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1. RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver tecnologias para
o uso de plantas como unidades de producdo ou diretamente como fontes de agentes
fotossensibilizantes do Acido 5-Aminolevulinato (5-ALA), Protoporfirina IX (Proto IX) e
precursores destes compostos em plantas. Os experimentos foram conduzidos no Nicleo de
Pesquisas Avangcadas em Matologia (NUPAM) — FCA — UNESP - Botucatu/SP, durante o ano
de 2007. Foram realizados ensaios para selecio do melhor conjunto de condi¢des para o
acimulo de protoporfirina IX e seus precursores em alface, milho e cana-de-aguicar, cujas
varidveis analisadas foram: 1) selecdo de comprimentos de onda; 2) duragdo dos periodos com
e sem luz; 3) variedades (11 genétipos); 4) aplicacdo de antioxidantes (vitaminas C e E); 5)
compostos que interferem na sintese de Proto IX (oxyfluorfen, carfentrazone e &cido
levulénico); 6) adicdo de precursores da sintese de Proto IX (glutamato); 7) substituicdo da
atmosfera com supressdo do Oxigénio. Os resultados foram analisados sobre a dispersdao das
médias dos tratamentos em relacdo as parcelas testemunhas para os tratamentos e espécies
estudadas. Utilizou-se a técnica de HPLC-MS para identificacio e quantificacdo dos
compostos. A partir dos resultados dos ensaios realizados foram selecionados trés
experimentos: I) Acumulo de Proto IX e 5-ALA a partir de inibidores da protoporfirinogénio
oxidase (Protox) e fontes seletivas de luz (Escuro, Sombrite 75%, Claro+Vitamina C+E,

Claro, Filtro Azul, Filtro vermelho, Filtro Amarelo, Filtro Verde, Testemunha) em plantas de



alface, pulverizadas com Oxyfluorfen + Glutamato monossddico + Vitamina C e E, portanto 9
tratamentos com 4 repetigdes. II) Selecio de genétipos de cana-de-agucar (Saccharum
officinarum) para acimulo de Proto IX com uso de herbicidas inibidores da Protox
(Oxyfluorfen e Carfentrazone), precursores de Proto IX (Glutamato Monossédico e Acido
levulénico) e antioxidantes (Vitaminas C e E) em 8 gendtipos de cana-de-acticar (PO933499;
RB806043; RB470355; PO830698; SP701143; PO901387; PO894414; SP903414); dispostos
em esquema fatorial 9 x 8, com 4 repeticdes. III) Efeito de diferentes fotoperiodos
(claro/escuro: 1h / 3h, 0:15h / 3:45h, 0:05h / 3:55h), em genétipo de cana-de-agucar
(SP903414) para acimulo de Proto IX com uso de herbicidas inibidores da Protox
(Oxyfluorfen e Carfentrazone), precursores de Proto IX (Glutamato e Acido levulénico) e
antioxidantes (Vitaminas C e E) dispostos em esquema fatorial 7 x 5, com 4 repeticoes.
Adotou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado em todos os ensaios
realizados. No experimento I, foram detectados aumentos significativos nas concentragdoes de
Proto IX para a condi¢do sem filtro (claro) e aumentos de 5-ALA para as condi¢cdes sem filtro,
claro e amarelo. No experimento II, foram detectados em curto prazo aumentos significativos
nas concentracdes de Proto IX para os gendtipos RB470355, SP903414 submetidos ao
tratamento Oxyfluorfen + Glutamato Monossédico + Vitamina C e E + Acido levulénico, e
para o genétipo SP701143 submetido ao tratamento Testemunha + Vitamina C e E + Acido
levulénico, indicando que podem ser utilizadas como fontes acumuladoras de Proto IX. No
experimento III, foram detectados aumentos significativos nas concentragdes de Proto IX para
a condicdo de fotoperiodo escuro, no tratamento Carfentrazone + Glutamato + Vitamina C e E,
indicando que o acimulo de Proto IX foi preservado pela ndo formacdo do oxigénio singleto
produzido pela luz.

De uma forma geral, a sintese de Uroporfirina e Coproporfirina foram observadas na maioria
das biomassas analisadas, sendo em alguns casos, superiores a de Protoporfirina IX e 5-ALA.
Os teores de Proto IX, 5-ALA, Uroporfirina e Coproporfirina aumentaram em até 426; 9,1; 56
e 391 vezes, respectivamente, comprovando a viabilidade da técnica desenvolvida para

producdo de Proto IX e seus precursores.



2. SUMMARY

TECHNIQUES FOR ACCUMULATION IN PLANTS OF SUBSTANCES USE OF
PHOTOSYNTHETIZERS IN PHOTODYNAMIC THERAPY

Botucatu, 2008, 66p. Dissertacio (Mestrado em Agronomia / Agricultura) — Faculdade
de Ciéncias Agronomicas, Universidade Estadual Paulista.
Author: LUIS RODRIGO MIYAMOTO BARBERIS
Adviser: EDIVALDO DOMINGUES VELINI
Co-adviser: FERNANDO GUSTAVO TONIN
MARIA LUCIA BUENO TRINDADE

The present work had as objective to develop technologies for the use
of plants about units of production or directly as sources of agents photosensitizers, Acid 5-
Aminolevulinate (5-ALA), Protoporphyrin IX (Proto IX) and precursors this compounds in
plants. The experiments were conducted at the Center for Advanced Research in Weed Plant
(NUPAM) — FCA — UNESP - Botucatu/SP, during the year 2007. Tests were conducted to
select the best set of conditions for the accumulation of protoporphyrin IX and precursors in
lettuce, corn and sugar cane, whose variables were analyzed: 1) selection of a wavelength, 2)
duration of periods with and without light, 3) varieties (11 genotypes), 4) application of

antioxidants to reduce the action of Proto IX (vitamins C and E), 5) compounds that interfere



with the synthesis of Proto IX (oxyfluorfen, carfentrazone and levulénic acid), 6) addition of
precursors for synthesis of Proto IX (glutamate), 7) Replacement of the atmosphere with
suppression of the Oxygen. The results were analyzed on the dispersion of the averages of the
treatments in relation to the portions witness for the treatments and studied species. It was
used technique of HPLC-MS for identification and quantification of compounds. From the
results of tests conducted three experiments were selected: I) Accumulation of Proto IX and 5-
ALA from protoporphyrinogen oxidase (Protox) inhibitor selective and sources of light (Dark,
Shade 75%, Light + Vitamin C + E, Light, Blue filter, Red filter, Yellow filter, Green filter,
Witness) in lettuce plants, sprayed with Monosodium Glutamate + Oxyfluorfen + Vitamin C
and E, so 9 treatments with 4 repetitions. II) Selection of genotypes of sugarcane for
accumulation of Proto IX with the use of herbicides Protox inhibitors (Oxyfluorfen and
Carfentrazone), precursors of Proto IX (Glutamate and Levulenic Acid) and antioxidants
(vitamin C and E) in 8 genotypes of sugar cane (P0O933499; RB806043; RB470355;
PO830698; SP701143; PO901387; PO894414; SP903414); arranged in factorial 9 x 8, with 4
repetitions. III) Effect of five differents photoperiods (light / dark: 1h / 3h, 0:15 h/ 3:45 h,
0:05 h / 3:55h ) in genotype of the sugar cane (SP903414) for accumulation of Protoporfirin
IX with the use of herbicides inhibitors of Protox (Oxyfluorfen and Carfentrazone), precursors
(Monosodium Glutamate and Levulenic Acid) and antioxidants (vitamin C and E) arranged in
factorial 7 x 5, with 4 repetitions. Adopted is a completely randomized design in all tests. In
the experiment I, were detected at concentrations of Proto IX for the condition without filter
(light), and increases in 5-ALA for the conditions without filter (light), and yellow filter. In the
experiment II, were detected in short time significant increases in the concentrations of Proto
IX for the genotypes RB470355, SP903414 submitted to treatment, Oxyfluorfen +
Monosodium Glutamate + Vitamin C and E + Levulenic Acid, and the genotype SP701143
subjected to treatment Witness + Vitamin C and E + Levulenic Acid, indicating that can be
used as sources of accumulate Proto IX. In the experiment III, were detected at concentrations
of proto IX for the condition of photoperiod dark, in the treatment Carfentrazone +
Monosodium Glutamate + Vitamin C and E, indicating that the accumulation of Proto IX was
preserved by the no existence formation of oxygen singlet produced by light.

In general, the synthesis of and were observed in most of the analyzed

biomasses, being in some cases, superiors to the one of Proto IX and 5-ALA. The levels of



Proto 1X, 5-ALA, Uroporphyrin and Coproporphyrin increased in up to 426; 9,1; 56 and 391
times, respectively, proving the viability of the technique developed for production Proto IX

and their precursors.

Keywords: protoporphyrin IX, sugarcane, oxyfluorfen, precursors, antioxidants.



3. INTRODUCAO

Os conhecimentos de quimica e biologia de plantas se encontram por
caminhos cada vez mais conhecidos. Porém, até o presente momento, as ultimas pesquisas em
ambos os campos sdo limitadas. Algumas plantas mostram uma estrutura quimica simples,
assim como, uma diversidade de estruturas moleculares complexas, denominadas, ingredientes
ativos, frequentemente com intensa atividade biolégica.

Tomando como base a industria farmaceéutica, a
industria agroquimica também tem implementado a quimica combinatéria e os “screenings”
de alto processamento que tém como fun¢do rastrear novos herbicidas e pesticidas. A
exploracdo sistemdtica da planta por rotas bioldgicas com sondas de moléculas pequenas
(massa molecular < 700) é uma aproximacao geral do que € atualmente chamado de “genética
quimica”, que é centrada no principio de que moléculas organicas podem ser usadas em
mutacdes na genética cldssica para modular proteinas funcionais e assistir na delinea¢do das
rotas biolégicas (Stockwell, 2000 ; Alaimo et al., 2001; Shogren-Knaak et al., 2001).

