (p-
cumarico). Sua grande diversidade estrutural é devida principalmente a incorporagéo
da unidade prenila. As prenilagdes ocorrem nas posi¢des 6 e 8 devido a presenca da
hidroxila na posicdo 7, que é orto orientador formando uma furanocumarina, por
meio de uma reacdo de epoxidacdo na ligagdo dupla olefinica, gerando as
piranocumarinas. Uma vez incorporado ao esqueleto cumarico, o grupo prenila pode
sofrer um grande numero de modificagdes (BRAGA, 2005; LARBAT ET AL, 2009). Para a
formagao das furanocumarinas simples, um fragmento hidroxiisopropil da marmesina
€ eliminado enzimaticamente, levando a formacao dos psoralenos (DEwICK, 2002).

Varias cumarinas foram isoladas da R. graveolens tais como: umbeliferona,
chalepensina, bergapteno, bergaptol, chalepina, escopoletina, isopimpenelina,
psoraleno, xantotoxina dentre outras (ORLITA ET AL, 2008). Foi possivel observar que
algumas das cumarinas isoladas seguem uma sequéncia biossintética, por exemplo:
as cumarinas preniladas geram o psoraleno, o qual leva aos compostos substituidos

nas posicdes 5 ou 8.
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3.3.1 Identificacao estrutural das substancias 12 a 15

As furanocumarinas 12 e 13 foram isoladas da fracdo FHDRF, a 14 isolada da
fracdo FDRF e a 15 da fracdo FHRR, todas das partes aéreas da R. graveolens. As
substancias tiveram suas estruturas identificadas com base em experimentos de
RMN de 'H e de C (TABELAS 12, 13 e 14) pg. 119-121, com excegdo da
substancia 14, em que foram realizados além dos espectros de RMN 1D,
experimentos de RMN 2D HMBC, HSQC e gNOESY além de espectrometria de
massas. Todas as substancias tiveram suas identificagdes comparadas com dados
da literatura.

Os espectros de RMN de 'H (FIGURAS 44 a 47) p. 100-113 apresentaram
sinais caracteristicos do esqueleto cumarinico, dubletos do anel lacténico em & 8,13
(1H, d, J=9,8 Hz) e em 6 6,24 (1H, d, J=9,8 Hz) para a substancia 12; em 67,81 (1H,
d, J=9,6 Hz) e 66,39 (1H, d, J=9,6 Hz) para a substancia 13, em 6 8,13 (1H, d, J=
10,0 Hz) e em 6 6,43 (1H, d, J=10,0 Hz) para a substancia 14; e em & 8,20 (1H, d, J=
10,0 Hz) e em & 6,28 (1H, d, J=10,0 Hz) para a substancia 15; referentes aos

hidrogénios H-4 e H-3 de cada substancia, respectivamente.
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Outros sinais observados sao pertencentes aos aneis furanicos
dissubstituidos em 6 7,57 (1H, d, J=2,6 Hz) em & 7,05 (1H, dd, J=2,6 e 1,0 Hz) para
a substancia 12, em 6 7,67 (1H, sl) e em 5 6,83 (1H, dd, J = 2,1 e 0,8 Hz) para a
substancia 13, em 6 7,68 (1H, d, J = 2,8 Hz) e em 6 6,80 (1H, d, J = 2,8 Hz) para a
substancia 14,eem 6 7,91 (1H, d, J=2,4 Hz) eem 6 7,29 (1H, d, J = 2,4 Hz) para a
substancia 15, referentes aos hidrogénios H-2° e H-3' de cada substancia,
respectivamente.

O sinal do H-4, que normalmente aparece em & 7,60 encontra-se mais
desblindado, em torno de 6 8,15 no espectro da substancia 12, indicando que a
posicao C-5 é substituida. As cumarinas que apresentam substituintes oxigenados
na posi¢cado C-5, tem o valor do deslocamento quimico do H-4 bem desblindado em
torno de 6 8,00 devido ao efeito anisotropico da ligagdo C-O na posigéo 5, e também
devido ao fato de se encontrar na posi¢cao p carboxila do anel lacténico. O sinal da
metoxila se mostra desblindado, o que sugere que essa cumarina seja linear.
Segundo Murray et al (1984), grupos metoxilas que apresentem sinais que
absorvem acima de 6 4,15 indicam que as furanocumarinas sao lineares e que as
que absorvem abaixo de 6 4,15 caracterizam furanocumarinas angulares.

O espectro apresenta também um sinal em & 4,25 (3H, s) que é relativo a
metoxila da estrutura.

A mutiplicidade observada para H-3’ (dd, J= 2,6 e 1,0 Hz) é justificada pelo
acoplamento a longa distdncia com H-8 em & 7,10 (s) uma constante de
acoplamento bem pequena com J=1,0, chamado acoplamento em zig-zag, comum
nas cumarinas. Esses acoplamentos a longa distancia também justificam a metoxila
em C-5, pois se caso ela estivesse em C-8 estes acoplamentos a longa distancia
nao seriam observados.

Os dados de RMN de 'H associado aos dados de RMN de "*C (FIGURA 48)
p. 114, comparados com os dados encontrados na literartura, permitiram identificar a
substancia 12 como a furanocumarina, Bergapteno.

Para a substancia 13, a multiplicidade do sinal em & 7,67 atribuido ao H-2’
deveria ser um dubleto, contudo esse sinal H-5 coaleceu com o sinal de, fazendo
com que sua multiplicidade ndo pudesse ser observada. A multiplicidade observada
para H-3’ é justificada pelo acoplamento zig-zag a longa distéancia com H-8 5 7,47 (sl,

J =0,8 Hz). O sinal no espectro de hidrogénio com deslocamento 6 7,69 (1H, s)
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refere-se ao H-5, caracteristico de hidrogénio aromatico. Por comparagao dos dados
de RMN de 'H e associado aos dados de RMN de *C (FIGURA 49) p.115 com a
literatura pode-se concluir que a substancia 13 € o psoraleno.

No espectro de RMN de 'H da substancia 14, observa-se um sinal intenso em
0 4,24 (3H, s) caracteristico de metoxila ligada a anel aromatico. O fato do sinal da
metoxila aparecer tdo desblindado sugere que essa cumarina seja linear (MURRAY ET
AL,1984). Para a confirmagao do segundo substituinte, foi realizado o experimento
de CG-EM, que apresentou o pico do ion molecular m/z 232, confirmando assim a
presencga de um grupo hidroxila na molécula.

No experimento de HSQC (FIGURA 51) p. 117 os hidrogénios com
deslocamento em 6 4,24; 5 6,43 e 5 6,89 correlacionam com os carbonos em & 63,1;
0 115,8 e 6 105,9 respectivamente. Ainda foi possivel observar as correlagdes dos
hidrogénios em 6 7,68 e 6 8,13 com os carbonos em 6 147,3 e 6 140,1.

O mapa de HMBC (FIGURA 52) p. 117 apresenta correlagdo dos hidrogénios
H-4 e H-3 com o carbono em 6 160, 0. O sinal de hidrogénio H-4 também apresentou
correlacdo com os carbonos em 6 115,8 e 6114,0. Ainda foi possivel observar
correlagdes dos sinais de hidrogénio em & 6,89 e & 7,68 com o carbono em 5147,3; e
do sinal em & 4,24 com o carbono em § 133,2.

Para atribuir a posi¢cao dos substituintes oxigenados na molécula foi realizado
o experimento de gNOESY (FIGURA 53) pg. 118. O sinal em 6 8,13 referente ao H-
4, ao ser irradiado, nao apresentou efeito NOE com o sinal em ¢ 4,25 referente a
metoxila. Dessa forma, pode-se inferir que a metoxila encontra-se na posi¢cdo C-8 do
anel aromatico, restando assim a posi¢ao C-5 do anel para a hidroxila.

Os dados de RMN de 'H, HMBC e HSQC, junto com os dados de gNOESY,
confrmam a estrutura da furanocumarina do 5-hidroxi-8-metoxi-psoraleno,
substancia 14.

A analise do espectro de RMN de 'H da substancia 15 mostrou dois sinais em
64,10 (3H, s) e 6 4,24 (3H, s) caracteristico de metoxilas atribuidas a as posi¢coes C-
8 e C-5. Assim os dados de RMN de 'H, associado aos dados de RMN de *C

(FIGURA 50) p.116 , permitiram identificar a substancia 15 como a isopimpinelina.
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FIGURA 52- Mapa de contorno de HMBC (400MHz, CDClI3) da substancia 14.
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TABELA 12 - Dados de RMN de "H para a substancia 12 e 13, e comparacéo com a literatura.

Bergapteno (12)

Psoraleno (13)

Hidrogénio Isolada 12 (a) MASSUDA, 1998
0 (ppm) 0 (ppm)

3 6,24 (1H, d J=9,8 Hz) 6,26 (d, J=9,8 Hz)
4 8,13 (1H, d, J=9,8 Hz) 8,15 (d, J=9,8 Hz)
5 - -
8 7,10 (1H, s) 7,12 (s)
2 7,57 (1H, d, J=2,6 Hz) 7,59(1H,d, J=2,5Hz)
3 7,05 (1H,dd, J=2,6 e 1,0 Hz) 7,02 (1H, d, J=2,5HZz)

5-OMe 4,25 (s) 4,27 (s)

Isolada 13 (a)
0 (ppm)

6,39 (1H, d, J = 9,6Hz)
7,81 (1H, d, J =9,6Hz)
7,69 (1H, s)

7,47 (1H, s)

7,67 (1H, s)

6,83 (1H, dd, J =2,1; 0,8 Hz)

NGADJUI ET AL, 1998 (b)
0 (ppm)

6,39 (1H, d, J = 9,8 Hz)
7,81 (1H, d, J = 9,8 Hz)
7,70 (1H, s)

7,49 (1H, sl)

7,70 (1H, d, J =2,3 Hz)
6,84 (1H, dd, J =0,8; 2,2 Hz)

(a) 200 MHz, CDCl;;
(b) 300 MHz, CDCls,
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TABELA 13- Dados de RMN de "H para a substancia 14 e 15, e comparagdo com a literatura.

5-hidroxi-8-metoxi-psoraleno (14)

Isopimpinelina (15)

Isolada 15 (b)
0 (ppm)

6,43 (1H, d, J = 10,0 Hz) 6,28 (1H, d, J = 10,0Hz)

Hidrogénio Isolada 14 (a)
0 (ppm)
3
4 8,13 (1H, d, J =10,0 Hz)
2 7,68 (1H, d, J =2,8 Hz)
3 6,89 (1H, d, J =2,8 Hz)
5-OMe 4,24 (3H, s)

8-OMe -

8,20 (1H, d, J =10,0 Hz)
7,91 (1H, d, J =2,4Hz)
7,29 (1H, d, J =2,4Hz)

4,24 (3H, s)
4,10 (3H, s)

HONGWEI ET AL, 2010
(c)
o (ppm)
6,29 (1H, d, J = 9,7Hz)
8,12 (1H, d, J = 9,7Hz)
7,62 (1H, d, J =1,8Hz)
6,99 (1H, d, J =1,8Hz)
4,16(3H, s)
4,16(3H, s)

(a) 400 MHz, CDCl3
(b) 400 MHz, acetona-d
(c) 600 MHz, CDCls.(Isopimpinelina)
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TABELA 14 - Dados de RMN de "C para as substancias 12, 13 e 15 e comparagdo com a literatura.

Bergapteno (12) Psoraleno (13) Isopimpinelina (15)
Carbono Isolada 12 (a) Isolada 13 (a) Isolada 15 (b) HONGWEI ET AL, 2010
0 (ppm) o (ppm) o (ppm) (c)
o (ppm)
161,2 161,3 160,3 160,4
112,6 115,0 113,5 112,9
139,2 144.5 145,5 139,3
4a 149,6 115,7 144.8 143,7
5 106,5 120,1 145,0 144,3
6 112,8 125,2 115,7 114,8
7 158,4 156,7 151,0 150,0
8 93,9 100,2 128,8 128,3
8a 152,8 152,4 108,2 107,1
2 144.8 147,2 146,6 145,1
3 105,0 106,7 106,2 105,0
5-OMe 60,1 - 61,3 60,8
8-OMe - - 61,7 61,7

(a) 50 MHz, CDCls;
(b) 100 MHz, acetona-d
(c) 150 MHz, CDCls(isopimpinelina)



3.3.2 Identificacdo estrutural da substancia 16

A substancia 16 foi isolada como um sdlido branco a partir da FHDRF das
raizes da R. graveolens e identificada por RMN de 'H (FIGURA 54) p. 123.

O espectro de RMN de 'H, (TABELA 15) p. 124 apresentou sinais de
deslocamentos quimicos caracteristicos de esqueleto benzofuranico, dois sinais em
6758 (1H, d, J = 2,2 Hz) e 6 6,94 (1H, d, J = 2,2 Hz) referentes ao H-2’ e H-3’,
respectivamente. Foram observados os sinais do H-4 e H-3 do anel lacténico em &
8,17 (1H, d, J=9,7 Hz) e & 6,28 (1H, d, J=9,7 Hz). O sinal do H-4, que normalmente
aparece em ¢ 7,60 encontra-se desblindado, em & 8,17; o que indica que a posi¢cédo 5

do anel aromatico é oxidada.

As cumarinas que apresentam substituintes oxigenados na posi¢gdo C-5, tém
o valor do deslocamento quimico do H-4 bem desblindado em torno de & 8,00 devido
ao efeito anisotropico da ligagdo C-O na posi¢cao 5, e por se encontrar na posigao f
carboxilica do anel lacténico.

Um singleto em Hé 7,14 (1H, s) indica a presengca de um hidrogénio
aromatico, que se concluiu ser o H-8. O espectro apresenta também outros sinais
em: & 1,78 (3H, s) 6 1,68 (3H, s) caracteristicos de metilas de prenila, que séo
confirmados com os sinais em & 5,55 (1H, t, J=6,9 Hz) do H-3” e em & 4,92 (2H, d,
J=6,9 Hz) do H-2”, que é relativo ao grupo O-prenila na posig¢ao 5.