As moléculas herbicidas conhecidas atuam na fisiologia da planta, uma
vez que, seu mecanismo de a¢do reconheca o sitio de a¢do e consiga atuar inibindo enzimas

responsaveis pela producdo de compostos secunddrios vitais para o desenvolvimento da



planta. O emprego de inibidores de protox (protoporfirinogénio oxidase) para a acumulacao de
porfirinas pode ser um exemplo da inter-relacdo de genética quimica com o uso de herbicidas.

Porfirinas sdo importantes tanto para plantas, quanto para animais. As
principais etapas da rota de produgdo destes compostos também sdo similares em animais e
vegetais. Na presenca de luz com comprimentos de onda adequados, as porfirinas fluorescem
e induzem a formagdo de oxigénio singleto, tornando-se compostos fototéxicos com
capacidade de promover a oxidacdo de lipidios, a ruptura de membranas e a morte celular.
Estas duas caracteristicas, associadas as particularidades bioquimicas das células neoplésicas,
téem levado ao maior actimulo e atividade de porfirinas, permitindo o desenvolvimento de
sistemas seletivos para o diagndstico e tratamento de neoplasias de vérios tipos e em diferentes
orgdos de humanos.

Como a producdo de Oxigénio singleto depende obrigatoriamente da
presenca de luz em comprimentos de ondas adequados. O fornecimento ou indugdo do
acimulo de porfirinas tem sido amplamente utilizado para que se obtenha a
fotossensibilizacdo necessaria ao uso da Terapia Fotodindmica (TFD). Também h4 a
possibilidade de fornecer tanto a luz quanto o agente fotossensibilizante de forma tdpica
aumentando a seletividade da técnica.

A maior limitagdo do uso da TFD € a baixa disponibilidade e ou alto
custo dos agentes fotossensibilizantes. A cana-de-agucar, alface e milho foram as primeiras
espécies vegetais a serem testadas para este fim. Foram conduzidos testes com a aplicacdo de
inibidores da Protox (Protoporfirinogénio IX Oxidase), precursores da sintese do acido 5-
aminolevulénico e com o fornecimento de luz com comprimentos de onda especificos. Testes
complementares determinaram as melhores doses, melhores inibidores da protox e intervalos
para a coleta das plantas. As concentracdes dos compostos de interesse e dos inibidores da
Protox foram monitoradas. Este trabalho teve como principal objetivo desenvolver tecnologias
para o uso de plantas como unidades de producdo ou diretamente como fontes de dois
importantes agentes fotossensibilizantes que sdo o dacido S5-Aminolevulevulinato e a

Protoporfirina IX.



4. REVISAO DE LITERATURA

Herbicidas difenil-éteres causam rédpida fotodegradacdo em tecidos
verdes de plantas, causando acimulo de altas concentragdes de compostos fotossensibilizantes
como a Proto IX (Lydon & Duke, 1988, Mastringe & Scala, 1988a,b, Sandman & Boger,
1988, Witkowski & Halling, 1988, Becerril & Duke, 1989b, Duke et al., 1990, Mastringe et
al., 1990,).

A sintese de porfirinas € fundamental para a producdo de clorofilas em
plantas e heme em plantas e animais. O heme € um componente de enzimas como catalases e
peroxidases além de proteinas como a hemoglobina e citocromos. Na Figura 1 € representada
a estrutura do nicleo funcional das porfirinas e na Figura 2 s@o listados os principais passos
para a formacgdo de porfirinas em plantas e animais. As principais diferencas referem-se a
alimentacdo da rota, feita a partir do glutamato em plantas e a partir de glicina e Succinil CoA
em humanos. A partir do 4cido 5-aminolevulénico, as enzimas envolvidas sdo as mesmas em
todas as transformacdes necessdrias para a producao dos tetrapirrdis.

O fato das enzimas, substratos e produtos serem 0s mesmos em plantas
e animais, ndo deve ser visto como um indicador da auséncia de variabilidade genética. Os
poucos estudos que comparam as seqii€éncias de aminodcidos ou nucleotideos das enzimas em
diferentes espécies tém demonstrado a existéncia de variabilidade nos genes envolvidos

(Watanabe er al, 2001 e Weller, 2002).



As porfirinas e seus precursores tém sido amplamente utilizados como
agentes fotossensibilizantes na terapia fotodindmica, cuja denominacdo foi utilizada pela
primeira vez por von Tappeiner em 1904 para descrever a fotossensibilizagdo com consumo
de oxigénio que ocorre em tecidos vivos. A TFD vem sendo empregada no tratamento de
lesdes neopldsicas ndo melanociticas, queratinociticas superficiais, com carcinomas
epidermoides, ceratoses, actinicas, carcinomas basocelulares e doencas de Bowen. Ja foi
utilizada experimentalmente em micose fungdide, sarcoma de Kaposi e ceratoacantomas
(Bakos et al, 2003).

O principio da TFD é a geracdo de oxigé€nio singleto pelo agente
fotossensibilizante que € ativado por uma fonte de luz de alta poténcia € com comprimento de
luz adequado (Ribeiro & Jorge, 2005). A seletividade da técnica baseia-se na aplicagdo topica
do agente fotossensibilizante e da luz ou na acimulo seletivo do agente fotossensibilizante nas
células alvo (neopldsicas). A producdo de oxigénio singleto € cessada alguns WS apds a

interrupcao do fornecimento de luz (Dysart & Patterson, 2005; Maier & Pindl, 2006).

Figura 1 — Nucleo tetrapirrdlico presentes nas porfirinas de plantas e animais

(Porphyrin — Wikipedia, the free encyclopedia).
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Figura 2 — Rota de sintese de porfirinas, heme e clorofilas em animais e plantas
(Porphyrin — Wikipedia, the free encyclopedia, Dodge, 1992, Hess, 1993, Xiao et
al., 1998, Nelson et al., 2000;).
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Além do agente fotossensibilizante, a TFD depende de outro
componente igualmente importante: a fonte de luz. A disponibilidade de fontes de luz de alta
poténcia (lasers), com capacidade de emitir em diferentes regides do espectro, foi fundamental
para a expansdo do uso da TFD nas ultimas décadas. As porfirinas, os principais agentes
fotossensibilizantes em uso, tém a capacidade de absorver luz em vérios comprimentos de
onda, conforme pode ser observado na Figura 3. As maiores intensidades de fluorescéncia sdo
obtidas quando a excitagdo é feita com luz ultravioleta ou azul. A luz azul ja foi utilizada com
sucesso em TFD (Gahlen et al., 2001, Alexiades-Armenakas, 2006), mas a maioria dos
trabalhos refere-se ao uso da luz vermelha, predominando os comprimentos de onda préoximos
a 630nm, com maior capacidade de penetracdo nos tecidos (Calzavara-Pinton et al., 1996,
Gossner et al., 1999a, Gossner et al., 1999b, Karrer et al., 2001, Bakos et al., 2003, Pech et
al., 2005, Pech et al., 2002, Tunstall et al., 2002). A limitada penetracdo da luz nos tecidos,
sobretudo quando se usam ondas de menor comprimento, € a principal limitacdo ao uso da
TFD para a eliminacdo de tumores de grandes dimensdes ou altamente infiltrados em tecidos
normais (Karrer et al., 2001). A selecdo do comprimento de onda, com op¢do predominante

pelo vermelho considera, prioritariamente, o potencial de penetracdo da luz nos tecidos.

=2 x10°

| \/\-/\I/\‘_
400 600
2 {nm)

Figura 3 — Espectro de absor¢do de luz tipico das porfirinas (Van Hillegersberg et al.,

1992)
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Com o grande avango no desenvolvimento e fabricagdo de lasers, a
indisponibilidade de compostos fotossensibilizantes tornou-se a principal limitagdo ao uso da
TFD na maioria dos paises. Muitos dos compostos avaliados ndo estdo disponiveis
comercialmente como medicamentos, limitando o uso em escala experimental. Considerando
especificamente as porfirinas, os compostos de maior atividade sdo a Proto IX e seus
derivados (hematoporfirina e Photofrin). Os varios tipos de porfirinas diferem
substancialmente em termos de estrutura quimica e de afinidade com as enzimas envolvidas
em suas transformacgdes, destacando-se a ferroquelatase, mas, sdao praticamente idénticos
quanto a absor¢do de luz e a capacidade de induzir a produgdo de oxigénio singleto. H4 trés
possibilidades para inducdo de altas concentracdes de protoporfirina IX, ou compostos
similares, em células neopldsicas: 1) aplicacdo das porfirinas hematoporfirina (Ebert et al.,
1985, Roberts & Cairnduff, 1995, Boyle & Dolphin, 1996, Calzavara-Pinton et al, 1996, ,
Atamna & Frey, 2004) ou Photofrin (Roberts & Cairnduff, 1995, Atamna & Frey, 2004)
diretamente; 2) aplicacio de precursores das porfirinas, destacando-se a aplicag@o sistémica ou
topica do acido 5-aminolevulénico e seus ésteres (Roberts & Cairnduff, 1995, Boyle &
Dolphin, 1996, Calzavara-Pinton et al., 1996, Sroka et al., 1996, Goosner et al., 1998, Boogert
van den et al., 1998, Goosner et al., 1999b, Goosner et al., 1999a, Gahlen et al., 2001, Peach
2002, Tunstall et al., 2002, Krieg et al., 2002, Dalton et al., 2002, Horn et al., 2003, Bakos et
al., 2003, Manivasager et al., 2003, Atamna & Frey, 2004, Igbaseimokumo, 2004; Pech,
2005); 3) aplicacdo de compostos com capacidade de bloquear a ferroquelatase (N-
metilprotoporfirina [X e chumbo) e que induzem a acumulacdo da protoporfirina IX
naturalmente produzida pelo organismo (Dailey & Smith, 1984, Atamna et al., 2002).

A genética quimica dirigiu a expansdo no campo da quimica bioldgica
na ultima década, e esta aproximacdo, € vista com um aumento crescente em outras areas da
biologia em geral como, aplicacdes em bacteriologia (Eggert et al., 2001), biologia do cancer
(Torrance et al., 2001), desenvolvimento de vertebrados (Peterson et al., 2002), e
neurobiologia (Stockwell, 2002). Em atividades experimentais, os compostos anticancerigenos
fototerapéuticos mais utilizados sdo o dcido 5-aminolevulénico ou seus ésteres que podem ser
aplicados de forma tépica (compondo cremes ou por instilacdo intraperitonial) ou sistémica
(por administracdo oral ou intravenosa.) Nas aplicagcdes sist€micas, administracdes orais e

intravenosas induzem a comportamentos farmacocinéticos similares do composto (Dalton et



13

al., 2002) indicando que o 4cido 5-ALA poderia estar presente como componente de alimentos
e com capacidade de induzir a acumulacdo de Proto IX.

O Photofrin (Figura 4), que corresponde a uma mistura complexa de
oligdmeros de hematoporfirina (Byrne, 1990, Maier & Pindl, 2006) € o unico efetivamente
registrado na Holanda, Franca, Alemanha, Japao, Estados Unidos e Canadé, para o tratamento
dos canceres de bexiga, tratos digestivo e urindrio, pulmio e es6fago. Este composto é
aplicado sistemicamente por injecdes intravenosas. As principais desvantagens da aplicagcdo
sistémica do Photofrin sdo a necessidade de altas doses, a seletividade relativamente baixa
entre tecidos normais e tumorais e a acumulagdo na pele, impossibilitando o contato com a luz
natural por vdrias semanas apds o tratamento. Estas limitacdes sdo importantes, também,

quando se faz a aplicacdo sistémica do dcido 5-aminolevulénico e da hematoporfirina.

Figura 4 - Estrutura do porfirmer So6dio, composto ativo do Photofrin

(http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cder/onctools/summary.cfc 2ID=145).

O maior nivel de fluorescéncia promovido pela protoporfirina IX em células
cancerigenas €, talvez, a principal vantagem no uso de porfirinas, ou de compostos que

induzem ao seu acimulo, como agentes fotossensibilizantes em terapia fotodindmica. Este
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acimulo preferencial em células cancerigenas foi observado em um grande numero de
trabalhos em que se aplicou a hematoporfirina (Ebert et al., 1985), o Photofrin (Roberts &
Carnduiff, 1995, Atamna & Frey, 2004) e o 4dcido 5-aminolevulénico e seus derivados (Loh et
al., 1993, Heyerdahl et al., 1997, Krieg et al., 2002, Gronlund-Pakkanen et al., 2002, Ohgari
et al., 2005; Velini et al., 2005, Kristiansson et al., 2005). Embora diferencas nas taxas de
absor¢do das substincias, sintese da protoporfirina IX ou de enzimas como a esterase possam
justificar, em parte, as diferencas entre células normais e cancerigenas (Koller & Romslo,
1980, Ebert et al., 1985, Tunstal et al., 2002, Ohgari et al., 2005), a menor atividade da
enzima ferroquelatase em células cancerigena tem sido citada como o principal determinante
do acumulo de porfirina IX em células cancerigenas (Van Hillegersberg et al., 1992, Atamna
et al., 2002, Dailey & Smith, 2002, Bhasin el al., 2002, Krieg et al., 2002). De modo coerente,
inibidores da ferroquelatase podem induzir a grandes acimulos de protoporfirina IX produzida
naturalmente pelos tecidos (Dailey & Smith, 1984, Atamna et al., 2002, Bhasin et al., 2002)
mas o uso terapéutico destes compostos tem sido limitado pela elevada toxicidade que
apresentam.

Nao foram encontradas informagdes sobre o uso terapéutico da
protoporfirina IX, um composto produzido em grandes quantidades tanto por plantas quanto
por humanos. A unica informacio encontrada na literatura refere-se a um estudo realizado em
1980 que indica a rdpida acumulacdo deste composto em mitocOndrias de células hepéticas de
rato (Koller & Romslo, 1980). Deve ser destacado que as mitocOndrias correspondem ao
principal local de produgdo de Oxigénio singleto quando se faz a terapia fotodindmica. O
acido 5-aminolevulénico que também ocorre naturalmente em plantas vem sendo empregado
como agente fotossensibilizante em TFD, mas ndo ha informagdes sobre as concentragdes
deste composto e de seus ésteres em vegetais.

Uma limita¢do importante dos compostos utilizados em TFD € o custo
elevado. O 4cido 5-aminolevulénico pode custar até R$222,00/g no mercado nacional. As
informacdes da literatura indicam que as doses terapéuticas de dcido 5-aminolevulénico
podem variar entre 60 e 400mg/kg de peso corpéreo quando o composto € aplicado de modo
sistémico (injecdo intravenosa ou oralmente de 4-6 horas antes da aplicacdo de luz). Desse
modo, vdrias gramas do composto sdo necessdrias em cada aplicagcdo, limitando o uso da

técnica. Os ésteres do 4cido S-aminolevulénico podem custar de R$477,40 até R$734,15/g do
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acido que é produzida apds a hidrélise do composto. O custo elevado também € uma limitagdo
importante da hematoporfirina. Ndo foram encontradas informacdes sobre o preco do
Photofrin, ainda ndo registrado para uso terapéutico e ndo disponivel para fins experimentais
no Brasil.

Além do uso terapéutico, a maior fluorescéncia das células
cancerigenas quando se faz o tratamento com porfirinas, ou com compostos que induzem ao
seu actimulo, pode ser utilizada para facilitar a localizacdo destas células permitindo antecipar

o diagndstico de neoplasias (Figura 5).

Figura 5 — Imagem de um carcinoma sem (esquerda) e com (direita) a aplicacdo de laser

capaz de induzir a fluorescéncia da protoporfirina IX (http://www.physik.uni-

regensburg.de/forschung/maier/sauerstoff/singulett _e.html).

A producdo e acumulo de porfirinas em plantas tem sido bastante
estudada em funcdo destes compostos serem precursores das clorofilas e do heme.
Adicionalmente, a enzima protoporfirinogénio IX oxidase (PPO ou PROTOX) constitui-se no
sitio da acdo dos herbicidas difenil-éteres (oxyfluorfen, lactofen, fomesafen), oxadiazolinas
(oxadiazon e oxadiargil) e ariltriazolinonas (sulfentrazone e carfentrazone). Este mecanismo
de acdo dos herbicidas e os compostos que nele atuam, sdo apresentados em detalhes por
alguns autores (Dodge, 1992; Hess, 1993; Weller, 2002) e as principais informagdes sao

apresentadas a seguir. A inibicdo da sintese da protoporfirina IX gera um intrigante acimulo
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deste pigmento nas plantas tratadas com os herbicidas deste grupo. Em plantas, a
protoporfirina IX também apresenta grande reatividade produzindo, na presenca de luz,
Oxigénio singleto. A protoporfirina IX € produzida nos cloroplastos, pela acdo da Protox, que
tem o protoporfirinogénio IX como substrato. Como a regulacdo da rota depende
prioritariamente da concentracdo de protoporfirina IX e seus derivados no interior dos
cloroplastos, a paralisacio da atividade desta enzima gera um grande acimulo de
protoporfirinogénio IX que extravasa para o citosol. No citosol, o protoporfirinogénio IX é
convertido, de modo ndo enzimdtico, a protoporfirina IX, que é acumulada em grandes
concentragdes (centenas de vezes superiores as normais). Este pigmento produz, em contato
com a luz nos comprimentos de onda capazes de induzir sua fluorescéncia, grandes
quantidades de Oxigénio singleto que promovem a oxidacdo de lipideos e a ruptura de
membranas, levando as células a morte.

A regulacdo da rota de producdo de porfirinas em plantas ocorre
anteriormente ao dcido 5-aminolevulénico, sendo possivel inferir que as concentragdes deste
composto também podem ser aumentadas pelo uso de inibidores da Protox. Quanto a
formacdo de ésteres deste dcido em plantas, ndo foram localizadas informagdes na literatura.

A acdo e codificacio da Protox, que estd presente e atua nos
cloroplastos, produzindo clorofila e nas mitocOndrias, produzindo heme € inteiramente
codificada no nicleo (Watanabe, 2001). Os autores também estudaram e demonstraram a
existéncia da translocacdo intracelular do Protoporfirinogénio e da Protoporfirina IX. Os
resultados indicam que os excessos destes compostos presentes nos cloroplastos e citosol, em
decorréncia da acdo sub-letal de herbicidas (aplicados em baixas doses), podem ser utilizados
nas mitocondrias para a producdo de grupos heme (Watanabe, 2001). A deficiéncia de heme e
hemoglobina esta associada a anemia (Porphyrin — Wikipedia, the free encyclopedia), assim
como falhas na producdo de heme a, heme b e heme c ji foi associada ao envelhecimento
(Atamna et al, 2002) e ao mal de Alzheimer (Atamna & Frey, 2004) em humanos. Nao foram
encontradas informagdes sobre os possiveis efeitos do aumento da concentracdo de heme em
alimentos de origem vegetal, sobre a saiide de humanos e outros animais.