A partir da andlise comparativa dos dados de RMN de 'H com os dados da
literatura, pode-se concluir que a substancia 16 trata-se da furanocumarina 5-0-3,3-

dimetilalil-6,7-furanocumarina (isoimperatorina).
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TABELA 15- Dados

literatura.

de RMN de 'H para a substancia 16 e comparacdo com a

Isoimperatorina
Hidrogénio Isolada (a) THANH ET AL, 2004 (b)
6 (ppm) % (ppm)
6,28 (1H, d, J =9,7 Hz) 6,29 (1H, d, J = 9,6 Hz)
4 8,17 (1H, d, J =9,7Hz) 8,17 (1H,d, J =9,6 Hz)
8 7,14 (1H, s) 7,17 (1H, sl)
2’ 7,58 (1H, d, J =2,2Hz) 7,61 (1H, d, J =2,1 Hz)
3 6,94 (1H, d, J =2,2Hz) 6,97 (1H, dd, J =0,9 ; 2,1 Hz)
2 4,92 (2H, d, J =6,9Hz) 4,94 (2H, d, J =6,9 Hz)
3” 5,55 (1H, t, J =6,9Hz) 5,56 (1H, tl, J =6,9 Hz)
Me-1 1,78 (3H, s) 1,82 (3H, s)
Me-2 1,68 (3H, s) 1,72 (3H, s)

(a) 200 MHz, CDCl;
(b) 300 MHz, CDCl5
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3.3.3 Identificacao estrutural da substancia 17

A substéncia 17 € uma furanocumarina isolada da fragdo FHDRF proveniente
das partes aéreas da R. graveolens. Sua estrutura foi identificada através dos
experimentos de RMN de 'H e de "*C (FIGURAS 55 e 56) p. 127 e 128, CG-EM e
por comparagao com a literatura (KOZAWA ET AL., 1974; KUMARET AL., 1995).

Hb'

No espectro de RMN de 'H (TABELA 16) p. 129 ndo foram observados os
dubletos correspondentes aos hidrogénios olefinicos H-3 e H-4 do esqueleto
cumarinico. Sinais de deslocamento quimico de hidrogénios em & 7,68 (1H, s) foi
atribuido ao hidrogénio H-4, indicando uma substituicdo na posicao C-3, que foi
confirmada pela presencga dos sinais em & 1,51 (6H, s), em & 5,08 (2H, d, J =10,0
Hz) H-3’'a; & 5,12 (2H, d, J = 18,0 Hz) H-3’'b e em & 6,26 (1H, dd, J = 10,0 e 18,0 Hz)
H-2’, e um sinal de hidrogénio em & 7,43 (1H, s), atribuido ao H-8 da cumarina.

A identificacdo da substancia 17 foi dificultada pela multiplicidade dos sinais
nao ficarem totalmente definidas, contudo, por ser uma furano cumarina conhecida,
foi possivel sua identificagdo comparando com os dados da literatura.

No espectro de RMN de 'C, (TABELA 17) pg.130 pdde-se observar a
presenca dos sinais em 6 40,0; 6 145,0;  112,5 e & 26,0 referentes aos carbonos do
grupo prenila C-1’, C-2’, C-3’, C-4’ e C-5’, respectivamente.

Os sinais caracteristicos do anel furénico sdo observados no espectro de
hidrogénio em & 7,65 (1H, d, J=2,6 Hz) referente ao H-2"e 5 6,82 (1H, dd, J=2,6 e
1,0 Hz) referente ao H-3”. A mutiplicidade observada para H-3’ € justificada pelo
acoplamento a longa distédncia com H-8 em & 7,43; uma constante de acoplamento

bem pequena com J=1,0, chamado acoplamento em zig-zag, comum nas cumarinas.
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Esses dados, associados com a informagao do espectro de massas, € ao pico
do ion molecular m/z 254, foi possivel confirmar que a substancia 17 € a

furanocumarina chalepensina.
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TABELA 16- Dados de RMN de 'H da estrutura 17.

Chalepensina

Hidrogénio Isolada (a)
o (ppm)
4 7,68 (1H, s)
5 7,63 (1H, s)
8 7,43 (1H, s)
2 6,26 (1H, dd, J= 10,0 e 18,0 Hz)
3a 5,08 (1H, d, J=10,0 Hz)
3'b 5,12 (2H, d, J = 18,0 Hz)
2" 7,65 (1H, d, J=2,6 Hz)
3” 6,82 (1H, dd, J=2,6 e 1,0 Hz)
4 1,51 (s)
5 1,51(s)

(a) 200 MHz, CDCl3
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TABELA 17- Dados de RMN de 'C da estrutura 17 e comparagdo com a

literatura.

Chalepensina

Carbono Isolada (a) KUMAR ET AL., 1995
S (ppm) 6 (ppm)

2 160,1 159,9

2 138,5 138,3
133,5 133,2
112,5 112,3
145,8 146,6

4 26,5 26,2

4a 151,6 151,3

8a 116,3 115,9

5 119,8 119,5

5 26,5 40,5

6 124,9 124,6

7 156,2 155,9

8 99,2 99,0

2" 146,9 145,5

3” 106,6 106,3

(a) 50 MHz, CDCl;
(b) 50 MHz, CDCls.
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3.3.4 Identificacdo estrutural da substancia 18

A substancia 18 foi isolada da fracdo FDFR das partes aéreas da R.
graveolens. Esta apresentou fluorescéncia azul sob radiagcdo UV em CCDA e sua
identificagdo foi realizada através de espectros de RMN 'H, HSQC e HMBC
(FIGURAS 57- 59) pg. 134-135.

O espectro de RMN de 'H, da substancia 18 apresentou sinais de
deslocamento quimico de hidrogénios em & 7,43 (1H, s) para o H-4 (por estar na
forma de singleto indica haver um substituinte na posicdo C-3) e hidrogénios
caracteristicos de um sistema vinilico com acoplamentos cis, trans e geminal em &
4,98-5,02 (2H, m) referente ao H-3’ e em & 6,10 (1H, dd, J=11,6 e 17,2 Hz) referente
ao H-2'. Estes sinais, junto com o sinal de 6 1,40 (6H, s) referente a dois grupos
metila geminais, evidenciam a presencga do substituinte 1’, 1’-dimetilalila na posigao
3 do anel lacténico da substancia 18.

Outros sinais de deslocamento de hidrogénio foram observados em 6 7,17
(1H, sl/) e 6,61(1H, s), referentes a hidrogénios aromaticos nas posigdes C-5 e C-8
respectivamente.

O espectro de RMN de 'H ainda apresentou sinais em & 4,67 (1H, t, J=
9,2Hz), referente ao H-2", e em & 3,13 (2H, m) referente ao H-3”, caracteristicos de
hidrogénios carbindlico e benzilico respectivamente. Foram também observados
sinais em 6 1,17 (3H, s) e em 6 1,29 (3H, s) relativos a grupos metila. Dessa forma,
foi possivel afirmar a presenga de um grupo hidroxi-isopropilica ligado ao C-2” do
anel diidrofuranocumarinico.

No espectro de correlacdo HSQC, observou-se que os sinais em & 1,40; 6
1,29 e & 1,17 correlacionam-se com o0s sinais de carbono em 6 26,1 e 6 24,4;

respectivamente. Foram também observados sinais de hidrogénio em & 4,98-5,02; 6
131



6,61; 6 7,17; 5 7,43 correlacionando-se com sinais de carbono em & 112,1; § 96,8; 5
123,3; 6 137,5; respectivamente.

O mapa de contorno do HMBC apresentou muitas correlagoes,
entretanto, as mais importantes foram as correlagdes dos sinais de hidrogénio em &
4,98-5,02 e 6 6,10 com carbono em 6 26,1; e 6 1, 29; 6 3,13 e 6 1,17 com o carbono
em o 76,9. Ainda, foi possivel observar que o hidrogénio em 6 6,61 correlaciona-se
com os carbonos em & 112,4 e 5 140,0; e § 7,42 correlaciona com o carbono em §
160,3.

O espectro de massa mostrou o pico ion molecular m/z 314, confirmando a
cumarina proposta. Dessa forma, através da analise comparativa dos dados de RMN
de "H com a literatura (TABELA 18) pg 136, juntamente com os experimentos de
RMN 2D e dados de espectrometria de massas, permitiu-se concluir que a

substancia 18 trata-se da furanocumarina chalepina.
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TABELA 18-Dados de RMN de 'H para a substancia 18 e comparagdo com a

literatura.
Chalepina
Hidrogénio Isolada (a) OLIVEIRA, 1996 (b)
0 (ppm) o (ppm)
4 7,43 (1H, s) 7,45 (1H,s)
5 7,17 (1H,sl) 7,17 (1H,s)
8 6,61 (1H, s) 6,68 (1H,s)
2 6,10 (1H, dd, J=11,6 e 17,2 Hz) 6,14 (1H, dd, J=10,0 e 18,0 Hz)
3 4,98-5,02 (2H, m,2H) 5,07-5,00 (2H, m,2H)
2" 4,67 (1H, t, J =9,2 Hz) 4,69 (1H, t, J =8,6 Hz)
3” 3,13 (2H, m, 2H) 3,18 (2H, dI,J=8,6; 2H)
Me-1’ 1,40 (6H, s) 1,44 (6H, s)
Me-4” 1,29; 1,17 ( 2s) 1,34; 1,20 (2s)

(a) 400 MHz, CDCl,
(b) 200 MHz, CDCls,
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4.0 Estudo fitoquimico da espécie Ruta graveolens

O estudo fitoquimico foi realizado no Laboratério de Pesquisa de Produtos

Naturais (PN) do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sé&o
Carlos (UFSCar).

4.1

Materiais

4.1.1 Material cromatografico:

X/
L X4

Cromatografia por adsorg¢ao

Cromatografia em coluna (CC) utilizando como fase estacionaria: Silica Gel
60 (70-230 mesh) e 60 (230-400 mesh) da Merck.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE): Semi-Preparativa com fase
estacionaria propil-diol (30 X 0,78cm), didmetro de particula 10um,
preparativa e analitica octadecilsilano (31 x 1,0cm) e (25 x 0,46¢cm), Semi-
Preparativa com fase estacionaria Fenil-Hexil (0,7 x 30cm), didmetro de

particula 10pum.

Cromatografia por exclusao

Sephadex LH-20 de procedéncia Amersham Pharmacia Biotech AB.
Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando fase estacionaria:
polimérica preparativa Shodex Asahipak (45 X 2,5cm) e didmetro de particula
de 5um.

Cromatografia em camada delgada comparativa (CCDA):

v" Cromatoplacas- Silica gel 60 F2s4, AL TLC 20 x 20cm da Merck.
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4.1.2 Reveladores:

v' Céamara de luz UV (254 e 365 nm)
v" Reagente de Dragendorff

v" Solugdo de Vanilina em acido sulfarico

4.1.3 Solventes utilizados para cromatografia:

v Solventes comerciais destilados no DQ/UFSCar

v Solventes P.A. da Merck, Sinth, Vetec e Labsynth

v' Solventes de grau cromatografico da JTB e Tedia para andlise em CLAE
v' Solventes deuterados da Merck, Aldrich (TMS 0,03%) e Isotec Inc.

4.1.4 Equipamentos

% Espectrometros de Ressonancia Magnética Nuclear, Massas, UV e Oximetro

Bruker DRX 9,8 T (400 MHz para RMN 'H e 100 MHz para '*C)

Bruker ARX 4,9 T (200 MHz para RMN 'H e 50 MHz para RMN *C

CG-EM: Shimadzu QP 5000- lonizagao por Impacto Eletrénico

FEMTO (D2), espectrofotometro 700 plus- DQ/UFSCar

Oximetro: Oxygraph YSI, modelo 5300.

MS (triplo quadrupolo) equipado com fonte ESI/APCI (API 2000, applied bio

system) e gas de arraste argdnio, utilizado em insercao direta e acoplado ao

ISR N N NN

cromatografo liquido Agilent 1200.

s Evaporadores rotativos

BUCHI, rotavapor R-114 equipado com banho BUCHI B-480 e recirculador
refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 5 °C.
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BUCHI, rotavapor R-200 equipado com banho BUCHI B-490 e recirculador
refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 5 °C.

% Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
v' Shimadzu modelo SCL-10A VP com valvula para reciclo, com injetor

Rheodyne modelo 7725i e bomba Shimadzu modelo LC-10AD. Detector UV-
Vis.

4.2 Material Botanico

4.2.1Coleta do Material Botanico

O material vegetal foi coletado em 27 de fevereiro de 2008 no Sitio Akai,

localizado na Rodovia Dom Pedro |, Km 83, no municipio de Atibaia-SP.

4.2.2 Preparo do Extrato Vegetal

As partes aéreas e as raizes da R. graveolens foram secas em estufa de ar
circulante a 35°C e, em seguida, pulverizadas em moinho de bolas. Com o material
vegetal seco, foi realizado o processo de extracdo com etanol a frio, utilizando um
homogenizador (Ultra-Turrax), com rotagdo constante de 1.000rpm por 3 dias. Em
seguida, o mesmo foi filtrado e concentrado sob vacuo em evaporador rotativo com
temperatura maxima de 35°C. A completa secagem do material foi realizada através
do seu armazenamento em frascos de vidro, parcialmente tampados, para permitir a
evaporagao do solvente a temperatura ambiente em uma capela de exaustdo de
gases. Posteriormente, realizou-se um fracionamento dos extratos etandlicos,
utiizando a técnica de cromatografia em coluna via seca, fracionando com os
solventes hexano, diclorometano e metanol, em ordem crescente de polaridade
(TABELA 1) para as partes aéreas, e utilizando a técnica de partigao liquido/liquido,

fracionando com os solventes hexano, diclorometano, acetato de etila e agua, em
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ordem crescente de polaridade (TABELA 2) para as raizes. Todo solvente utilizado

para o preparo dos extratos foi previamente destilado.