Os principais compostos disponiveis no Brasil e capazes de inibir a
acdo da Protox, promovendo o acumulo de Protoporfirina IX e, possivelmente, do acido 5-

aminolevulénico e de heme, sdo descritos por Rodrigues e Almeida, 2005. Dentre os
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compostos disponiveis hd vérios que sdo utilizados em baixas doses ou com baixa toxidez
viabilizando o seu uso em uma fracdo das doses herbicidas para o aumento das
concentragdes da protoporfirina IX e, possivelmente, do 4cido 5-aminolevulénico e de
heme. Os valores de IDA (Ingestdo Didria Aceitavel) de varios dos compostos (destacando-
se carfentrazone e flumioxazin) sdo relativamente altos e compativeis com uma dieta
exclusiva a partir de alimentos que receberam a aplicacdo (na dose mdxima para alcancar
efeito herbicida) imediatamente antes de serem colhidos. Uma caracteristica comum aos
inibidores da Protox € a expressiva degradacdo quando expostos a luz, mas ndao ha
informacdes sobre os comprimentos de onda que promovem sua inativagdo. A
determinacdo destes comprimentos de onda pode permitir o desenvolvimento de
procedimentos de fotdlise dos compostos, reduzindo suas concentragdes nas plantas, apds a
inducdo da produgdo da protoporfirina IX, mas, € necessario que o comprimento de onda
selecionado ndo induza a fluorescéncia do tetrapirrol. Também ndo se sabe se a supressao
dos comprimentos que geram a degradacdo pode permitir a reducao da dose aplicada.

Com estas informacdes serd possivel avaliar a viabilidade do
desenvolvimento de filtros e fontes de luz para que a acumulagdo do 5-aminolevulénico, da
protoporfirina IX e de heme apds a aplicacdo dos inibidores da Protox seja continua ou para
que os inibidores da protox sejam degradados. A supressdo de luz para a continuidade da
producdo e acumulacdo da porfirina IX em culturas de células jia foi anteriormente
utilizada, com sucesso (Xiao et al, 1998). O aumento da concentracdo destes compostos
também poderd ser alcancado pelo fornecimento de glutamato, um composto de baixo custo
e baixa toxicidade, disponivel no Brasil como condimento alimentar.

Outra informacdo fundamental refere-se a capacidade de
translocacdo do acido 5-aminolevulénico e da Porfirina IX em plantas. Se os resultados
indicarem a capacidade de translocacdo dos dois compostos naturais, inibidores da Protox
ja reconhecidos como imdveis na planta como o oxyfluorfen (Rodrigues & Almeida, 2005)
poderiam ser aplicados topicamente as folhas. As regides que recebem e mantém o
herbicida poderiam atuar como produtoras dos compostos Protoporfirina IX e acido 5-
aminolevulénico, fornecendo-os para outras partes das plantas que ndo receberam a
aplicacdo do herbicida e cuja biomassa seria uma fonte dos compostos naturais com,

provavelmente, baixas concentracdes do inibidor da Protox aplicado.
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5. MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram desenvolvidos para selecionar o melhor conjunto de
condic¢des para o acimulo de protoporfirina IX e seus precursores em alface, milho e cana-de-
acucar. Nestes ensaios foram aplicados diferentes tratamentos envolvendo as seguintes
variaveis testadas entre si, sendo elas:

1) Selecdo de comprimentos de onda com uso de filtros de luz;

2) Duracao dos periodos com e sem luz;

3) Espécies e variedades. Foram testados 11 gendtipos (um de alface,
dois de milho e oito cultivares de cana-de-agucar);

4) Aplicacdo de antioxidantes (vitaminas C e E) para reduzir a acdo da

Proto IX;

5) Compostos que interferem na sintese de Proto IX (oxyfluorfen,
carfentrazone);

6) Adicdo de precursores da sintese de Proto IX (glutamato
monossddico);

7) Substitui¢do da atmosfera com supressdo do Oxigénio.
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Todos os ensaios realizados foram conduzidos no Nicleo de
Pesquisas Avancadas em Matologia - NUPAM da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da
UNESP, campus de Botucatu/SP.

A andlise estatistica aplicada no conjunto de ensaios desenvolvidos
serd apresentada sobre a dispersio das médias dos tratamentos em relacdo as parcelas

testemunhas para os tratamentos e espécies estudadas.

5.1 Determinacao dos espectros de absorcao de luz dos filtros utilizados

Inicialmente foi realizado o escaneamento (de 190 A 900 nm), em
espectrofotometro de duplo feixe modelo GBC/Cintra 40, de filtros de luz, utilizando, papel
celofane, das cores azul, roxo, vermelho, laranja, amarelo, verde e da combinacdo verde +
vermelho.

Os espectros de absorcao de luz desses filtros em camadas simples,

dupla, tripla e quadrupla, podem ser observados nas Figuras 6 a 12.

Filtro Azul =Simples  ===Duplo Triplo Quadruplo
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Figura 6 — Porcentagem de transmissao de luz do filtro azul em camada simples, dupla,

tripla e quadrupla.
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. — Simpl —— Dupl Triol |
Filtro Roxo Simples uplo riplo Quadruplo
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Filtro Vermelho Simples — Duplo Triplo Quadruplo
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Figura 8 — Porcentagem de transmissdo de luz do filtro vermelho em camada

simples, dupla, tripla e quidrupla.



21

Filtro Amarelo Simples === Duplo Triplo Quadruplo
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Figura 9 — Porcentagem de transmissdo de luz do filtro amarelo em camada simples,
dupla, tripla e quadrupla.

Filtro Laranja Simples  =——Duplo Triplo Quadruplo
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Figura 10 — Porcentagem de transmissdo de luz do filtro laranja em camada simples,

dupla, tripla e quadrupla.
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. = Simples === Duplo Triplo Quadruplo
Filtro Verde
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Figura 11 — Porcentagem de transmissdo de luz do filtro verde em camada simples,

dupla, tripla e quadrupla
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Figura 12 — Porcentagem de transmissdo de luz do filtro verde + vermelho em camada

simples, dupla, tripla e quadrupla.
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A andlise dos espectros de absorcdo de luz permite determinar o
potencial de uso de filtros e fontes de luz com comprimentos de onda especificos para a
inducdo da fotdlise dos inibidores da protox e a preservacdo da capacidade das plantas
produzirem e acumularem os compostos de interesse. Deve ser destacado que hd um grande
nimero de op¢Oes para a aquisi¢do de filtros e fontes de luz, mas é fundamental saber quais os
comprimentos de onda desejiveis e os que devem ser evitados. Sendo vidvel o uso do
fornecimento de luz em comprimentos de onda especificos, as fontes seletivas serdao
construidas a partir de materiais e equipamentos disponiveis no mercado nacional.

A figura 13 mostra representa o ensaio envolvendo a selecdo de

comprimentos de onda com uso de filtros de luz.

Figura 13 — Fotografia dos experimentos com selecio de comprimentos de onda

aplicados as plantas. Foto esquerda vista lateral e a direita vista superior.
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5.2 Compostos inibidores da protox, precursores e antioxidantes

Quanto aos compostos que interferem na sintese de Proto IX, o
carfentrazone € fortemente retido no solo e a sua translocacdo se torna limitada pela répida
inativacdo dos tecidos vasculares. O oxyfluorfen foi selecionado em funcdo da sua intensa
fotélise e da baixissima translocagdo em plantas; efetivamente, o composto pode ser
classificado como imdvel tanto na parte aérea quanto no sistema radicular. O oxyfluorfen
foi priorizado para uso nos testes com objetivo de determinar a viabilidade da aplicacdo de
inibidores da protox apenas em parte das folhas das plantas. Os resultados iniciais poderao
indicar a necessidade de expandir a relacdo de compostos em teste.

A utilizagdo do glutamato monossédico como principal composto
precursor da sintese de porfirinas em plantas é fundamental para o acimulo de Proto IX e
seus precursores, testados em ensaios anteriores com alface.

A acdo antioxidante das vitaminas C e E podem reverter os efeitos
do Oxigénio singleto produzido quando ha interagdo da Proto IX com Oxigénio e luz, sendo
importante para a diminui¢do do estresse oxidativo em plantas de alface, colaborando para

reduzir a necrose dos tecidos (figura 14) .

5.3 Duracao dos periodos de claro ou escuro

O experimento foi realizado com uma unica aplica¢do dos inibidores
da protox, precurssores € antioxodantes por um periodo de 15 dias alocados em camara
climatizada.

Foram desenvolvidos cinco sistemas de controle do fotoperiodo que
permitiram aplicar as plantas, as condi¢des: claro, escuro, 1h de luz / 3h de escuro, 0:15h de
luz / 3:45h de escuro, 0:05h de luz / 3:55h de escuro. (figura 15)

O propésito do uso de diferentes fotoperiodos foi o de adequar os
intervalos de claro e escuro com o acimulo da protoporfirina IX sem que ocorra perda de
tecidos e em curto espaco de tempo.

Um sensivel acimulo de Proto IX pdde ser detectado em ambos os

discos de cotilédones de pepino e em toda planta de Lemma pausicostata dentro de trinta
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minutos de exposicdo ao herbicida de difenil éter (Becerril & Duke, 1989a, Matsumoto &
Duke, 1990). Este acimulo pode ser monitorado no escuro sem danos fotodindmicos nas
células das plantas. Em plantas de L. pausicostata, o aumento da acumulacdao de Proto IX,
atingiu o limiar superior dentro de duas horas no escuro; entretanto, em cotilédones de pepino
0 acimulo continuou por muito mais tempo. Em outras plantas de pepino o herbicida causou
acumula¢@o muito baixa de Proto IX ou ausente no escuro quando comparado com o acimulo

no claro (Mastringe & Scalla, 1988b, Mayasich et al., 1990, Nandihalli et al., 1991).