TABELA 19- Massa das fragdes do extrato etandlico das partes aéreas da R.

graveolens
Massa do Fracbes™ Massa das Caddigo
extrato(g) fracbes(Q)

HEX 4,0 FHRF

HEX/DCM 9,8 FHDRF

203,6 DCM 14,6 FDRF
DCM/MEOH 10,4 FDMRF

MEOH 95,0 FMRF

*HEX(hexano), DCM (diclorometano), MEOH (metanol)

TABELA 20- Massas das fragcdes do extrato etandlico das raizes da R. graveolens

Massa do Fracbes Massa das Caodigo
extrato(g) fracdes(q)
Hexano 1,53 FHRR
Diclorometano 1,55 FDRR
7,0 Acetato de 1,87 FACRR
Etila
Agua 1,98 FAQRR
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4.3 Isolamento dos constituintes de R. graveolens

4.3.1 Estudo Quimico da Fracdo FHDRF

FHDRF
9,09

Metodologia 1

RC1-R1aRC1-R5 RC1-R7a RC1-R10 RC1-R12e R13 RC1-R15a RC1-R17

104,5mg
RC1-R6 RC1-R11 RC1-R14* RC1-R18a RC1-R22
10,9mg 557,8mg 48,3mg
Metodologia3 |  Metodologia 2 (12) Metodologia 4
RLC-1* RLC-2 pe3a RC3-3 | RC3-5aRC3-R1L Rs4-R8* | (03)
(17) RC34* RS4-R1aRS4-R7
RC3-2*

(16) (13)

FLUXOGRAMA 1. Estudo da fragdo hexano/diclorometano (FHDRF)

Metodologia 1:
# Coluna em silica gel (70-230 mesh), ¢ =5,3cm e h =21,0 cm
# Gradiente de eluicdo: Hexano, diclorometano, acetona, metanol (ordem crescente

de polaridade)
Metodologia 2:

# Coluna Sephadex (70-230 mesh), ¢ = 2,0 cm e h = 20,0 cm
# Modo isocratico de eluicdo: DCM : MeOH (1:1)
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Metodologia 3:

# CLAE-UV-Vis (A= 254 e 365 nm)

# Coluna Semi-preparativa: Polimérica Preparativa Shodex Asahipak (45 X 2,5 cm) e
diametro de particula de Sum

# Solvente: Metanol/diclorometano (7:3 v/v) (Modo isocratico)

# Fluxo: de 5SmL/min

# Loop: 200uL

Metodologia 4:
# Coluna Sephadex (70-230 mesh), ¢ = 2,0 cm e h = 20,0 cm
# Modo isocratico de eluicdo: DCM : MeOH (1:1)
Cddigo: FHDRF (Fragao hexano/diclorometano Ruta Folhas)
O estudo da fragdo FHDRF (FLUXOGRAMA 1) levou ao isolamento de cinco

substancias, sendo elas RC1-R14 bergapteno (12), RC3-2 isoimperatorina (16),
RC3-4 psoraleno (13), RLC-1 chalepensina (17) e RS4-R8 N-metilacridona (03).
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4.3.2 Estudo Quimico da Fracao FDRF

FDRF
14,619

Metodologia 1

| | RC6-R10
RC6-R1aRC6-R5 | RC6-R7aRC6-RI 768mg
CC6.RO . RC6-R12a RC6-R17
60mg Metodologia 3
| | | | RC6-R11
Metodologia 2 746mg
RS8-R3 | RS8-R5| RS8-R7| RS8-R9
| Metodologia 4
Hpo.s RSBR2 RSBRA[ Rsg.Re | RSB-RE
HPY-1 HP9-3 -5
HP9-2 HP9-4 Metodologia 3*
20mg RS6-R1a RS6-R3 RS6-R9
| RS6-R4 —
o AVEL 110mg RS6-R8*  (03)
Metodologia 2 AMS5-3 . —— | RS6-RT* I
Metodologia 5 I—
02
| AM5-2* I | ave2 | (07) (02)
AM1-10 AMS8-1 428
AML-8 (18) mg

8mg i
Metodologia 5* | RS6-R6* | 01
AM1-9 AM1-11 I I ( )

avL-12s | (14) AM13-1| AM13-2* | AM13-3

(08)

FLUXOGRAMA 2. Estudo da fragéo diclorometanica (FDRF)

Metodologia 1:

# Coluna em silica gel (70-230 mesh), ¢ = 5,3cm e h = 33cm

# Gradiente de eluigdo: hexano, diclorometano, acetona, metanol (ordem crescente
de polaridade)

Metodologia 2:

# CLAE-UV-Vis (A= 254 e 365 nm)

# Coluna Semi-preparativa: Polimérica Preparativa Shodex Asahipak (45 X 2,5 cm) e
diametro de particula de 5um

# Solvente: Metanol/diclorometano (1:1 v/v) (Modo isocratico)

# Fluxo: de 5SmL/min

# Loop: 200pL
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Metodologia 2* e 3*:

CLAE-UV-Vis (A= 254 e 365 nm)

# Coluna: Semi-Preparativa Fenil-Hexil (30 X 0,7) e didmetro de particula de 10um
# Fluxo: 3 mL/min

# Loop: 200uL

# Solvente: MeOH:DCM (Modo isocratico)

Metodologia 3:
# Coluna Sephadex LH-20, ¢ = 10,5cm e h = 68,0cm
# Modo isocratico de eluigcdo: MeOH/DCM (1:1)

Metodologia 4:
# Coluna Sephadex LH-20, ¢ = 10,5cm e h = 68,0cm
# Modo isocratico de eluicdo: MeOH/DCM (1:1)

Metodologia 5 e 5*:

CLAE-UV-Vis (A= 254 e 365 nm)

Coluna: Semi-Preparativa Fenil-Hexil (30 X 0,7) e didmetro de particula de 10um
# Fluxo: 3 mL/min

# Loop: 200uL

# Solvente: MeOH:DCM (8:2) (Modo isocratico)

Caddigo: FDRF (Fragao diclorometanica Ruta Folhas)

O estudo da fragdo FDRF (FLUXOGRAMA 2) levou ao isolamento de sete
substancias: AM1-12 a 5-hidroxi-8-metoxi-psoraleno (14), AM5-2 a chalepina (18),
RS6-R5 a dictamina (07), RS6-R6 a 3-hidroxi-1,2-dimetoxi-N-metil-acridona (01),
RS6-R7 a arborinina (02), RS6-R8 a 1,4-dihidroxi-2,3-dimetoxi-N-metilacridona (04),
AM13-2 a kokusaginina (08).
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4.3.3 Estudo Quimico da Fracdo FMRF

FMRF
25,39

Metodologia1

RC4-R1 RC4-R3 RC4-R5 RC4-R7
RC4-R2 RC4-R4 RC4-R6 RC4-R8
474mg

RC7-R1 RC7-R3 RC7-R5
RC7-R7 RC7-R9 RC7-R11

RC7-R2 RC7-R4 RC7-R6 [ Roz.mge || RC7-RL0*

|Metodo|ogia 2

FLUXOGRAMA 3. Estudo da fragdo metandlica (FMRF)

Metodologia 1:
# Coluna em silica gel (70-230 mesh), ¢ = 5,5cm e h = 39cm
# Gradiente de eluigdo: hexano, diclorometano, acetona, metanol (ordem crescente

de polaridade)

Metodologia 2:
# Coluna em silica gel (70-230 mesh), ¢ = 3,0cm e h = 25cm
# Gradiente de eluigdo: hexano, diclorometano, acetona, metanol (ordem crescente

de polaridade)

Cddigo: FMRF (Fragdo Metandlica Ruta Folhas)
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O estudo da fragao FMRF (FLUXOGRAMA 3) levou ao isolamento de duas
substancias: RC7-8 N-metil-4-metoxi-2-quinolona (06) e RC7-10 a graveolina (10).

147



4.3.4 Estudo Quimico da fracdo FHRR

EERR
7,0g

Metodologia 1

FHRR FDRR FACRR FAgRR
1,53¢g
Metodologia 2
RRC7-R1 RRC7-R3 aRRC7-R6
RRC7-R2
109,3mg
Metodologia 3
RRC8-R4 RRC8-R6 RRC8-R7* | (09)
105,2mg 110,5mg
RRC8-R1aR3 RRC8-R5
Metodologia 4 Metodollogla D
SP9-R3*
SP8-R1aR3 [ sps-R5* | |SP8-R6™ SP9-R1aR2  SP9-R4aR26

(11) (03) (15)

FLUXOGRAMA 4. Estudo da fragdo hexénica (FHRR)

Metodologia 1:
# Particao liquido-liquido (MeOH:H,O fase aquosa) passando solventes organicos
(hexano, diclorometano,acetato de etila e metanol) em ordem crescente de

polaridade.

Metodologia 2:
# Coluna em silica gel (70-230 mesh), ¢ = 12cm e h = 78cm
# Gradiente de eluigdo: hexano, diclorometano, acetona, metanol (ordem crescente

de polaridade)
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Metodologia 3:
# Coluna em silica gel (70-230 mesh), ¢ = 2,5cm e h = 46¢cm
# Gradiente de eluigao: hexano, diclorometano, acetona, metanol (ordem crescente

de polaridade)

Metodologia 4 e 5:
# Coluna Sephadex (70-230 mesh), ¢ = 2,0 cm e h = 20,0 cm
# Modo isocratico de eluicdo: DCM : MeOH (3:7)

Cddigo: EERR (Extrato Etandlico Ruta Raizes)
FHRR (Fracdo Hexanica Ruta Raizes)

O estudo da fracdo FHRR (FLUXOGRAMA 4), levou ao isolamento de 4

substancias: RRC8-R7 a evolitrina (09), SP8-R5 alquilquinolinico (11), SP8-R6 a 3,4-

dicloro-1-hidroxi-2-metoxi-N-metilacridona (05) e SP9-R3 a isopimpinelina (15).
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5- Metabolitos de R. graveolens e seus potenciais como inibidores

do transporte fotossintético de elétrons
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5.0 Avaliacdo das substancias ensaiadas como inibidores da

fotossintese

Primeiramente foram realizados ensaios preliminares de transporte de
elétrons e emissao da fluorescéncia em disco foliar, a fim de avaliar o potencial de

inibicdo das substancias ensaiadas (TABELA 21).

TABELA 21- Potencial de inibigcdo das substancias ensaiadas.

Composto Resultado*
02 A
03 N
04 N
06 A
07 A
08 N
09 A
10 A
11 A
12 A
13 N
17 A
18 A

*(A) composto ativo (N) composto ndo ativo

Dentre as 18 substancias isoladas, 13 foram ensaiadas como inibidoras da
fotossintese, e apenas as substancias 03, 04, 08 e 13 ndo apresentaram atividade
significativa (<5%) nos ensaios. Sendo assim, foi realizada a elucidagdo dos
mecanismos de acao das substancias ativas e, também, a avaliacdo do seu efeito
sobre o sitio de acdo de PSIl por meio da emissao de fluorescéncia da clorofila a
(Chl a).
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5.1 Ensaios “in vitro” de inibicdo da fotossintese

Os ensaios realizados in vitro foram:

1) O transporte de elétrons que remete informagdes da possivel agao de um
composto como inibidor de Hill, ou seja, como um inibidor do fluxo de elétrons nas
reacdes basal, fosforilante e desacopladora, ou ainda se o composto pode se
comportar como um desacoplante do gradiente de protons ou inibidor da
transferéncia de energia diretamente no complexo ATP sintase (ACHNINE ET AL.,
1999; GONZALEz-IBARRA ET AL., 2005). O transporte de elétrons ocorre nas
membranas tilacdides, através dos quatro principais complexos protéicos
participantes da fotossintese: o PSII, PSI, citocromo bgf e complexo ATPsintase. O
transporte de elétrons inicia com a oxidagdo da molécula de agua e liberagcéo de
protons e elétrons no meio. A molécula de feofitina aceita os elétrons, no PSII, e,
logo em seguida transfere para o primeiro aceptoro de PSII, uma plastoquinona, que
se reduz e transfere os mesmos para outras moléculas de quinona. O citocromo bgf
transfere os elétrons da quinona para a plastocianina, uma proteina mével, que
reduz o centro de reagao de PSI o P700. Este apds reduzir-se, transfere para uma
molécula Ay, esta para A, chegando até a ferredoxina, que transfere estes elétrons
para o FAD (flavoproteina soltvel- redutase ferredoxina-NADP) que reduz o NADP*
a NADPH, e os outros elétrons sao transferidos para o citocromo bgf. A funcédo do
fluxo ciclico é realizar o gradiente de prétons entre o lumem e o estroma dos
tilacoides e produzir ATP. Todo este ciclo pode ser medido in vitro com a utilizagao
de doadores e aceptores artificiais, através de um oximetro, que mede a velocidade
do cosumo de oxigénio dissolvido no meio reacional.

2) Ensaios de localizagao no PSIl ou PSI: quando um composto apresenta
efeito sobre o transporte de elétrons, o0 seu mecanismo de acgao é elucidado entre os
PS | e Il através de outras reagdes que também medem o transporte de elétrons.
Porém, sao adicionados a este meio reacional, doadores e aceptores de elétrons
artificiais para que sua localizagao seja mais precisa (VEIGAET AL., 2008);

3) Ensaios de ATPase que informa, precisamente, o efeito do composto como
desacoplante do movimento de H* no CF, ou inibidor da transferéncia de energia no
CF4, bloqueando a sintese de ATP (KING-DiAz ET AL., 2006).
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5.1.1 Resultados dos ensaios de inibicdo do transporte de elétrons

durante a fase fotoquimica da fotossintese em cloroplastos isolados das

folhas de Spinacia oleracea L.

Alguns metabdlitos secundarios isolados de plantas afetam o metabolismo
energético de outras plantas, incluindo o processo da fotossintese. Compostos como
cumarinas e alcaldides apresentam atividade inibitéria da fotossintese em baixas
concentragdes, e com resultados préximos aqueles de herbicidas comerciais (VEIGA
ET AL., 2007b; LOTINA-HENNSEN ET AL., 2003; VEIGA ET AL., 2007a; GONZALEZ-IBARRA ET
AL., 2005).

Para se ter o conhecimento de que um produto natural afeta a fotossintese
como um mecanismo de fitotoxicidade in vitro, € necessario saber se o0 mesmo tem
efeito sobre o transporte de elétrons aciclico em cloroplastos isolados do espinafre
(Spinacia oleracea L). Assim, é indispensavel avaliar sua capacidade de inibir o
transporte de elétrons na etapa global da fotossintese. O fluxo fotossintético de
elétrons € medido em funcéo de trés reacdes chamadas de transporte de elétrons
basal, desacoplado e fosforilante. Essas trés reacbdes indicam o transporte de
elétrons que flui da H,O até o metilviologénio (MV) no processo de redugdo do
NADP*. Quando um composto inibe o fluxo de elétrons nas trés reagbes, esse &
chamado de inibidor da reagao de Hill. O MV ¢é utilizado aqui como aceptor final de
elétrons, pois quando medidas as reagdes de transporte de elétrons, é observado
todo o fluxo ciclico através da quantificacdo, representada pela inibicdo do processo

de transporte de elétrons.

5.1.1.1 Efeitos da substancia 02 (arborinina) no transporte fotossintético

de elétrons
A FIGURA 60, mostra a inibicdo do transporte de elétrons aciclico da H,O a
MV em cloroplastos isolados de Spinacia oleracea L. Na reacédo basal encontra-se

somente os cloroplastos adicionados ao meio, para a reacgao fosforilante acrescenta-

155



se ADP e fosfato inorganico (Pi), e para a desacoplante o NH4CIl, onde o MV atua
como aceptor de elétrons artificial para todas as trés reacgdes.

A substancia 02 inibiu o fluxo de elétrons fosforilante e desacoplado nas
concentragdes de ICso de 11,6uM e 9,8uM; respectivamente. Para um composto ser
considerado inibidor de Hill, este deve inibir as trés reacdes de transporte de
elétrons. Entretanto, este composto inibindiu apenas duas reacbes, e pode ser
considerado um inibidor do tranporte de elétrons. Com isto, os mecanismos de agao
do composto 2 sobre as reagdes parciais de PSIl e PSI e a fluorescéncia da clorofila
a foram avaliados para localizar precisamente o sitio de inibicdo na cadeia de
transporte de elétrons e observar o efeito estressante causado ao PSIl. Os
resultados destes estudos serao discutidos mais a frente.

A substancia 02, ao invés de diminuir, acelera o transporte de elétrons basal
no inicio da iluminag&o variando de 100% a 167% do fluxo de elétrons, ou seja, em
baixas concentragdes o composto acelera o transporte de elétrons, mas em
concentragbes acima de 25uM, comecga a diminuir, ou seja, inibe o transporte
chegando a uma condi¢ao de inibigao do fluxo de elétrons em 20% a 100uM (Figura
60). Entretanto, nas fases desacoplada e fosforilante, observou-se a completa

inibicdo do transporte de elétrons a 100uM.
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FIGURA 60- Efeitos da substancia 02 (arborinina) no transporte fotossintético de
elétrons basal (m), fosforilante (¢) e desacoplado (4) de H,O a MV em cloroplastos
isolados de folhas de Spinacia oleracea L. As razdes para o controle do transporte
de elétrons basal, fosforilante e desacoplado foram 185, 1020 e 728 pequiv. e.h™.

mg™” ChI”, respectivamente.

King-Diaz et al. (2006) mostram que os resultados encontrados para a reagao
do transporte de elétrons: basal aumentando, fosforilante e desacoplado diminuindo,
indicam que a substancia 02 exibe um efeito duplo, ou seja, um primeiro efeito de
inibir a transferéncia de energia ou desacoplar e um segundo efeito como inibidor do
transporte de elétrons.

O transporte de elétrons desacoplado aciclico e o fosforilante tiveram 50% do
seu fluxo reduzido indicando que a substancia 02 se comporta como um potente
inibidor do transporte de elétrons. O transporte basal ndo inibiu 50% do fluxo de
elétrons da H,O ao MV até 100uM, o que significa que a substancia em questao se
liga ao complexo CF{CF, — ATPase exercendo uma inibicdo direta da atividade de
sintese de ATP (KING-DiaAz ET AL., 2006). Quando é observado um aumento
significativo no transporte de elétrons da reagao basal, é indicio de que o composto
esta atuando no complexo ATP-sintase (KING-DiAz ET AL., 2006). Na reacgao basal,
observa-se o comportamento dos cloroplastos no meio reacional, ou seja, se o

transporte ciclico estd acontecendo de modo normal. O seu comportamento vai
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depender da agdo que o composto causa, nesse caso, 0 aumento na porcentagem
da curva da reacdo basal é observado, pois se o efeito esta ocorrendo no complexo
ATPsintase, a reagdo basal entende que algum dano esta sendo causado e por isso
ele trabalha mais para compensar esse dano, desta forma aumenta a velocidade de

acao.

5.1.1.2 Efeitos da substancia 06 (N-metil-4-metoxi-2-quinolona) no

transporte fotossintético de elétrons

A inibicdo do transporte fotossintético de elétrons aciclico da H,O a MV da
substancia 06 difere da substancia 02, pois n&o inibiu 100% em nenhuma das
reagcdes de transporte de elétrons (FIGURA 61). Entretanto, foi observada a
aceleracdo do transporte de elétrons basal e fosforilante em concentragdes
inferiores a 80uM. O transporte desacoplado foi inibido a baixas concentracbes e
depois, quando a concentragcdo aumenta, comeg¢a a recuperar o transporte
mantendo-se constante até o final. O transporte de elétrons basal e fosforilante
foram aumentados em 80% e 40%, respectivamente, desde o inicio da iluminacéo,

diminuindo a concentragdes superiores a 80uM.
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FIGURA 61- Efeitos da substancia 06 (N-metil-4-metoxi-2-quinolona), no transporte
fotossintético de elétrons basal (m), fosforilante (e) e desacoplado (4) de H,O a MV
em cloroplastos isolados de folhas de S. oreacea L.. As razdes para o controle do
transporte de elétrons basal, fosforilante e desacoplado foram 400, 600 e 1.100

nequiv. e.h. mg” ChI”", respectivamente.

Portanto, a substancia 06 ndo se apresentou como um inibidor do transporte
de elétrons, entretanto, foi observado que a mesma se comporta como um
desacoplante. Os ensaios das reagoes parciais de PSIl e PSI n&do foram realizados,
pois ndo houve inibicdo do transporte de elétrons, mas foram realizados ensaios de
medi¢des de emissao de fluorescéncia da clorofila a para observar o dano causado
ao PSII, bem como a analise de ATPase para confirmar se o composto interfere no
complexo CF{CFy — ATPase exercendo uma inibicdo direta na sintese de ATP. Os

resultados destes dois ultimos ensaios encontram-se mais a frente.
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5.1.1.3 Efeitos da substancia 07 (dictamina) no transporte fotossintético

de elétrons

Para avaliacdo da atividade de inibicdo do transporte fotossintético de
elétrons, foram realizadas com a substancia 07, apenas as medidas de emissio de
fluorescéncia da clorofila a. Essa decisdo, de avaliacdo do efeito estressante
causado ao PSIlI por meio de emissao de fluorescéncia, foi adotada mediante a
massa reduzida da substancia isolada. Os resultados serdao discutidos

posteriormente.

5.1.1.4 Efeitos da substancia 09 (evolitrina) no transporte fotossintético

de elétrons

A substancia 09 inibiu o fluxo de elétrons basal, fosforilante e desacoplado
com ICsy 26,1uM, 35,8uM e 20,5uM; respectivamente (FIGURA 62). Assim o
mecanismo de agao sobre as reagdes parciais de PSIl e PSI e medicdes de
fluorescéncia da clorofila a foram realizados, para localizar precisamente o sitio de
inibicdo dentro da cadeia transportadora de elétrons nos tilacoides e para observar a

eficiéncia de PSII. Os resultados destes ensaios serao vistos mais a frente.
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FIGURA 62- Efeitos da substancia 09 (evolitrina) no transporte fotossintético de
elétrons basal (m), fosforilante (¢) e desacoplado (4) de H,O a MV em cloroplastos
isolados de S. oreacea L. As razdes para o controle do transporte de elétrons basal,
fosforilante e desacoplado foram 533, 600 e 1.267pequiv. e.h™. mg’' Chl™,

respectivamente.

Com base nos resultados de transporte fotossintético de elétrons, foi
concluido que a substancia 09 atua como inibidor de Hill a baixas concentragoes,
chegando a inibir 100% dos transportes basal e fosforilante em concentragdes de

100uM e de 150uM para o desacoplado.

5.1.1.5 Efeitos da substancia 10 (graveolina)no transporte fotossintético

de elétrons

A substancia 10 inibiu 40% do fluxo de elétrons basal, fosforilante e

desacoplado na concentragdo de 300uM (FIGURA 63). Assim, as reac¢des parciais
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de PSIl e PSI, bem como a fluorescéncia da clorofila a, foram realizados para
localizag&o do sitio de inibigdo na cadeia de transporte fotossintético de elétrons nos
tilacoides, além de observar os efeitos estressantes causados ao PSII. Estes, serdao

apresentados posteriormente.
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FIGURA 63- Efeitos da substéncia 10 (graveolina) no transporte fotossintético de
elétrons basal (m), fosforilante (¢) e desacoplado (4) de H,O a MV em cloroplastos
isolados de folhas de S. oreacea L.. As razdes para o controle do transporte de
elétrons basal, fosforilante e desacoplado foram 450, 620 e 1.400 pequiv. e.h™". mg”

Chl™!, respectivamente.

Analisando os transportes de elétrons, foi possivel observar uma tendéncia de
inibicdo da substancia 10, semelhantemente aos trés transportes, o que sugere que

este composto € um inibidor de Hill em altas concentragdes.
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5.1.1.6 Efeitos da substancia 11 (2-undecan-N-metil-4-quinolina) no

transporte fotossintético de elétrons

A substancia 11 atuou diretamente na inibicao da transferéncia de energia em
baixas concentracdes e apresentou uma leve tendéncia como inibidor das reacdes

de transporte de elétrons em concentragdes elevadas (FIGURA 64).
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FIGURA 64- Efeitos da substancia 11 (2-undecan-N-metil-4-quinolina) no transporte

fotossintético de elétrons basal (®), fosforilante (e) e desacoplado (4) de H,O a MV

em cloroplastos isolados de folhas de S. oreacea L. As razbes para o controle do

transporte de elétrons basal, fosforilante e desacoplado foram 480, 480 e 560

pequiv. e.h™. mg” Chl™", respectivamente.

A substancia 11 acelerou o transporte de elétrons basal e fosforilante em até
230% e 140%, respectivamente. O transporte de elétrons desacoplado apresentou
um pequeno aumento em concentragdes inferiores a 100uM. Portanto, foi possivel
concluir que o composto comportou, prioritariamente, como um inibidor da

transferéncia de energia, mas poderia também apresentar-se como um inibidor do
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transporte de elétrons em altas concentragcbes, pelo fato de os transportes

fosforilante e desacoplado apresentarem esse tipo de variagao.

5.1.1.7 Efeitos da substancia 12 (bergapteno) no transporte

fotossintético de elétrons

A substancia 12 aumentou o transporte de elétrons basal em baixas
concentracbes, aumentando até 450% a concentracdo de 100uM e,
subsequentemente, chegando a estabilizar no final (FIGURA 65). O transporte de
elétrons fosforilante teve um aumento de 20% e depois estabilizou até a
concentragdo maxima de 300 pM. O transporte desacoplado diminuiu em

aproximadamente 10% e se manteve estavel até a maxima concentragéo.
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FIGURA 65- Efeitos da substancia 12 (bergapteno) no transporte fotossintético de
elétrons basal (m), fosforilante (¢) e desacoplado (4) de H,O a MV em cloroplastos
isolados de S oreacea L.. As razdes para o controle do transporte de elétrons basal,
fosforilante e desacoplado foram 100, 600 e 1142 pequiv. e.h™. mg’' Chl”,

respectivamente.
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Os resultados apresentados indicam que a substancia 12 comporta-se como
um desacoplante ou um inibidor da transdugao de energia. Quando € observado um
aumento significativo, para valores acima de 100%, no transporte de elétrons da
reacao basal, é indicio de que o composto esta atuando no complexo ATP-sintase.
Este aumento pode ser considerado como bloqueio da transferéncia de energia ou
como desacoplamento do gradiente de prétons. Por meio das medigdes de atividade
ATPase, pode-se afirmar se este composto atua como desacoplante ou inibidor da
transferéncia de energia. Estes resultados serdo apresentados & frente. E possivel
também, supor que 0 mesmo apresentaria uma pequena tendéncia em se comportar
como inibidor do transporte de elétrons, mas como o efeito de interferéncia no
gradiente de protons foi muito intensificado, os demais efeitos n&o foram

evidenciados.

5.1.1.8 Efeitos da substidncia 17 (chalepensina) no transporte

fotossintético de elétrons

A substancia 17 teve como ensaio preliminar para avaliacido da atividade de
inibicao do transporte fotossintético de elétrons, apenas a fluorescéncia da clorofila a
para se observar o efeito estressante causado ao PSIl. Esse composto ja teve seu

mecanismo de ag&o entre PS |l e | elucidado e publicado (MACIAS ET AL.,1999).

5.1.1.9 Efeitos da substancia 18 (chalepina) no transporte fotossintético

de elétrons

Para a substancia 18, foi possivel observar que a altas concentragdes
apresentou um comportamento de desacoplante do gradiente de prétons, verificado

através do transporte basal, o qual aumentou rapidamente chegando a 125% na
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concentracdo de 500uM. Avaliando os demais transportes fosforilante e
desacoplado, foi evidenciado que a substancia 18 apresentou uma tendéncia em ser
um inibidor do transporte de elétrons, pois, com o aumento da concentracao,
observou-se uma diminuicdo acima de 50% para o transporte fosforilante e
desacoplado com ICsp 343,3 uM e 135,9 uM; respectivamente (FIGURA 66).