Figura 14 — Aplicacdo dos inibidores da protox, precursores e antioxidantes em

pulverizador estaciondrio

Figura 15 — Equipamentos para controle de fotoperiodo, instalados em cdmara climatizada
com controle de umidade e temperatura. Foto esquerda (vista geral) e foto direita (vista do

interior)
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5.4 Espécies e variedades estudadas

Foram testados onze gendtipos: - um de alface (cv. Regina), dois de
milho (um hibrido e uma variedade) e oito cultivares de cana-de-agicar (1.PO933499;
2.RB806043; 3.RB470355; 4.PO830698; 5.SP701143; 6.PO901387; 7.PO894414;
8.5P903414).

A escolha da alface foi mais adequada no inicio dos testes devido a
mesma ser altamente sensivel aos inibidores da protox, ter alto potencial de producdo de
porfirina e ser bastante sensivel ao estresse oxidativo provocado pelo acimulo de porfirina.

A elevada sensibilidade da alface ndo € interessante para o acimulo
das porfirinas em nivel comercial, mas € interessante como planta teste, pois, apresenta
resultados rdpidos e da forma em que todos os compostos, inibidores da protox, precursores,
antioxidantes, filtros de luz e substituicdo da atmosfera determinem doses adequadas, tipos de
filtros que melhor se adaptem ao acimulo da protoporfirina IX, com preservacdo dos tecidos.

As plantas de cana-de-acucar e milho foram escolhidas devido as
mesmas serem amplamente cultivadas, por responderem bem ao estresse oxidativo causado
pela luz e pela adicdo dos compostos e se mostrarem em pré-testes anteriores acumuladoras
potenciais em nivel comercial de protoporfirna IX, uroporfirina e coproporfirina, ambos

ativados pela inibi¢do da enzima protox.

5.5 Substituicao da atmosfera com supressao do Oxigénio

O principio da supressdo da atmosfera substituindo o oxigénio pelo

CO, foi de diminuir os efeitos deletérios causados pelos danos fotooxidativos da combinagao

da luz com o oxigénio formando o oxigénio singleto (figura 16)
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Figura 16 - Substitui¢do da atmosfera com CO, para a supressdo do Oxigénio.

5.6 Testes para definicao do método de extracio

Inicialmente foi testado um método de extracdo utilizado por
Pornprom et. al., (1994), Becerril et. al., (1992) e Sherman et. al., (1991), que mostrou-se
bastante lento, com a possibilidade de processar apenas doze amostras por hora. De modo
simplificado, a biomassa das plantas é triturada em graal de porcelana com auxilio de
nitrogénio liquido ou de areia purificada. Apds a trituracdo, a extracdo propriamente dita é
feita com 8ml de metanol com hidréxido de amonia. Extragdes sequénciais na mesma amostra
indicaram que os produtos de interesse eram extraidos continuadamente mesmo apds quatro
repeti¢des dos procedimentos. Procurou-se elevar a eficiéncia do método com a adi¢do de 40
ml da solucdo extratora, mas os resultados ndo foram alterados.

Finalmente, os procedimentos anteriores foram alterados adotando-se
homogeneizagdo de folhas congeladas em moinho do tipo Turrax em funcdo da praticidade
deextracdo. Os reagentes para extracdo foram mantidos os mesmos (metanol + hidréxido de
amonia e metanol puro). No método de extracdo mais exequivel para elevados nimeros de
amostras (matéria fresca congelada em freezer e homogeneizada em Turrax com 10 ml de

metanol).
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5.7 Experimento I: “Acimulo de protoporfirina IX e 5-ALA pela aplicacao
de inibidores da protox e fontes seletivas de luz em plantas de alface (Lactuca

sativa cv Regina)”

O experimento com alface foi selecionado dentre os ensaios anteriores
por se tratarem das melhores condi¢cdes entre os tratamentos, no que diz respeito, a0 emprego
de doses adequadas de inibidores da protox, precursores, antioxidantes e selecdo dos melhores
filtros de luz em camada quédrupla.

Este experimento teve como objetivo selecionar fontes seletivas de luz
adequados para o acimulo de protoporfirina IX e 5-ALA .

As plantas de alface receberam as aplicacdoes de Oxyflourfen (Goal)
(4ml p.c./l) + Glutamato monossédico (10g/l) + Vitamina C (25g/1) e E (2,5ml/l) em
pulverizador experimental estaciondrio regulado para um consumo de calda de 1000 I/ha,
foram utilizadas mudas de alface cultivar Regina em cultivo hidropdnico (Castellane &
Aratjo, 1995),mantidas em camara climatizada a 25°C e 70% de umidade relativa com luz
continua. A escolha da conduc¢do da cultura pelo sistema hidroponico se deu pela facilidade de
manuseio das mudas de alface dentro da camara climatizada e ainda pelo répido crescimento e
desenvolvimento das mesma sob fotoperiodo adequado. O volume de 1000 l/ha aplicado é
devido ao maior fornecimento de glutamanto monossddico para as plantas, sendo importante
precursor na rota da protoporfirina IX,

Foram aplicados nove tratamentos de luz em camadas quadrupla de
folhas de papel tipo celofane: 1. Escuro, 2.Sombrite 75%, 3.Vitamina C+E, 4. Claro, 5.Filtro
Azul, 6. Filtro vermelho, 7. Filtro Amarelo, 8. Filtro Verde, 9. Testemunha. O delineamento
experimental adotado foi inteiramente casualizado, com 4 repeti¢cdes.(Figura 13)

No tratamento sem filtro de luz a aplicagdo com vitaminas C (25g/1) e
E (2,5ml/l) foi realizado 24 horas antes da aplicacdo do inibidor da protox, para reducdo do
estresse oxidativo. Os sintomas de acimulo de porfirinas foram avaliados aos 2 dias apds
aplicacio (DAA). Os espectros de absor¢cdo e emissdo foram determinados em
espectrofotometro de duplo feixe. Utilizou-se espectrofotometros de duplo feixe modelo
GBC/Cintra 40 para determinar as intensidades de absor¢do ou transmissdo de luz com

diferentes comprimentos de onda (190 a 900nm) pelos filtros.
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A parte laboratorial envolveu duas etapas: extracdo e andlise do
material. Para a extracdo utilizou-se o método segundo Pornprom et. al., (1994), Becerril et.
al., (1992) e Sherman et al., (1991), cuja biomassa fresca das plantas € triturada em grau de
porcelana com auxilio de nitrogénio liquido ou de areia purificada. Apds a trituracdo das
folhas, a extracdo foi feita com 8ml de metanol e hidr6xido de amodnia utilizando 0,2 g do
material triturado em ambiente protegido de luz. Para tanto, tubos “falcon” foram envolvidos
com papel aluminio, antes de passarem por ultra-sonificacdo e centrifugados a 6.000 rpm por
15 minutos e, entdo, filtrados em filtro tipo membrana Millex (Millipore) de 0,2p1.

As andlises foram realizadas em CLAE-EM (cromatégrafo liquido de
alta eficiéncia acoplado a um espectrometro de massa tipo quadropolo), marca Shimadzu,
modelo 2010EV, que apresenta resposta uniforme a grupos de compostos com caracteristicas
similares, mantendo uma relagdo aproximadamente constante entre a intensidade de sinal (4rea
do pico cromatogrifico) e a concentracdo dos diferentes compostos expressas em unidades
molares. Para as andlises, as condicdes do CLAE estabelecidas foram os seguintes gradientes
dos solventes (metanol, 4gua e metanol/0,1 mol/l de NH,OH e acetonitrila 9:1 v/v) na fase
movel. A coluna empregada foi uma pré-coluna de Cis de 5 x 2mm, marca Shimadzu com
volume de injecdo de Sul. O tempo total de corrida foi de 15 minutos e o tempo de retencdo da
protoporfirina IX foi de 7,1 minutos. Foram estabelecidos 6 pontos para a curva de calibracao
sendo empregada a quantificacdo em diferentes concentragdes dos padrdes de protoporfirina
IX e 5-ALA.

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F e

comparac¢do de médias com uso do teste Tukey no nivel de 5% de probabilidade.
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5.8 Experimento II: “Selecio de gendtipos de cana-de-acicar (Saccharum
officinarum) para acimulo de Protoporfirina IX com uso de herbicidas inibidores da

Protox, precursores e antioxidantes.”

As folhas de cana-de-aguicar foi considerada em ensaios anteriores
promissora para o acimulo dos compostos (Proto IX, 5-ALA, Uroporfirina e Coproporfirina),
sendo ainda considerada uma espécie altamente tolerante ao estresse oxidativo. Este trabalho
teve como principal objetivo selecionar gendtipos de cana-de-aciicar como unidades de
producdo ou como fontes de dois importantes agentes fotossensibilizantes que sdo do 4cido 5-
aminolevulénico e a Protoporfirina IX.

A aplicacdo dos tratamentos foi feita em pulverizador experimental
regulado para um consumo de calda de 1000 I/ha, em pedacos de 20 cm de folhas, dispostas
horizontalmente em bandejas plasticas. Apos esta etapa, as folhas foram inseridas em copos
plasticos com algoddo umedecido no fundo e, em seguida, alocadas em camara climatizada a
25°C, 70% de umidade relativa e fotoperiodo de 14 horas de luz durante 15 dias. (figura 17)

Foram adotados nove tratamentos: 1.0Oxyfluorfen (Goal) (6ml p.c./1)
+ Glutamato Monossddico (10g/L) + Vitamina C e E (25g/L e 2,5ml/L); 2.0xyfluorfen (Goal)
(6ml p.c./l) + Glutamato Monossédico (10g/L) + Vitamina C e E (25g/L e 2,5ml/L) + Acido
levulénico (0,1% imersdo das folhas 1 hora antes da pulverizacdo); 3.0xyfluorfen (Goal) (6ml
p.c./l); 4.Carfentrazone (Aurora) (0,250ml p.c./l) + Glutamato Monossédico (10g/L) +
Vitamina C e E (25g/L e 2,5ml/L); 5.Carfentrazone (Aurora) (0,250ml p.c./I) + Glutamato
Monossédico (10g/L) + Vitamina C e E (25g/L e 2,5ml/L) )+ Acido levulénico (0,1% imersdo
das folhas 1 hora antes da pulverizacdo); 6.Carfentrazone (Aurora) (0,250ml p.c./1);
7.Testemunha + Vitamina C e E (25g/L e 2,5ml/L); 8.Testemunha + Vitamina C e E (25g/L e
2,5ml/L) + Acido levulénico (0,1% imersio das folhas 1 hora antes da pulverizagdo);
9.Testemunha; os quais foram aplicados em 8 diferentes gendtipos: 1.PO933499;
2.RB806043; 3.RB470355; 4.PO830698; 5.SP701143; 6.PO901387; 7.PO894414;
8.5P903414.

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado
por esquema fatorial 9 x 8, com quatro repeticdes (cada repeticdo constituiu-se de um pedaco

de 20cm de folha de cana). Os sintomas de acimulo de porfirinas foram avaliados aos 2 DAA
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dos tratamentos. Uma das etapas da avaliagdo dos resultados consistiu na determinagdo da
porcentagem da superficie com a cor caracteristica da porfirina (marrom-avermelhada) através
de notas visuais de controle, baseadas em uma escala percentual, onde “0” representa nenhum
sintoma e “100” sintomas por toda superficie da folha. Apds a avaliacdo, as folhas foram
coletadas e acondicionadas em freezer a -20°C.

A parte laboratorial envolveu duas etapas: extracdo e andlise do
material. Para a extracdo utilizou-se o método segundo Pornprom et. al. (1994), Becerril et. al.
(1992) e Sherman et. al. (1991), cuja biomassa fresca das plantas € triturada em graau de
porcelana com auxilio de nitrogénio liquido ou de areia purificada. Apds a trituracdo das
folhas, a extracdo foi feita com 8ml de metanol e hidréxido de amoénia em 0,2 gramas do
material triturado em ambiente protegido de luz. Para tanto, tubos “falcon” foram envolvidos
com papel aluminio, antes de passarem no aparelho de ultra-sonificacdo e centrifugados a
6.000 rpm por 15 minutos e, entdo, filtrados em filtro tipo membrana Millex (Millipore) de 0,2
pm. As andlises foram realizadas em CLAE-EM (cromatégrafo liquido de alta eficiéncia
acoplado a um espectrometro de massa tipo quadropolo), marca Shimadzu, modelo 2010EV,
que apresenta resposta uniforme a grupos de compostos com caracteristicas similares,
mantendo uma relacdo aproximadamente constante entre a intensidade de sinal (drea do pico
cromatografico) e a concentracdo dos diferentes compostos expressas em unidades molares.

Para as andlises, as condi¢cdes do CLAE estabelecidas foram os
seguintes gradientes dos solventes (metanol, dgua e metanol/0,1 mol/l de NH4OH e
acetonitrila 9:1 v/v) na fase mével. A coluna empregada foi uma pré-coluna de Cig de 5 x
2mm, marca Shimadzu com volume de injecao de Sul. O tempo total de corrida foi de 15
minutos e o tempo de reten¢do da proporfirina IX foi de 7,1 minutos. Foram estabelecidos 6
pontos para a curva de calibracio sendo empregada a quantificacio em diferentes
concentragdes dos padrdes de protoporfirina IX e 5-ALA.

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F e

comparac¢do de médias com uso do teste Tukey no nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 17 — Seqiiéncia de montagem do experimento, separacdo dos genétipos, aplicagdo em
pulverizador estaciondrio na vazdao de 1.000 l/ha e posterior acomodacdo em camara

climatizada
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5.9 Experimento III: “Efeito de diferentes fotoperiodos sobre o acimulo de
protoporfirina IX submetidos a aplicacio de herbicidas inibidores da Protox,

precursores e antioxidantes.”

O experimento com cana-de-agicar e fotoperiodos foi selecionado
pelas diferentes condi¢des de aplicacdo da luz e escuro possibilitado o melhor estudo das
condicoes entre os tratamentos. Os acimulos foram monitorados sem danos fotodindmicos nas
células das plantas ou fotodegradacdo da Proto IX.

Este experimento teve como objetivo selecionar fotoperiodos
adequados para que o acimulo de protoporfirina IX ocorra sem perda de tecidos e em curto
espaco de tempo.

A aplicac@o dos tratamentos foi feita em pulverizador experimental
estaciondrio regulado para um consumo de calda de 1000 I/ha, em pedacos de 20 cm de folhas,
dispostas horizontalmente em bandejas pldsticas. Apds esta etapa, as folhas foram inseridas
em copos plasticos com algoddo umedecido no fundo e, em seguida, colocadas em cinco
sistemas de controle do fotoperiodo que permitiram aplicar as plantas, as condi¢des: claro,
escuro, 1h de luz / 3h de escuro, 0:15h de luz / 3:45h de escuro, 0:05h de luz / 3:55h de escuro,
sendo, apés isso alocados em cAmara climatizada a 25°C, 70% de umidade relativa durante 15
dias. (figuras 14 e 15)

Os tratamentos adotados foram: 1. Oxyfluorfen (Goal) (6ml p.c./1);
2. Oxyfluorfen (Goal) (6ml p.c./) + Glutamato Monossédico (10g/L) + Vitamina C e E (25g/L
e 2,5ml/L), 3. Carfentrazone (Aurora) (0,250ml p.c./l); 4.Carfentrazone (Aurora) (0,250ml
p-c./l) + Glutamato Monossddico (10g/L) + Vitamina C e E (25g/L e 2,5ml/L); 5. Testemunha
+ Acido levulénico (0,1% imersdo das folhas 1 hora antes da pulverizacdo); 6.Testemunha +
Glutamato Monossédico (10g/L) + Vitamina C e E (25g/L e 2,5ml/L); 7.Testemunha; sendo
aplicados em 1 genétipo de cana-de-agucar, SP903414, escolhido por se comportar como
acumulador de protoporfirina IX em ensaios anteriores.

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado
por esquema fatorial 7 x 5, com quatro repeticdes (cada repeticdo constituiu-se de um pedaco
de 20cm de folha de cana). Os sintomas de acimulo de porfirinas foram avaliados aos 5 DAA

dos tratamentos. A avaliacdo consistiu na determinacdo da porcentagem da superficie com a
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cor caracteristica da porfirina (marrom-avermelhada) através de notas visuais de controle,
baseadas em uma escala percentual, onde “0” representa nenhum sintoma e “100” sintomas
por toda superficie da folha. Apds a avaliacdo, as folhas foram coletadas e acondicionadas em
freezer a -20°C.

A parte laboratorial envolveu duas etapas: extracdo e andlise do
material. Para a extrac@o foi utilizada 0,2g de matéria fresca de cana congelada, moida em
Turrax com 10 ml de metanol por 5 minutos, sendo posteriormente, filtrada em filtro tipo
membrana Millex (Millipore) de 0,2um. As andlises foram realizadas em CLAE-EM
(cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia acoplado a um espectrometro de massa tipo
quadropolo), marca Shimadzu, modelo 2010EV, que apresenta resposta uniforme a grupos de
compostos com caracteristicas similares, mantendo uma relacdo aproximadamente constante
entre a intensidade de sinal (4rea do pico cromatogréfico) e a concentracdo dos diferentes
compostos expressas em unidades molares.

Para as andlises, as condi¢des do CLAE estabelecidas foram os
seguintes gradientes dos solventes (metanol, dgua e metanol/0,1 mol/l de NH,OH e
acetonitrila 9:1 v/v) na fase mével. A coluna empregada foi uma pré-coluna de Cig de 5 x
2mm, marca Shimadzu com volume de injecao de Sul. O tempo total de corrida foi de 15
minutos e o tempo de retengdo da protoporfirina IX foi de 7,1 minutos. Foram estabelecidos 6
pontos para a curva de calibracio sendo empregada a quantificacio em diferentes
concentragdes dos padrdes de protoporfirina IX e 5-ALA.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e

comparac¢do de médias com uso do teste Tukey no nivel de 5% de probabilidade.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nos diversos ensaios desenvolvidos
conjuntamente na selecdo das melhores condi¢des para o acimulo de protoporfirina IX e

precursores em alface, milho e cana-de-aguicar serdo apresentados nos itens que se seguem.

6.1 Determinacao dos espectros de absorcao de luz dos filtros utilizados

Os testes realizados com os diferentes filtros de luz indicaram que em
funcdo dos espectros obtidos e do espectro tipico de absorc¢do da protoporfirina IX, obtido em
literatura (Duggan & Gassman, 1974) foram selecionados os filtros azul, vermelho, amarelo e
verde para serem utilizados nos ensaios referentes as fontes seletivas de luz e seus efeitos
sobre a acumulacdo de porfirina em plantas tratadas com inibidores da Protox (experimento I).

Foram avaliados filtros com propriedades em termos de retencdo e
transmissao de luz (cores e espessuras). Os resultados visuais obtidos indicam que os filtros de
luz azul e verde foram os mais adequados para preservar as plantas tratadas das lesdes por
estresse oxidativo e acumular protoporfirina (resultados detectados sem anélise de compostos).

(figura 18)
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Figura 18 — Aspecto das injdrias de plantas de alface submetidas a diferentes

filtros de luz.