1204 m  Basal
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% transporte de elétrons
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FIGURA 66- Efeitos da substancia 18 (chalepina) no transporte fotossintético de
elétrons basal (m), fosforilante (¢) e desacoplado (4) de H,O a MV em cloroplastos
isolados de S. oreacea L.. As razdes para o controle do transporte de elétrons basal,
fosforilante e desacoplado foram 246, 554 e 923 pequiv. e.h™. mg"' Chl™,

respectivamente.

Avaliando os resultados obtidos, pode-se inferir que a substancia 18 atua
como um desacoplante e também como um inibidor do transporte fotossintético de
eléetrons em altas concentragdes. Por apresentar inibicdio em elevadas
concentragdes e chegar somente a aproximadamente 50% de inibigdo para a reagéo
fosforilante, ndo foram realizados os ensaios para o0 mecanismo de acao sobre PSI|
e PSI, mas sim os ensaios de fluorescéncia da clorofila a, bem como de ATPase

para confirmar se o composto interfere no complexo CF{CFy, — ATPase, exercendo
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uma inibicado direta da atividade de sintese de ATP como desacoplante. Os

resultados serao discutidos mais a frente.

5.1.2 Determinacdo do fluxo de elétrons nos fotossistemas

desacoplados: Localizacdo das substancias no sitio de interacao

de PSIl ou PSI e suas reacdes parciais

Para especificar a acdo de cada substancia como inibidor do transporte de
elétrons, dentro dos fotossistemas, foram realizados ensaios nas reacdes globais e
especificas com doadores e aceptores de elétrons artificiais de PSIl e de PSI em
separado, a fim de elucidar o mecanismo de acao entre os dois fotossistemas

(CASTELO-BRANCO ET AL., 2008; KING-DIAZ ET AL., 2006).

5.1.2.1 Sitio de interacao da substancia 02 em PSIl e PSI

Para localizar o sitio de interacdo onde a substancia 02 inibiu a cadeia
transportadora de elétrons nas membranas tilacoidais nos cloroplastos, a agao sobre
PSIl e PSI desacoplados, e suas respectivas reacdes parciais, foram monitoradas de
forma semelhante ao transporte de elétrons aciclico desacoplado, usando doadores,
aceptores e inibidores de elétrons artificiais (CASTELO-BRANCO ET AL., 2008; KING-Diaz
ET AL., 2006).

A TABELA 22 mostra a inibicdo do transporte de elétrons desacoplado de
PSIl da H,O a DCBQ e sobre as reagdes parciais da H,O a SiMo, e de DPC a
DCPIP, o qual inibiu aproximadamente 60% do transporte para as duas reacdes a
400uM, enquanto nenhum resultado significativo (<4%) foi verificado para a reagéo
do DCP a DCPIP.

A medida polarografica indicou que a substancia 02 inibe dentro do intervalo

da H;O a Qa, nos dois sitios de agao do transporte de elétrons de PSII. A primeira
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inibicdo (H.O a SiMo) ocorre na enzima onde ocorre a fotooxidagado da molécula de
agua, e o outro (DPC a DCPIP) se prende ao sitio de agdo da Qa, impedindo a

transferéncia de elétrons entre o centro reacional de PSII (Psso) € Qa (TABELA 22).

TABELA 22- Efeitos da substancia 02 sobre o transporte fotossintético de elétrons
de PSII desacoplado da H,O a DCBQ e sobre as reacdes parciais da H,O a SiMo e
de DCP a DCPIP.

Conc [uM] PSII
H,O a DCBQ H>O a SiMo DPC a DCPIP
a b a b c b
0 547,5 100 511,0 100 256 100
50 - - - - 283 110,6
100 401,5 74 328,5 65 268 104,5
200 292,0 54 255,5 50 268 104,5
300 255,5 47 237,3 47 - -
400 219,0 40 219,0 43 - -

a (valores em pequiv. € . h™". mg™” Chl™")
b (valores em porcentagem)
c (valores em pM DCPIP,eg mg™ ChlI™)

O transporte de elétrons desacoplado do PSI do DCPIP,.qy @ MV apresentou
um efeito de baixa inibicdo, com ICso de 200uM (TABELA 23). No entanto, nao foi
possivel realizar as reagdes parciais de PSI, uma vez que a quantidade do composto
isolado foi insuficiente. Foi possivel concluir que a substancia 02 atua em PSIl no

lado doador de elétrons e de forma significativa também em PSI.
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TABELA 23- Efeitos da substancia 02 sobre o transporte fotossintético de elétrons
de PSI desacoplado do DCPIP,.q a MV .

Conc [uM] PSI
DCPIP;ega MV
a b

0 1467,4 100

100 867,1 59,1

200 733,7 50

400 667 46

a (valores em pequiv. e . h™. mg™” Chl™)
b (valores em porcentagem)

5.1.2.2 Sitio de interacao da substancia 09 em PSIl e PSI

A substancia 09, inibiu aproximadamente 100% do transporte na reagao
global na concentragcéo de 250uM e para a reacao parcial H,O a SiMo inibiu 100% a
200uM enquanto a reagao do DPC a DCPIP néo foi observada inibicado significativa
nas mesmas concentracdes (TABELA 24).

Com os resultados de transporte de elétrons de PSII, pode-se afirmar que a
substancia 09 inibe dentro do intervalo da H,O a SiMo, no sitio de agao do lado
doador de elétrons do PSII, que ocorre sobre a enzima que oxida da molécula de
agua. A molécula de agua inicialmente é oxidada liberando O,, H™ e elétrons no
lumen dos tilacéides (Equagado 6) (KARP, 2005). Esse processo ocorre a partir da
absorcao fétons catalisado por um complexo protéico contendo Mn. A reacao global
catalisada pelo PSIl, na qual Q é uma molécula de plastoquinona e o QH, € o

plastoquinol.

2H,0 — 4H" + 4e + O,

EQUACAO 6. Reagéo de oxidagao da molécula de agua (KARP, 2005.).
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O centro de Mn, na sua forma reduzida, oxida duas moléculas de agua
formando uma unica molécula de O,. A cada etapa, a absor¢do de um féton conduz
um elétron para fora do centro de reagao de PSII (P680), entdo o par de clorofilas
especial com carga positiva extrai um elétron do centro de Mn. Essa agao, dentro da
fotossintese, ocorre no centro de reagao silencioso, e € chamada de complexo de
evolugdo do oxigénio (OEC). Desta forma, quatro etapas fotoquimicas s&o
necessarias para extrair os elétrons e reduzir completamente o centro de Mn. Esses
quatro elétrons sdo utilizados para reduzir duas moléculas de plastoquinona a

plastoquinol.

TABELA 24- Efeitos da substancia 09 sobre o transporte fotossintético de elétrons
de PSII desacoplado da H,O a DCBQ e as reagbes parciais da H,O a SiMo e de
DCP a DCPIP.

Conc [uM] PSIi
H,O a DCBQ H>0 a SiMo DPC a DCPIP
a b a b c b

0 367 100 400 100 538 100
50 334 91 350 88 524 97
100 234 64 200 50 506 94
150 200 55 50 123 402 75
200 67 18 0 0 - -
250 0 0 - - - -

a (valores em pequiv. e . h™'. mg” Chl")
b (valores em porcentagem)
¢ (valores em pM DCPIP.eg mg™ Chl™")

O transporte de elétrons desacoplado de PSI do TMQH; a MV apresentou um
efeito de inibicdo em altas concentragbes (TABELA 25). Devido ao seu efeito ser
evidenciado apenas a altas concentracdes, atribuiu-se que o mesmo nao seria um
bom inibidor de PSI.
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TABELA 25- Efeitos da substancia 09 sobre o transporte fotossintético de elétrons
de PSI desacoplado do TMQH, a MV .

Conc [uM] PSI
TMQH, a MV
a b

0 560 100
100 360 64
200 240 43
300 160 29
400 80 14

a (valores em pequiv. e . h™'. mg” Chl™)
b (valores em porcentagem)

5.1.2.3 Efeitos das substancias 06 e 07 em PSIl e PSI

Para as substancias 06 e 07, nado foi possivel realizar os ensaios de
localizacdo do sitio de acdo dentro da cadeia transportadora de elétrons nas
membranas tilacéides dos cloroplastos, devido a pequena quantidade isolada.
Sendo assim, preferiu-se realizar os ensaios em semi in vivo € in vivo com 0S
compostos, pois esses ensaios sdo considerados mais conclusivos, ja que se
assemelha com a planta em seu estado normal. Estes resultados serao discutidos

mais a frente.

5.1.2.4 Efeitos das substancias 10, 11,12, 17 e 18 em PSll e PS/

Para as substancias 10, 11, 12 e 18, ndo foram realizados os ensaios
especificos de PSIl e PSI, pois os mesmos ndo foram considerados inibidores da

cadeia transportadora de elétrons. As substancias 10 e 18 inibiram somente em
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altas concentracdes, a substancia 11 apresentou um efeito inibidor da transferéncia
de energia, deixando assim o efeito do transporte de elétrons minimizado por ele, ou
seja, o primeiro efeito foi mais pronunciado que o segundo, assim a substancia 12

nao indicou nenhuma tendéncia a inibir o fluxo fotossintético de elétrons.

5.1.3 Ensaios com o complexo H' -ATPase nas membrana tilacoides

Para confirmar se as substancias 02, 11 e 12 atuam como inibidores da
transferéncia de energia e as substancias 06 e 18 agem como desacoplantes, foram
realizados ensaios de H'-ATPase para verificar o efeito desses compostos na
unidade catalitica do complexo H* ATPase (CF¢-CF1) (KING-DiAZ ET AL., 2006).

Quando um composto apresenta atividade inibidora do fluxo energético ou do
acoplamento do gradiente de prétons, esses comportamentos séo verificados
através dos efeitos sobre as membranas tilacoides ativados pela luz, onde é medida
a variagdo da concentracdo de fosfato inorgénico (Pi) presente na amostra. Para
esse experimento, o cloreto de ambnio é utilizado como controle positivo. A
concentracdo de Pi aumenta ou diminui de acordo com o efeito que o compostos
causa. Se este desacopla o gradiente de protons, indica que ele esta atuando mais
precisamente na sintese de ATP, ou seja, se ele bloqueia a produgdo de ATP a
partir de ADP + Pi, consenquentemente, a concentragao de Pi aumentara, como foi
observado para os desacoplantes. O efeito inibidor da transferéncia de energia é o
contrario, ele permite a formacdo de ATP, no entanto, bloqueia exatamente a
passagem de ATP para o processo da fase bioquimica, por isso a diminuigdo na
concentracio de Pi.

A TABELA 26 mostra a acdo de todas as substancias ensaiadas. Aquelas que
apresentaram inibicdo da transferéncia de energia, 02, 11 e 12, tiveram suas
concentragbes de fosfato inorganico (Pi) no meio de reagdo, diminuidas em
aproximadamente 25, 25 e 10% em 100, 300 e 75uM; respectivamente,
corroborando com os dados de transporte de elétrons, agindo como inibidores do
sitio enzimatico CFy-CF4 do complexo ATPase. As substancias 06 e 18 tiveram suas

concentragbes de Pi aumentadas em 18 e 35% em concentragdao de 100 pM,
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confirmando o potencial desacoplante do gradiente de prétons (TORRES-ROMERO ET
AL., 2010).

TABELA 26- Efeitos das substancias 02, 06, 11, 12 e 18 na H* -ATPase

Composto Concentragao Fosfato Inorganico
(HM) (Pi, %)
Controle 0 100
25 90
02 50 78
100 77
25 104
06 50 108
100 118
100 93
11 200 88
300 77
25 94
12 75 89
150 91
100 135
18 200 128
300 93

O complexo ATP-sintase é formado de duas partes, o Fp € 0 F1 como mostra
a FIGURA 65. Esses polipeptideos se encontram inseridos na membrana tilacoidal,
formando no seu interior um canal de prétons, através do qual ocorre o fluxo de
prétons do lumen até o estroma, onde sao encontrados sitios cataliticos para a
sintese de ATP.

A energia do gradiente de prétons, criado durante o transporte de elétrons
entre os fotossistemas, é utilizada para a sintese de ATP por meio de um
mecanismo  quimiosmotico  (http://pt.wikipedia.org/wiki/herbicida). Durante o
transporte de elétrons, nos dois fotossistemas, estes véo liberando energia

gradativamente e esta € aproveitada para transportar protons de fora para dentro do
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tilacoide, reduzindo o pH do interior deste. A redugdo do pH ativa o complexo
protéico "ATP sintase". O fluxo de prétons através do complexo gera, em seu
interior, uma espécie de "turbina protéica", que promove a fosforilagdo de moléculas
de adenosina difosfato dando origem a adenosina trifosfato

(http://pt.wikipedia.org/wiki/herbicida).

FIGURA 67. Divisao do complexo protéico ATP-sintase
(http://pt.wikipedia.org/wiki/herbicida).

Quando encontrado excesso de fosfato inorgénico no meio, indica que a
producao de ATP foi interrompida. Esse fato pode ser causado pelo disturbio
provocado no gradiente de protons, uma vez que é necessario H' para que ocorra a
hidrolise da molécula de ADP e, sucessivamente, a fosforilagdo, gerando ATP
(FIGURA 68). Portanto, quando um composto atua como desacoplante, ele
diretamente inibe a formacao de ATP e, dessa forma, € observado um aumento da

concentrac&o de fosfato inorgénico no meio.
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Esquerna da ATP sintetase

FIGURA 68- Uso do gradiente de prétons na sintese de ATP
(http://www.atpsynthase.info/images/ATP_synthesis1.jpg).