Deve ser destacado que todas as informacdes neste ensaio sobre acimulo de
protoporfirna IX, foram baseadas em avaliacdes visuais a partir das folhas de alface. Acredita-
se por sintomas de fitoxicicidade observados no campo que a protoporfirina IX tem colorag¢do
caracteristica marrom avermelhada, facilitando a discriminacdo entre os tecidos normais € 0s
com sintoma de acimulo. Além da avaliagdes visuais por notas (0 a 100%), as plantas também
foram submetidas a determinagdes de condutividade elétrica das solucdes de imersdo das
folhas em 4gua destilada. O extravasamento de eletrdlitos das células mortas aumentam a
condutividade elétrica das solugdes, ou seja, maiores valores correspondem a maiores
mortalidade de células e tecidos.

As plantas foram mantidas na cimara climatizada e avaliados 48
horas apds a aplicagdo. Neste ensaio procurou-se discriminar o sintoma caracteristico de
actimulo de protoporfirna IX, e a subseqiiente lesdo a que chamamos de injdria, como mostra a
figura 19. Os resultados dessas avaliagOes sdo apresentados na Tabela 1.

ApOs as avaliagOes de visuais de injiria e peso da matéria fresca as

amostras foram acondicionadas em freezer a -70°C, para posteriores avaliagdes em HPLC.
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Testemunha Folhas com coloragéo tipica de Folhas com necroses induzidas pela porfirina
porfirina

Figura 19 — Padrdes iniciais de ocorréncia de sintomas de acimulo de protoporfirina IX
observados em alface.

Os dados da tabela 1 deixam claro que as plantas sob filtro verde e
mantidas no escuro produziram mais matéria fresca que as demais. Pela andlise visual das
plantas, as mantidas sob filtro verde assemelham-se as plantas mantidas no escuro,

provavelmente, porque o verde € um comprimento de onda pouco absorvido pela planta.

Tabela 1 — Matéria fresca, condutividade elétrica e porcentagens de Sintomas de acimulo de
protoporfirina IX (pustulas avermelhadas) e injiria (necrose) das plantas de
alface pulverizadas ou ndo com Oxyfluorfen (Goal) + Glutamato + Vitaminas C e

E acondicionadas sob diferentes filtros de luz.

Tratamento Matéria Fresca (g) Condutividade (us.cma-1) % Sintomas % Injiria
Testemunha 1,57 184,62 0 0
Sem filtro 0,49 532,5 33,75 60,83
Vitamina C + E 0,73 499,75 38,75 43,75
Filtro Vermelho 0,95 449,25 34,58 45
Filtro Amarelo 0,77 491,5 32,92 44,58
Filtro Azul 1,06 369,1 45,42 24,16
Filtro Verde 2,15 489 34,58 16,66
Filtro Sombrite 1,05 424 23,33 46,66

Escuro 1,89 279,45 6,91 0
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Os ensaios sobre o uso de fontes seletivas de luz, realizados até o
momento, indicam que é importante a utilizacao dos filtros de luz para reduzir drasticamente a
necrose celular, sem reduzir o acimulo da porfirina. Os filtros que se mostraram mais efetivos
foram o azul e o verde ambos em camada quadrupla. A aplicacdo das vitaminas C e E também
foi importante para a diminui¢do do estresse oxidativo em plantas de alface, colaborando para
reduzir a necrose dos tecidos, em outras espécies de plantas como o milho ou cana-de-agucar,
menos sensiveis ao estresse oxidativo. Pode ser evidenciado que a aplicagcdo das vitaminas seja

dispensada.

6.2 Compostos inibidores da protox, precursores e antioxidantes

Os resultados mais expressivos com compostos inibidores da protox
foram obtidos com uso do oxyfluorfen, porém, ambos herbicidas, oxyfluorfen e carfentrazone,
interrompem a atividade da protoporfirinogénio IX oxidase nos cloroplastos induzindo a
planta a acimulos de protoporfirinogénio IX. Este composto € liberado no citosol onde é
rapidamente convertido a Proto IX, de modo ndao enzimético. Os dois herbicidas foram
eficazes em induzir a sintese de Proto IX e seus precursores.

Quanto aos resultados observados do precursor glutamato
monossddico (sal derivado do aminodcido acido glutimico) os primeiros testes em alface
indicaram que a adi¢cdo de glutamato foi fundamental para a acumulagdo de Proto IX e seus
precursores, pressupondo que a alimentacdo da rota pelo glutamato, seja de grande
importancia, para que, enquanto os inidores da protox estiverem atuando, o fornecimento dos
precursores antecessores do protoporfirinogénio esteja garantida.

A adi¢do das vitaminas C e E, com a¢do antioxidante, reverteram os
efeitos do Oxigénio singleto produzido quando h4 interagdao da Proto IX com Oxigénio e luz
em ensaios realizados com alface. Em funcdo dos baixos custos das vitaminas C e E, além do
glutamato, estes tornam-se fontes vidveis de fornecimento continuo para futuros ensaios em

que demandas de maiores doses destas vitaminas se facam necessarias.
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O 4cido levulénico compete com o 5-ALA na enzima ALA
desidratase. O seu uso foi feito buscando a reducdo da sintese de porfirinas e o aumento do
acimulo de 5-ALA, mas os resultados ndo foram positivos, ou seja, o acimulo de ALA ndo

foi induzido pela aplicacdo de acido levulénico.

6.3 Duracao dos periodos de claro ou escuro

As maiores concentragdes de Uroporfirina (Uro) e Coproporfirina
(Copro) foram observadas nos tratamentos com aplicacdo de oxyfluorfen em folhas de cana-
de-acucar, variedade SP903414 (conforme ja citado), com os seguintes regimes de aplicacdo
de luz: claro (com luz continuamente); 1h de claro / 3h de escuro. Nestas condi¢Oes, as
concentragdes estimadas de Uro e Copro foram até 9,9 e 129 vezes maiores do que as de Proto
IX, respectivamente (Tabela 2). Deve-se deixar claro que estes testes s6 se basearam em
funcdo das massas moleculares conhecidas dos precursores Uro e Copro. O resultados no
experimento III mostram resultados focados na protoporfirina IX.

As concentragdes ainda precisam ser corrigidas apds a obteng¢do dos
padrdes analiticos, mas os resultados indicam que as concentragdes de Uro e Copro apds a
aplicacdo de inibidores da Protox podem ser muito superiores as concentracdes de Proto IX e,

possivelmente, sdo compostos de maior interesse para a extracdo e uso medicinal.

6.4 Espécies e variedades estudadas

Dentre os 11 gendétipos testados (um de alface, dois de milho e oito
cultivares de cana-de-agucar). Os resultados foram varidveis de acordo com as espécies.

A alface como descrito anteriormente, mostrou-se altamente sensivel
aos inibidores da protox, com alto potencial de produgdo de porfirina e ser bastante sensivel ao
estresse oxidativo provocado pelo acimulo de porfirina. Resultados mais conclusivos quanto a
selecdo de filtros de luz, precursores e antioxidantes serdo apresentados no experimento I.

As plantas de cana-de-agicar e milho tiveram boa resposta ao estresse
oxidativo causado pela luz e pela adicdo dos compostos € se mostrarem nos ensaios

acumuladoras potenciais em nivel comercial de protoporfirna IX, uroporfirina e
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coproporfirina, ambos ativados pela inibi¢do da enzima protox e adi¢cdo de precursores e

antioxidantes. Nas figuras 20 e 21 sdo apresentados os sintomas caracteristico do acimulo de

protoporfirina IX e/ou seus precursores em milho e cana-de-agucar.

Figura 20 - Plantas de milho tratadas com inibidores da protox com sintomas de actimulo de

porfirinas.
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Figura 21 - Sintoma caracteristico do acimulo de porfirinas em folhas de cana-de-aguicar

da variedade SP903414 tratadas com inibidores da protox.

6.5 Substituicao da atmosfera com supressao do Oxigénio

Testes preliminares, realizados com sacos plasticos, indicaram que a
supressdo parcial do Oxigé€nio pode evitar completamente as injirias promovidas pelos
inbidores da Protox. Ainda hd a necessidade de avaliar se a sintese de Proto IX e seus
precursores € continuada.

Os trabalhos de substituicdo da atmosfera indicaram que € possivel
evitar completamente as intoxicagdes das plantas, mas em todos os testes realizados, as plantas
morreram quando retornaram a atmosfera normal. O sistema ainda depende do
desenvolvimento de certos ajustes como a constru¢cdo de recipientes de vidro ou acrilico e o
uso de misturadores de gases para que permitam um melhor controle de gases da atmosfera

artificial.
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6.6 Testes para definicao do método de extracio de Protoporfirina IX, acido

5-aminolevulénico (5-ALA), Uroporfirina e Coproporfirina

Os resultados dos testes de extragdo com a nova metodologia (matéria
fresca congelada em freezer e homogeneizada em Turrax com 10 ml de metanol) utilizando
biomassa de milho sdo sumarizados na Tabela 2. O teste foi conduzido com quatro repeti¢des
experimentais.

As dareas dos picos dos quatro compostos em folhas de milho sdo
apresentado na Tabela 2. O modelo abaixo foi ajustado aos dados, tendo como varidvel
dependente as dreas acumuladas e o nimero de extragdes como varidvel independente:

Area Acumulada = Assintota Médxima (1-10°* " de extracoes)

Onde, “C” € constante do modelo. O valor da “Assintota Maxima™ é
obtido no processo de ajuste do modelo aos dados. A “Assintota Mdxima” corresponde a drea
de picos acumulada se fossem efetuadas infinitas extragdes em uma mesma amostra. As dreas
acumuladas para 1-4 extracOes foram expressas em porcentagem da Assintota Mdédxima

representando as estimativas da porcentagem de extracao dos compostos.