O ATP gerado serve como principal doador de energia livre em sistemas
vegetais e ndo como uma forma de armazenamento a longo prazo de energia livre.
O ATP gerado é utilizado no ciclo de fixagdo de CO, para produgédo de glicose.
Quando um composto age como inibidor da transferéncia de energia, ele bloqueia
exatamente a passagem dessa molécula de ATP para o processo da fase
bioquimica, impedindo assim que a segunda etapa da fotossintese ocorra. A
FIGURA 67, mostra as etapas A, B, C e D do processo de producdo de ATP, um

inibidor da trasnferéncia de energia bloqueia a transferéncia da etapa B-C.

FIGURA 69- Etapas da sintese de ATP (http://pt.wikipedia.org/wiki/herbicida).
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5.2 Ensaios de medicOes de fluorescéncia da clorofila a em semi

“in vivo”

A fluorescéncia da clorofila a tem sido uma ferramenta muito utilizada para
avaliar o aparelho fotossintético em plantas submetidas a diferentes estresses, bem
como oferecer informacdes detalhadas sobre a estrutura e fungdo do aparato
fotossintético, especialmente de PS Il. O ensaio realizado e chamado de semi “n
vivo”, foi o estudo da emissédo de fluorescéncia da clorofila a (Chl a) em discos
foliares de S. oreacea L.. Esse experimento foi caracterizado como “semi”, pois
foram feitos discos de folhas vivas de S. oreacea L., mas como foi rompida a parede
celular, os discos ndo poderiam mais ser chamados de espécies vivas (AGUILAR ET

AL, 2008; TORRES-ROMERO ET AL, 2010; GONCALVES ETA L., 2010).

5.2.1 Efeitos das substancias 02, 06 e 17 na emissdo de fluorescéncia

da Chl a em discos foliares de eespinafre

As substancias 02, 06 e 17 ndo apresentaram resultados significativos (>20%)
nesse ensaio, variando aproximadamente 20% se comparados com o controle. Os
compostos foram infiltrados nos discos foliares de S. oreacea L., em concentragdes
de 150 e 300uM e comparado com o controle na auséncia dos mesmos (FIGURAS
70 e 71). O tempo de incubagdo dos compostos foi de 12 h e adaptado no escuro

por 30 min.
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FIGURA 70- Grafico de radar dos efeitos das substancias 02, 06 e 17 (150uM) nas
variaveis da fluorescéncia Chl a em discos foliares de espinafre calculados através
da curva OJIP.
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FIGURA 71- Gréfico de radar do efeito das substancias 02, 06 e 17 (300uM) nas
variaveis da fluorescéncia Chl a em discos foliares de espinafre calculados através
da curva OJIP.
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5.2.2 Efeitos da substancia 07 na emissdo de fluorescéncia da Chl a em

discos foliares de espinafre

A substancia 07 foi avaliada por meio de ensaios de fluorescéncia da Chl a
em semi “in vivo” e “in vivo”. No ensaio de fluorescéncia em disco, foi observado um
estresse intenso no aparato fotossintético de PSII através da diminuigdo de 100% do
parametro Pl(4ss) (Indice de desempenho) em concentracdes de 150 e 300 uM. Este
parametro € uma das principais variaveis avaliadas, pois é a mais sensivel para a
detecgao e quantificacdo de danos as plantas, o qual relaciona a eficiéncia de
absorcao, captura e transferéncia de energia de excitagdo de PSII, proporcionando
uma melhor definigdo do grau de efeito do ambiente estressante.

Outro parametro avaliado foi o dV/dty (mudanca da fluorescéncia variavel
relativa em fungcdo do tempo), que aumentou 120%. Esse parametro indica a
eficiéncia fotossintética, ou seja, a variagdo da fluorescéncia que esta ocorrendo,
desde o tempo inicial do experimento até o final. Quando é observada uma
diminuicdo na variavel Pl(ags), € um aumento na variavel dV/dty, explica o efeito
ocorrido através do indice de desempenho com a variagao da fluorescéncia.

Para verificar onde ocorreu o efeito causado na fotossintese, avaliaram-se os
parametros baseados no centro de reacado (RC), na secao transversal da amostra
(CS), na absorgédo (ABS), no transporte de elétrons (TR) e no rendimento quantico
(PHI).

Uma diminuicdo de 90% foi verificada para as variaveis PSly (probabilidade,
t=0, de um “éxciton” aprisionado mover um elétron pela cadeia transportadora de
elétrons apds a Qa’) e PHI(Eo) (rendimento quéntico do transporte de elétrons),
quando associados a diminuigdo dos parametros ETo/CSy (transporte de elétrons por
secao transversal) e ETo/RC (transporte de elétrons por centro de reagédo) que
diminuiram aproximadamente 80% comparado com o controle, em concentra¢des de
150 e 300uM, indicando que o efeito de dano ao PSII observado esta localizado no
transporte de elétrons, ou seja, com a diminuicdo dos parametros de ET, tanto por
RC quanto por CS, indica que o fluxo de elétrons que ocorre normalmente na

fotossintese esta sendo bloqueado pela agdo do composto.
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Os parametros de rendimento quéantico, que mensuram a energia utilizada no
processo de transferéncia de elétrons estdo diminuindo, indicando que este
transporte esta sofrendo interferéncia.

Os parametros de TRo/RC (fluxo de energia capturada por centro de reacéo) e
ABS/RC (tamanho médio do complexo antena de captura de energia) tiveram um
pequeno aumento de 20%. O baixo incremento dessas variaveis nos informa que
pouca energia esta sendo absorvida e aprisionada pelos centros de reagao, onde
deduz-se que ndo é necessario muita energia, uma vez que nao esta sendo utilizada
para o transporte de elétrons, que foi afetado como mostra o parametro (ETo/RC).

Outro efeito também observado foi que a energia absorvida pelo sistema esta
sendo liberada em forma de calor ou de possivel transferéncia de energia para outra
molécula. Esse efeito é visto por meio das variaveis PHI(Dy) (rendimento quantico
(t=0) da energia de dissipagcado), Sm (area normalizada) e Kn (constante “de-
excitagdo” nao fotoquimica) que apresentaram um aumento de 30%.

O efeito nos parametros descritos esta apresentado através do grafico de
radar de emissdo da fluorescéncia da Chl a em discos foliares de espinafre (FIGURA
72).
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FIGURA 72- Grafico de radar dos efeitos da substancia 07 nos parametros/variaveis
da fluorescéncia Chl a em discos foliares de espinafre calculados através da curva
OJIP.

O aparecimento de duas bandas transientes certifica o comportamento da
substancia 07 como inibidora do transporte fotossintético de elétrons no PSIIl. A
FIGURA 73 mostra o aparecimento de uma banda K (300us) e uma banda J (2ms),
o que informa que a acdo do composto esta sendo nos lados doador e aceptor de
elétrons de PSIl, o que explica a alta variagdo encontrada nos parametros de

emissao de fluorescéncia analisados.
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FIGURA 73- Bandas transientes da curva de emissido de fluorescéncia da Chl a
(OJIP).

5.2.3 Efeitos da substancia 09 na emisséo de fluorescéncia da Chl a em

discos foliares de espinafre

Os efeitos da substdncia 09 foram bastante pronunciados através das
variaveis Pl(ags) € dV/dty. O parametro de indice de desempenho Pl(ags) diminui
cerca de 80% em concentrag¢des de 150 e 300uM; e 90% em 450uM, enquanto que
o parametro de variacdo da fluorescéncia aumentou cerca de 100% em 450uM o
que indica alteragao na eficiéncia do aparato fotossintético (FIGURA 74).

Verificou-se que o transporte de elétrons por centro de reagao sofreu uma
diminuicdo de 30%, 40% e 50%, em ordem crescente, de acordo com a
concentracido da substancia. Esse comportamento indica que o estresse causado ao
aparato fotossintético do PSII, esta no fluxo continuo de elétrons que esta sendo
bloqueado.

A confirmagao do bloqueio do transporte foi vista através da diminuigdo dos
parametros de rendimento quantico, PHI(Eo) e PSly, ligados diretamente com o

transporte que diminuiram 50% a 450uM. Dessa forma, a possibilidade de qualquer
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éxciton que foi aprisionado seguir através da cadeia transportadora de elétrons para

além do sitio da Qa™ esta limitado.

dv/dto

25

Plfabs) —— PHI{Po)

2

-

RC/CSo 15 PSlo
——control
ETo/RC (| - PHI(E0) —150uM
‘_ ) ‘ 300uM

TRo/RC - ' ' ! PHI(Do)

——450uM

ABS/RC T $m

Kp — SumK

Kn

FIGURA 74- Grafico de radar dos efeitos da substancia 09 nos parametros/variaveis
da fluorescéncia Chl a em discos foliares de espinafre calculados através da curva
OJIP.

Contudo, nao foi possivel explicar a forma como a energia absorvida foi
liberada, pois os parametros que indicam esta transicdo ndo sofreram alteracao.
Esta energia absorvida pode estar retida nos complexos protéicos que participam do
processo da fotossintese, pois o pardmetro Sm aumentou em 50%, ou seja, a area
normalizada do centro reacional ndo esta normal, o que indica um excesso de
energia no meio.

Observou-se o surgimento de uma banda transiente J (2ms) o que permite
concluir que o sitio de ag¢ao da inibicdo do transporte de elétrons aconteceu no lado

aceptor das plastoquinonas (FIGURA 75).
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FIGURA 75- Bandas transientes da curva de emissido de fluorescéncia da Chl a

(OJIP) para a substéancia 09.

Comparando este resultado com os transportes de elétrons in vitro, observa-
se uma pequena diferenca. Nos transportes, o sitio de acdo do composto ficou
localizado apenas no lado doador e na fluorescéncia no lado aceptor. Acredita-se
que o efeito causado no lado doador seja sensivel a concentragdes menores, ja que
o experimento foi realizado em baixas concentragdes, enquanto o causado no lado
aceptor esteja mais propicio a altas concentragbes. Pode-se inferir também que o
fato de os transportes serem realizado in vitro deixa os tilacoides mais expostos,
facilitando que ocorra a reacao, enquanto os ensaios em semi in vivo dificultam essa
reacao, uma vez que o composto necessita romper varias barreiras até chegar aos

tilacoides.
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5.2.4 Efeitos da substancia 10 na emissdo de fluorescéncia da Chl a em

discos foliares de espinafre

O efeito causado pela substdncia 10 foi observado apenas a baixas
concentragdes. O teste de fluorescéncia foi realizado em concentracbes de 150 e
300uM, contudo, variagcbes foram notadas apenas a concentracdo de 150uM
(FIGURA 76).

Observou-se uma variacdo nos parametros dV/dty que aumentou 60%,
enquanto que o Pl(ags) diminuiu 60%. O parametro PI( ass), informa o efeito sobre o
estado da planta bem como o grau estressante causado, indicando diretamente que
o processo fotossintético ndo esta sendo bem desempenhando. Os dois associados
indicam que a fotossintese sofreu interferéncia em seu processo natural.

A fim de verificar qual dano ocorreu ao aparato fotossintético, avaliaram-se os
parametros em fungao do centro de reagao (RC) e da secéao transversal da amostra
(CS), da absorgédo (ABS), do transporte de elétrons (TR) e de rendimento quantico
(PHI).

Uma diminuicao de aproximadamente 40% foi observada para PSlo, PHI(EO),
Sm, ETo/CSy e ETy/RC, o que diretamente informa que o processo redox (Qa* - Qa)
do transporte de elétrons foi interrompido. A diminuicao de 40% na area total, indica
que toda a energia absorvida, de alguma forma, ndo foi utilizada, e entdo eliminada
do processo.

A confirmagdo da forma de dissipagdo de energia foi entendida com o
aumento da variavel Kn em 40%, a diminuicdo do Sm em 40% e o aumento de
aproximadamente 20% da variavel PHI(Do) (rendimento quéantico (t=0) da energia de
dissipacao). Assim, pode-se afirmar que a energia contida no sistema foi liberada na

forma de calor ou na possivel transferéncia para outra molécula.

184



dv/dto

Pl(abs) —2— ——_PHI(Po)
10RC/ABS \15- \ PSlo
ETo/CSo Jo AV, _PHI(Eo)
TRo/CSo [/ "\ PHI(Do) controle
‘ L[ —150
RC/CSo0 'SumK
ETo/RC’ “Kn

TRo/RC L Kp

ABS/RC

FIGURA 76- Graficos de radar do efeito da substancia 10 nos parametros/variaveis
da de emissao de fluorescéncia Chl a em discos foliares de espinafre calculados

através da curva OJIP.

Para localizar o sitio de agao entre os lados doador ou aceptor de eleétrons,
uma banda transiente da curva OJIP foi encontrada na concentracdo de 150uM, a
banda J (2ms), que indica que essa ag¢ao de inibicdo esta no nivel das quinonas, ou
seja, no lado aceptor de PS Il. Para concentracbes mais altas nao foi verificada
nenhuma banda (FIGURA 77). Os resultados de emissao de fluorescéncia em
discos foliares de espinafre corroboram, com os resultados de transporte de elétrons

in vitro, que afirmaram que o composto atua como um inibidor da reacao de Hill.
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FIGURA 77- Bandas transientes da curva de emissido de fluorescéncia da Chl a

(OJIP) para a substéancia 10.

5.2.5 Efeitos da substancia 11 na emissdo de fluorescéncia da Chl a em

discos foliares de espinafre

Na fluorescéncia em disco foliares, a susbténcia 11 foi bastante ativa em
baixas concentragdes (FIGURA 78). O parametro Pl(ass) apresentou uma diminuigao
de 70% na concentragdo de 150uM, que indica um estresse no aparato
fotossintético.

Avaliando os outros parametros, foram observadas redugdes em PSly,
PHI(Eo) e ETo/CSyp e ETo/RC de 40, 40, 60 e 40% a 150uM, respectivamente,
mostrando que, em baixas concentragdes, o efeito foi intensificado. A diminuigao
desses parametros informa que o dano observado na eficiéncia, por meio do indice

de desempenho, esta ocorrendo no transporte de elétrons dentro do PSII, ou seja,
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que os valores calculados de rendimento quantico para o transporte de elétrons
diminuiem a medida que esse fluxo € inibido no processo.

Os parametros ETo/CSy e ETo/RC indicam que o transporte de elétrons esta
sendo bloqueado, o parametro RC/CS, (densidades de centros de reagao por segéao
transversal) diminuiu em 30% a 150uM, o que informa sobre a concentragado de
centros de reacgao participantes. Dessa forma, o composto esta inibindo diretamente
nos centros de reagéo, ou seja, na parte mais sensivel da analise.

Para os parametros/variaveis dV/dty, SmK, Kn e PHI(Do) foi verificado um
aumento de 70, 40, 70 e 20% na concentracdo de 150uM, respectivamente,
revelando que a energia absorvida esta sendo dissipada na forma de calor ou ainda

na transferéncia para outras moléculas.
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FIGURA 78- Grafico de radar do efeito da sustancia 11 nos parametros/variaveis da
de emissao de fluorescéncia Chl a em discos foliares de espinafre calculados

através da curva OJIP.

O aparecimento da banda J (2ms) afirma que esse composto tem acao no

lado aceptor de PSIl em nivel das quinonas, e da banda | (30ms), que se refere
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exclusivamente a eficiéncia do pool das quinonas, ou seja, se as plastoquinonas
estdo ativas ou ndo no processo de reducao da Qa.

Quando a banda | é encontrada em valores negativos do grafico, indica que o
pool de Qa esta funcionando excelentemente e com isso é observado um
incremento na banda J, o que indica que a agdo do composto esta ocorrendo nos
centros de reacdo. As bandas transientes mostram exatamente esse efeito de
acordo com as concentragdes (FIGURA 79).

Relacionando este ensaio com 0s ensaios in vitro e em semi in vivo, observa-
se que 0 mesmo nao apresentou inibicdo nos transportes de elétrons in vitro.
Acredita-se que o efeito da inibicdo da transferéncia de elétrons em baixas
concentragbes mascarou o aparecimento deste segundo efeito. Outro fato a se
considerar é a sensibilidade das medidas de fluorescéncia, a qual tem tornado essa
técnica uma das melhores, para detectar e quantificar qualquer variagdo na
fotossintese, além de viabilizar a realizacdo das medidas in vivo sem causar nenhum

dano a planta.
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FIGURA 79- Bandas transientes da curva de emissido de fluorescéncia da Chl a

(OJIP) para a substancia 11.
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5.2.6 Efeitos da substancia 12 na emissdo de fluorescéncia da Chl a em

discos foliares de espinafre

A substancia 12, na fluorescéncia em disco foliares (FIGURA 80), apresentou
um efeito diferenciado. Em baixa concentracdo, ndo foram observados resultados
significativos (>20%), contudo, em concentragdes mais elevadas, pode-se verificar
um efeito diretamente ligado ao transporte de elétrons.

O indice de desempenho Pl(ags) diminuiu em aproximadamente 60% na
concentragcdo de 300uM, enquanto que o dV/dto teve um aumento de 40%,
indicando que o aparato fotossintético, exclusivamente de PSII, esta sofrendo um
estresse. Na busca pelo fator que influenciou essa alteragdo, notou-se que os
parametros de RC n&o apresentaram variagdes significativas, entretanto, os
parametros com relagdo a secgao transversal da amostra (CS) forneceram
informacdes suficientes para sugerir o efeito direto sobre os transportes de elétrons.

Os parametros ETo/CSp, TRo/CSy e RC/CSy sofreram diminuicdo de 40%,
20% e 20% na concentragcdo de 300uM, respectivamente, indicando que a energia
absorvida nessas secdes foi reduzida. Isto ocorreu pelo fato de que o composto 12
inibiu o transporte de elétrons nessas se¢des e, ndo havendo necessidade de
transporta-los, portanto o gasto de energia no processo foi reduzido. Por outro lado,
as variaveis de rendimento quéntico PSlo, PHI(Eo) diminuiram 20% na mesma
concentracdo, o que reafirma que a probabilidade de ocorrer fluxo de elétrons no
interior de PSII diminuiu.

A energia, absorvida durante o processo, foi liberada na forma de calor e na
transferéncia para outras moléculas, como informa a constante “de-excitagcao” nao
fotoquimica (Kn), que aumentou 40% durante o processo. A variavel PHI(Do)
(rendimento quantico (t=0) da energia de dissipagdo) aumentou em
aproximadamente 20%, o que indica a liberacdo de energia na forma de calor,
afiimando que dos 40% da liberacdo nao-fotoquimica mencionada,

aproximadamente 20% foi exclusivamente na forma de calor para o meio.
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FIGURA 80- Grafico de radar do efeito da substancia 12 nos parametros/variaveis
da de emissao de fluorescéncia Chl a em discos foliares de espinafre calculados

através da curva OJIP.

Para corroborar os resultados, o aparecimento de uma banda J (2ms) foi
observado na concentracdo de 300uM (FIGURA 81). Através desta informacao,
pode-se afirmar que o composto atua no PSIl em nivel do pool de quinonas.
Comparando ensaios in vifro e em semi in vivo observou-se que o mesmo nao
apresentou inibicdo no transporte de elétrons, isso ocorreu porque as medi¢des dos

transportes in vitro foram realizadas em baixas concentragoes.
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FIGURA 81- Bandas transientes da curva de emissido de fluorescéncia da Chl a

(OJIP) para a substéancia 12.

5.2.7 Efeitos da substancia 18 na emisséo de fluorescéncia da Chl a em

discos foliares de espinafre

A substancioa 18 mostrou resultados significativos na concentragdo de 300uM
(FIGURA 82). Os parametros que variaram significativamente (>20%) foram: Pl(ags)
diminuiu 60%, enquanto o dV/dty aumentou 40%, informando que a substéancia
afetou o bom funcionamento da fotossintese.

Os parametros TRy/CSy, ABS/CSy, RC/CSy, ETo/RC, e as variaveis PSly e
PHI(Eo) diminuiram 20% e demonstrando que houve dano no aparato fotossintético
em nivel de transporte de elétrons.

Observou-se um aumento nas variaveis Kn e PHI(DO) de 50% e 20%
respectivamente, isto implica que a energia que foi absorvida durante o processo foi

liberada na forma de calor ou na transferéncia para outras moléculas.
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FIGURA 82- Grafico de radar do efeito da substancia 18 nos parametros/variaveis
da de emissao de fluorescéncia Chl a em discos foliares de espinafre calculados

através da curva OJIP.

Verificou-se uma banda transiente da curva polifasica OJIP em 2ms, a banda

J, na concentracdo mais alta do experimento, evidenciando que a agao do composto

esta no lado aceptor de PSIl (Qa™-Qx") (FIGURA 83).
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FIGURA 83- Bandas transientes da curva de emissdo de fluorescéncia da Chl a

(OJIP) para a substéancia 18.

5.3 Ensaios “in vivo” da emissao de fluorescéncia da clorofila a e

biomassa secaem L. pereni

Os ensaios realizados in vivo foram:

a) Fluorescéncia da clorofila a, a qual apresenta como uma ferramenta
poderosa para avaliar o desempenho do sistema de fotossintese em plantas vivas
sem causar nenhum dano as mesmas (AGUILAR ET AL, 2008);

b) Biomassa Seca que informa, através da massa da amostra, a variagao
causada pelo efeito de algum composto sobre a planta, impedindo diretamente o seu
crescimento (TORRES-ROMERO ET AL, 2010).

Os ensaios in vivo revelam como a planta age diante de qualquer estresse

causado a ela, ou seja, qualquer dano que interfira em seu desenvolvimento direto
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ou indireto. Os ensaios foram realizados com as substancias 02, 06, 07, 09, 10, 11,
12,17 e 18.

5.3.1 Estudos da emissdo de fluorescéncia da clorofila a (Chl a) em

plantas Lolium pereni

Os ensaios de fluorescéncia da Chl a foram realizados com plantas da
espécie Lolium pereni, e as substancias avaliadas a concentragdes de 150 e 300uM.

Os resultados obtidos para este experimento em 24h, 48h e 72h nao foram
significativos. Isto pode ser explicado em parte de que nessas concentragées os
compostos ndo conseguem ultrapassar as barreiras naturais (paredes, membranas
celulares e etc.), oferecidas pelas plantas até chegar aos tilacéides, no cloroplasto.

As FIGURAS 84 e 85 apresentam os graficos de radar da emissdo de
fluorescéncia das substancias 02, 06, 07, 09, 10, 11, 12, 17 e 18 na concentracao de
300uM e por 72h.
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FIGURA 84- Grafico de radar dos efeitos das substancias 12, 18, 06, 09 e 17 nos
parametros/variaveis da de emissao de fluorescéncia Chl a calculados através da
curva OJIP.
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FIGURA 85- Grafico de radar dos efeitos das substancias 11, 10, 06, 07 e 02 nos
parametros/variaveis da de emissao de fluorescéncia Chl a calculados através da
curva OJIP.

5.3.2 Avaliacdo de biomassa seca em L. pereni

O experimento de biomassa seca tem sido considerado de ampla ajuda na
confirmacgéo de atividade herbicida pds-emergente. Essa atividade esta relacionada
com o crescimento das plantas, ou seja, avalia se, de alguma forma, um composto
pode regular o crescimento, podendo até causar a morte.

A maioria dos herbicidas reguladores de crescimento é rapidamente
absorvido pelas raizes e folhas, e translocados tanto pelo floema quanto pelo xilema.
A translocacao desses herbicidas aplicados em folhas de gramineas é mais restrita
que em folhas largas. Dessa forma, esses herbicidas sao usados, prioritariamente,

para controlar plantas daninhas de folhas largas em culturas de gramineas e
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pastagens, sendo assim os mais efetivos no controle de plantas daninhas nessas
culturas (MARCHI ET AL, 2008).

Esse experimento pode ser realizado utilizando as mesmas plantas avaliadas
na fluorescéncia da Chl a in vivo, pois esta ndao € destrutiva e, desta forma, ndo ha
interferéncia nos resultados adquiridos com relagcédo ao crescimento das plantas para
as medidas da biomassa.

Os resultados de biomassa seca foram medidos em plantas da espécie L.
perenne, 15 dias apds a aplicacdo dos compostos. Foram avaliadas as substancias
02, 06, 07, 08, 09, 10, 11, 12, 17 e 18 em duas concentragdes 150 e 300uM. Os
demais compostos ndo foram ensaiados, pois a quantidade de massa foi reduzida.
O herbicida comercial DCMU foi utilizado como controle positivo.

As TABELAS 27, 28 e 29 mostram os resultados encontrados, em relagao a

biomassa seca.

TABELA 27- Efeitos das substancias 02, 07, 10 e 11 na producio da biomassa seca

de L. pereni.

Substancia Concentracdo Biomassa Seca Porcentagem

(MM) (mg) (%)
Controle 0 400 100
DCMU 10 307 77
150 384 96

02
300 387 97
150 445 111

07
300 378 95
150 320 80

10
300 327 82
150 310 77

11
300 350 87
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Apenas as substancias 10 e 11 apresentaram resultados significativos,
ambos compostos se mostraram melhores inibidores em concentragbes mais baixas
(150uM) com um decaimento de 20% e 23%, respectivamente. A substéancia 11
comparada com o DCMU, apresentou uma inibicdo no mesmo percentual 23% em
concentracgdes diferenciadas.

Avaliando os efeitos causados pelas duas substancias, nas condi¢cdes
semi in vivo, in vitro e in vivo, pdde-se observar que 0s mesmos apresentaram
melhores resultados em baixas concentracbes. Com as informagdes obtidas é
possivel inferir que a substancia 10 atua como inibidor do transporte fotossintético
de elétrons e regulador de crescimento (pds-emergente), e a substancia 11 atua
como inibidor da transferéncia de elétrons, da transferéncia de energia e regulador

do crescimento.
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TABELA 28- Efeitos das substancias 03, 06, 12, 13 e 17 na produc¢ao de biomassa

seca de L. pereni.

Substéncia Concentracdo Biomassa Seca Porcentagem

(MM) (mg) (%)
Controle 0 453 100
DCMU 10 271 60
150 433 95

03
300 430 94
150 489 108

06
300 414 91
150 361 80

12
300 396 87
150 355 78

13
300 403 89
150 446 98

17
300 406 90

As substancias que apresentaram efeitos significativos sobre o crescimento
foram 12 e 13, as demais ndo mostraram desempenho acima de 10%. A substancia
12 inibiu o crescimento em 20% e 23% nas concentragbes de 150 e 300uM,
respectivamente. Este composto apresentou efeitos inibitérios no transporte
fotossintético de elétrons, na transferéncia de energia e agora na regulacédo do
crescimento vegetativo. A substancia 13 apresentou uma diminuigdo de 23% no
desenvolvimento das plantas na concentragdo de 150uM. Contudo, este composto
nao apresentou atividade nos outros experimentos. Dessa forma pode-se afirmar

que o mesmo apresentou apenas potencial como regulador do crescimento.
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TABELA 29- Efeitos das substancias 08 e 09 na producéo da biomassa seca de L.

pereni.

Substéncia Concentracdo Biomassa Seca Porcentagem

(M) (mg) (%)
Controle 0 569 100
DCMU 10 423 74
150 483 85

08
300 459 80
150 554 97

09
300 581 102

A substancia 08 apresentou uma diminuicdo de 20% no desenvolvimento
das plantas na concentracido de 300uM. Contudo, este composto ndo apresentou
atividade nos outros experimentos. Dessa forma, pode-se afirmar que o mesmo
apresentou apenas potencial como regulador do crescimento. Por outro lado, a
substancia 09 n&o inibiu o crescimento. Este composto, nos experimentos
anteriores, apresentou efeitos inibitérios no transporte fotossintético de elétrons e na

emissao de fluorescéncia da Chl a.
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6.1 Ensaios de inibicao da fotossintese “in vitro”

6.1.1 Fluxo de elétrons durante a fase fotoquimica da fotossintese em

cloroplastos isolados de folhas de Spinacia oleracea L

Para a extragao dos cloroplastos de Spinacia oleracea L., foram eliminadas a
nervura central e as extremidades basal e apical das folhas e, em seguida,
colocadas no liquidificador (aproximadamente 25g) contendo 100mL do meio de
isolamento: sacarose (400mmol L), MgCl, (5mmol L"), KCI (10mmol L") e K*-
tricina (30mmol L™) em pH 8,0 (1 mol L'"KOH).

O meio homogeneizado foi filtrado e centrifugado (4000rpm, 4°C e 5min). O
sobrenadante foi eliminado, restando um sélido com os cloroplastos. Este soélido foi
ressuspendido em 1mL do mesmo meio, usado no isolamento (LOTINA-HENNSEN,
1999). Todos os reagentes utilizados no procedimento sdo de procedéncia da
Sigma/Aldrich® e da Merc®. Para o preparo das solugdes foi utilizada agua
destilada.

Para determinar a concentracdo de clorofila, foram retiradas 2 aliquotas de
20uL da suspensao dos cloroplastos e transferidas para 2 tubos de centrifuga
contendo 5mL de acetona. A amostra permaneceu no escuro € em repouso por
cinco minutos e, em seguida, centrifugada (4000rpm e 5min). Posteriormente, foram
realizada medidas de absorbancias do sobrenadante em comprimentos de onda
especificos (A= 645 e 663nm).

Para a quantificagdo de clorofila foi utilizada a equagao abaixo (Equagéo 7)

como descrito na literatura (ROMAGNI, 2002).

Clorofila (ug mL™") = 20,2 (Asss) + 8,02 (Ass3)
EQUACAO 7. Equacéo de quantificacéo de clorofila.

Para os ensaios com as substancias puras, foram preparadas solugdes

estoque em DMSO na concentracdo de 20mM . Para a realizacdo das medigdes,

aliquotas especificas foram tomadas para cada concentragdo desejada. Para as
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reagcdes de transporte fotossintético de elétrons utilizou-se um microeletro6do de
Clark (Orion), conectado a um Oximetro YSI -5300? (Biological Oxygen Monitor),
para determinacdo do consumo de oxigénio. A resposta do sinal em fungdo do
tempo era registrada em um registrador. O transporte de elétrons basal foi
determinado através de um oximetro. Em uma cubeta de vidro, foram adicionados
3mL do meio de transporte: sacarose (100mmol L"), MgCl,.6H,O (5mmol L"), KCI
(10mmol L), pH 8 (1mmol L™ KOH) na presenga de ADP (1mmol L) e KH,PO,
(3mmol L"). A mesma adicionou 20mg de Chl.mL™, e iluminou por 3 min. com uma
lampada azul (60W), sob condi¢des aerdbicas .

Para a determinagao da curva de concentragao de inibigao, antes de iluminar,
foram adicionadas aliquotas da solugdo estoque para atingir concentragdes
requerentes.

O transporte de elétrons fosforilante foi determinado como o transporte de
elétrons basal, adicionando-se a mistura ADP (1mmol L™), K2HPO,4 (0,1mmol.L™") e
KCN (3 mmol L") para inibir a atividade catalitica. O transporte de elétrons
desacoplado, assim como o basal, foi determinado adicionando-se a mistura uma
solugdo de NH4Cl (5mmol L'). As reacdes parciais na cadeia de transporte de
elétrons foram medidas utilizando-se inibidores artificiais especificos como o 3-(3,4-
diclorofenil)-1,1-dimetilureia (DCMU), 10pmol L™ 2,5-dibromo-3-metil-6-isopropil-1,4-
p-benzoquinona (DBMIB), 1umol L' e os doadores e aceptores de elétrons
artificiais: silicomolibdato de soédio (SiMo), 100umol L™; difenilcarbazida (DPC),
200pmol L'; diaminodureno (DAD), 100umol L™ e metilviologénio (MV), 100pmol L.

Quando um composto apresentou-se como inibidor do transporte de elétrons,
0 seu mecanismo de acdo foi elucidado nos dois fotossistemas. Todas as medidas
de transporte de elétrons foram realizadas em ftriplicata, e todas as determinacdes

foram estabelecidas por comparagao com o controle.

6.1.2. Determinacdo do fluxo fotossintético de elétrons nos

fotossistemas Il e | (PSll e PSI) desacoplados

O fluxo de elétrons nos PSIl e PSI foi determinado como o transporte de

elétrons desacoplado. O PSII foi medido da H,O a DCPIP (reduzido), suportado pela
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evolugao de O,. O meio reacional foi constituido por DBMIB (1uM), DCPIP (100uM),
Ks[Fe(CN)s] (500mM) e NH4Cl (6mM) (Garza-Ortiz et al., 2004). O transporte de
elétrons parciais do PSIl desacoplado de H,O a SiMo foi determinado, assim como
para PSIl, com exce¢do do DBMIB, DCPIP e Kj3[Fe(CN)s], e adicionados SiMo
(200uM) e DCMU (10uM). O transporte de elétrons do PSIl (DPC a DCPIPidado) foi
medido através da reducdo da razdo de DCPIP,x com espectrofotdbmetro de
ultravioleta e determinados em tilacéides previamente tratados com Tris (0,8M) em
pH 8,0 e incubados por 30min a 4°C.

Para o transporte de elétrons de PSI foi medido o consumo de O, de uma
maneira similar a razdo do transporte de elétrons basal aciclico com DCMU (10uM),
DCPIP (100uM) reduzido, com acido ascoérbico (300uM), MV (50uM) e NH4CI (6mM),
que foram utilizados como meio reacional (ALLEN E HOLMES ET AL., 1986). Todas as
medicdes de transporte fotossintético de elétrons foram realizadas em ftriplicata, e
todas as determinagcbes foram estabelecidas por comparagdo com o controle

(medida realizada sem adicdo de composto).

6.1.3 Ensaios com o complexo H® -ATPase na membrana tilacoide

Cloroplastos foram isolados de folhas de S. oleeacea L. e ressuspendidos
com uma solugédo de: sorbitol (0,35M), EDTA (2mM), MgCl,. 6H,O (1mM), MnCl,
(1mM) e Hepes (50mM), em pH 7,6. A atividade H* -ATPase ligada as membranas
tilacoides foi medida de acordo com metodologia descrita por Mills et al. (1980).
Utilizou-se NH4Cl como controle positivo. Para cada reacdo, um experimento em
branco foi realizado com os cloroplastos isolados no meio de reagao. Os resultados
sdo atribuidos em fungao da concentracao de fosfato inorganico (Pi) presente nas
medicdes finais. Para realizar essa quantificacédo, utilizou-se um espectrofotdbmetro
de ultravioleta com medidas em A=660nm. As medidas de atividade dda ATPase
foram realizadas em sextuplicatas, e todas as determinacdes foram estabelecidas

por comparagao com o controle.
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6.2 Ensaios semi “in vivo” de medidas da emissao de fluorescéncia

da clorofila a

6.2.1 Estudos da fluorescéncia da clorofila a (Chl a) em discos foliares

de S. oleracea L.

Em folhas de S. oleracea L, foram feitos dez discos com didmetro de 1cm
cada e colocados em placas de Petri (90x10cm) contendo 20mL do meio Krebs
‘modificado”. NaCl (115mM), KCI (5,9mM), MgCl, (1,2mM), KH;PO4 (1,2mM),
Na;SO4 (1,2mM), CaCl; (2,5mM) e NaHCO3; (25mM) ajustado a um pH 7,4. As
placas contendo os discos permaneceram sob agitagao (130rpm) por um fotoperiodo
de 12 h a temperatura ambiente 26°C. Apos esse periodo, foram adicionados aos
discos foliares, aliquotas das substancias (150 e 300uM) isoladas de R. graveolens,
e para o controle adicionou-se os mesmos volumes de DMSO. Apds um periodo de
aproximadamente 6 h de incubacéao, os discos permaneceram por 30 min no escuro,
e, em seguida, foram realizadas as medidas de fluorescéncia da Chl a com um
Hansatech Handy PEA (Plant Effiecient Analyzer) como descrito por STRASSER ET AL.
(1995) e AGUILAR ET. AL., 2008.

O processamento dos dados foi feito com o programa Biolyzer HP3, onde
foram avaliados 19 parametros fotossintéticos e as curva polifasicas transientes.

Para esse experimento foram realizadas 10 replicatas.
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6.3 Ensaios “in vivo” de medidas da fluorescéncia da clorofila a

6.3.1 Estudos da fluorescéncia da clorofila a (Chl a) em folhas de L.

pereni

Para a realizacdo deste experimento, primeiramente teve-se que cultivar
plantas da espécie L. perenne. Duzentas sementes foram selecionas, para cada
vaso, e foram plantadas com terra previamente esterilizada. Estas foram mantidas
em estufa a 25-30°C por 15 dias para crescimento. Apds o periodo estabelecido
para crescimento, as plantas de L. perenne foram selecionadas por tamanho similar
e foram borrifadas solugbes dos compostos (150 e 300 uM). A aliquota de cada
composto foi solubilizada em uma solugdo de Tween-20 (0,05%). Ao grupo de
plantas controle, foram borrifadas Tween e DMSO. Posteriormente, foi efetuada as
medi¢cdes de emissédo da fluorescéncia da Chl a in vivo com um Hansatech Handy
PEA (Plant Effiecient Analyzer), nos periodos de 24, 48 e 72 h. Antes de cada
medida, as plantas eram deixadas em repouso, no escuro, por 30 min. (TORRES-
ROMERO ET AL, 2010).

Para as medidas de fluorescéncia e para o processamento dos dados
utilizou-se o Biolyzer HP3, e os mesmos parametros fotossintéticos foram avaliados.
Todas as medidas foram realizadas em ftriplicata, e todas as determinacbes foram
estabelecidas por comparagao ao controle. Para o preparo das solugdes foi utilizada

agua destilada.

6.3.2 Avaliacdo da biomassa seca em plantas de L. pereni

As plantas que foram utilizadas para os ensaios de fluorescéncia in vivo, foram
as mesmas utilizadas para determinacdo da biomassa seca. Apos 15 dias de
contato dos compostos com as plantas, as mesmas foram cortadas na regido do

coleto, transicdo caule- raiz, e colocadas para secagem em uma estufa a 65°C. Apds

205



este periodo de secagem, as biomassas secas foram pesadas e comparadas com o

controle (GONZALEZ-IBARRA ET AL, 2005, TORRES-ROMERO ET AL, 2010).

7.0 Consideracoes Finais

Foram isolados dezoito metabdlitos secundarios da Ruta graveolens
(Rutaceae), onze alcaldides e sete furanocumarinas. Dessas substancias, treze
apresentaram potencial de inibicdo da fotossintese, avaliado in vitro, semi in vivo e in
Vivo.

Nos ensaios de transporte fotossintético de elétrons, as substancias 02, 06,
07, 09, 10, 11, 12, 17 e 18 apresentaram atividade relevante. Para as substancias 02
e 09, que atuaram diretamente como inibidores de Hill, seus mecanismos de acao
entre os PSI e PSII foram elucidados. Amabas as substancias se apresentaram
como inibidores do PSII, atuando no lado doador (H>O a SiMo), onde a 02 inibiu 60%
em 400uM, e a 09 inibiu 100% em 150uM.

Com as substancias 06 e 07, nao foi possivel realizar os ensaios, pois a
massa isolada dos compostos foi insuficiente para todos os experimentos, e as
substéancias 10, 11, 12, 17 e 18 nao apresentaram potenciais de inibigéo.

Nos ensaios de ATPase, foram avaliadas as substéancias 02, 06, 11, 12 e 18
em concentragoes variadas. Para os compostos 02, 11 e 12 apresentaram-se como
inibidores da transferéncia de elétrons em concentracbes 100, 300 e 75 pM;
enquanto 06 e 18 atuaram como desacoplante a concentragao de 100 uM.

No ensaio de emisséo de fluorescéncia da clorofila a em semi in vivo (discos
foliares), as substancias 07, 09, 10, 11, 12 e 18 apresentaram resultados
satisfatérios, interferindo diretamente no aparato fotossintético do PSIl. O composto
07 mostrou uma diminuicdo de 100% na variavel Plags em concentracao de 300uM,
indicando que o sistema esta sofrendo estresse. Esta € uma das principais variaveis
avaliadas, pois é sensivel para a deteccao e quantificagcdo de estresse em plantas.
O aparecimento de duas bandas transientes K e J, confirma a agdo do composto no

lado aceptor de elétrons do PSII.
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As substancias 09, 10, 12 e 18 a concentragao de 450, 150, 300 e 300 pM,
também apresentaram inibicdo na emissdo de fluorescéncia em disco foliares.
Nestas, foram observadas o aparecimento da banda transiente J (2ms) confirmando
acao no lado aceptor de elétrons.

Ainda nos ensaios de discos foliares, o composto 11, apresentou um
comportamento diferenciado dos demais. Sua acado, dentro do PSII, foi vista a
concentracido de 150 uM e o aparecimento de duas bandas foi verificado J e /. Estas
bandas indicam que a agédo no pool das quinonas foi efetivo e acentuado. Nos
ensaios de fluorescéncia in vivo em palntas da espécie L. pereni L., nenhum dos
compostos avaliados, apresentou variagdo destacada.

No experimento de biomassa seca, as substéncias 08, 12 e 13 inibiram o
crescimento das plantas em aproximadamente 20%, a concentragdes de 150 uM,
sendo assim classificadas como inibidoras do crescimento.

Assim pode-se concluir que os objetivos propostos foram alcangados com
éxito. Os compostos que se mostraram promissores na inibigdo da fotossintese, sé&o
considerados causadores de estresse em plantas inibindo o funcionamento perfeito

do aparato fotossintético.
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