Tabela 2 — Quantidades de compostos obtidos na biomassa de milho
(Areas Cromatrogréaficas)

Extracoes Areas dos picos
Proto IX ALA Copro Uro
1 76422 663370 7213532 2009360
2 45736 293607 2447943 488379
3 47001 109129 631515 121157
4 35069 99967 846342 151813
Extracoes Areas dos picos acumuladas
Proto IX ALA Copro Uro
1 76422 663370 7213532 2009360
2 122158 956977 9661475 2497739
3 169159 1066106 10292990 2618896
4 204228 1166074 11139332 2770709
Extracoes Assintotas estimadas pelo modelo
Proto IX ALA Copro Uro
oo 319627 1199754 11175841 2794365
Coeficientes de determinacao
Proto IX ALA Copro Uro
0,9812 0,9906 0,9902 0,9854
Extracoes Eficiéncia de extracdo estimada
Proto IX ALA Copro Uro
1 23,91 55,29 64,55 71,91
2 38,22 79,76 86,45 89,38
3 52,92 88,86 92,10 93,72
4 63,90 97,19 99,67 99,15
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Os resultados obtidos indicam que o procedimento utilizado para
extrair os compostos na grande maioria dos trabalhos, embora sendo o mais eficiente, permite
extrair apenas parcialmente os compostos. Deve ser lembrado que no processamento das
amostras experimentais, apenas uma extracao foi feita. Os coeficientes de extracdo estiveram
entre 23,91% para Proto IX e 71,91% para Uroproporfirina.

Os resultados obtidos mostrando elevada concentragdao de Proto IX no
extratos analisados imediatamente apds a extracdo indicam que a indisponibiliza¢cdo da Proto
IX pode estar ocorrendo no préprio extrato. E possivel que o composto esteja se combinando
com outros componentes das plantas alterando os tempos de retengdo no cromatégrafo e o

espectro de massa obtido.

6.7 Analise conjunta dos compostos

Os resultados dos principais estudos selecionados serdo tratados em
conjunto. Esta conduta € vidvel porque a proposta do estudo ndo era a sintese de porfirinas em
plantas, mas selecionar procedimentos, espécies ou variedades que maximizassem estes
acimulos permitindo utilizar a biomassa vegetal como fonte destes compostos e seus
precursores.

Na Tabela 3 sdo resumidas as informacdes obtidas de modo
discriminado por espécie vegetal. Observa-se que a cana-de-acicar foi a espécie com maior
potencial de produgdo de Proto IX, ALA e Copro. Em termos médios, 0os maiores incrementos
a sintese de ALA foram obtidos em alface mas, para os fins deste projeto, o incremento médio
€ menos importante do que o incremento maximo observado para cada composto. A cana-de-
acticar, mais especificamente a variedade SP903414, sofreu incrementos mdaximos de
aproximadamente 426, 9 e 391 vezes, para Proto IX, ALA e Copro, respectivamente,
constituindo a melhor alternativa para a produg@o dos compostos.

Para a Uro e em termos médios, os estimulos a producdo foram

maiores em milho do que em cana. Contudo, quando se analisam os incrementos maximos dos

teores deste composto, os resultados obtidos para milho e cana (variedade SP903414), os
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resultados s@o proximos. Os resultados justificam a priorizacdo da cana-de-agticar na

conducao deste estudo.

Tabela 3 — Resumo dos resultados obtidos. Informagdes sobre os estimulos a producao dos

compostos. Os resultados referem-se a relacdo entre os teores dos compostos em plantas

tratadas e os teores nas testemunhas sem tratamento.

Composto Espécie N°edeTratamentos Media DesvioPadrafo ErmroPadrao Minimo  Maximo
Miho 8 3,74 1,93 0,68 1,95 7,60
ProtoporfirinalX  Alface 8 083 0,49 0,17 0,26 1,65
Cana 208 280 37,49 260 0,81 425,97
Total 224 21,33 36,51 244 0,26 425,97
Miho 8 1,38 0,66 023 0,75 275
&cido Afface 8 5,89 1,22 043 4,46 7,37
5-amindlevulénico  Cana 208 2% 216 0,15 0,64 9,10
Total 224 2.9 218 0,15 0,64 9,10
Miho 8 2330 17,19 6,08 3,27 55,80
Uroporfirina Afface 8 3,88 201 0,71 1,54 6,89
Cama 137 7,40 7,16 0,61 0,04 4340
Total 153 8,05 8,55 0,69 0,04 55,80
Miho 8 9,75 7,72 273 1,31 2224
Coproporfirina Alface 8 3,12 1,00 0,35 202 4,60
Cana 139 34,56 41,89 3,55 0,50 391,13
Total 155 31,66 40,62 3,26 0,50 391,13

Na Figura 17, sdo apresentadas informacdes sobre a dispersdo das

médias dos tratamentos em relacdo as parcelas testemunhas para os tratamentos e espécies

estudadas. Observa-se que os tratamentos com menores estimulos sdo bastante freqiientes,

enquanto os tratamentos com estimulos mais intensos a producdo dos compostos apresentam

freqiiéncia bastante baixa. Outro fato interessante observado no estudo foi a exploracdo de um

nimero muito vasto de condi¢cdes permitindo que mesmo os tratamentos de baixa freqii€ncia

fossem identificados.
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Figura 22 - Distribuicoes de freqiiéncias para as relacdes entre os teores dos compostos nos tratamentos em relagao aos teores nas testemunhas.

A opcao por trabalhar com as relagOes de teores foi feita em funcio de
diferentes métodos de extracdo terem sido utilizados para as diferentes espécies e nas vdrias
etapas do estudo, mas quando se analisam os teores dos compostos nas amostras, as curvas de
freqliéncia sdo similares, em fung¢do das concentragdes dos compostos nas testemunhas das
diferentes espécies serem proximas.

A discussd@do conjunta serd concentrada nos tratamentos que
proporcionaram os maiores acimulos. Considerando o conjunto de compostos estudados, os
maiores acimulos foram obtidos no seguinte conjunto de condigdes:

1. Espécie: Cana-de-acucar. Variedade SP903414 em cultivo de folhas
destacadas.

2. Inibidor da Protox utilizado: oxyfluorfen na dose de 1kg i.a./ha.

w

Volume de calda utilizado na aplicacdo: 1000L/ha para cobrir completamente
as folhas.

Condi¢cdes ambientais: 25°C e 70% de Umidade Relativa.

Glutamato monossddico aplicado na dose de 10kg/ha.

Vitamina C aplicada na dose de 25kg/ha.

Vitamina E aplicada na dose de 2,5kg/ha.

® N & oA

Fornecimento de luz. Os maiores estimulos para a sintese de ALA, Uro e
Copro ocorreram nos tratamentos com luz continua ou com intervalos l1h de
luz / 3h de escuro indicando que a luz € fundamental para a producdo e
acumulo das mesmas.

9. Para a Proto IX, os maiores teores foram observados nos tratamentos sem luz.
A justificativa para este resultado € a instabilidade e alta capacidade da Proto
IX produzir Oxigénio singleto na presenga de luz. No escuro, tanto a Proto IX

quanto os tecidos das plantas sdo preservados.

Quanto ao 4cido 5-aminolevulénico (5-ALA), os aumentos de

concentracdes na biomassa foram modestos, indicando ser pouco provavel que se possa
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utilizar a biomassa de plantas tratadas com inibidores da Protox como fontes deste composto.
Quanto a Uroporfirina, Coproporfirina (precursores da Protoporfirina IX) e outros compostos
intermedidrios, a confeccdo de padrdes analiticos depende da purificacdo dos mesmos a partir
da biomassa vegetal, seguida da confirmac¢do da estrutura a partir de espectros de ressonincia
magnética.

Até o momento, as informacdes sobre as concentracdes de
Uroporfirina e Coproporfirina sdo aproximadas. O equipamento utilizado (LC/MS marca
Shimadzu modelo 2010EV com detector do tipo quadrupolo), apresenta resposta uniforme a
grupos de compostos com caracteristicas similares, mantendo uma relagdo aproximadamente
constante entre a intensidade de sinal (drea do pico cromatografico) e a concentracdo dos
diferentes compostos expressas em unidades molares. As relacdes das dreas cromatogréficas
de picos de Uroporfirina e Coproporfirina com as dreas de Proto IX, para a qual se dispunha
de padrdo analitico, podem estar sujeitas a pequenos erros e serdo corrigidas apds a obtengcao
dos compostos isolados ou padrdes analiticos. Em funcdo da necessidade de uso deste
procedimento para estimar as concentracdes de Uroporfirina e Coproporfirina, € que se decidiu
priorizar a discussdo das relacdes entre dreas de picos correspondentes aos diferentes
compostos, presentes nas amostras com tratamento e as dreas de pico das testemunhas. A
variacdo na sensibilidade do detector a diferentes compostos ndo interfere nos resultados assim
obtidos e expressos.

Comparando-se as dreas de pico de Uroporfirina e Coproporfirina
com as dreas de pico de Proto IX e apds correcio pelos pesos moleculares dos compostos, foi
possivel observar que as dreas de pico correspondentes a estes dois precursores da Proto IX
foram, em média, respectivamente, 1,9 e 7,1 vezes superiores as dreas de Proto IX. As maiores
concentragdes de Uroporfirina e Coproporfirina foram observadas nos tratamentos com
aplicagdo de oxyfluorfen em folhas da variedade SP903414 (conforme ja citado), com os
seguintes regimes de aplicacdo de luz, respectivamente: claro (com luz continuamente); 1h de
claro / 3h de escuro). Nestas condi¢Oes, as concentragdes estimadas de Uroporfirina e
Coproporfirina foram respectivamente 9,9 e 129 vezes maiores do que as de Proto IX,
respectivamente. As concentracdes ainda precisam ser corrigidas apds a obtencdo dos padrdes

analiticos, mas os resultados indicam que as concentracdes de Uroporfrina e Coproporfirina
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apos a aplicacdo de inbidores da Protox podem ser muito superiores as concentracdes de Proto
IX e, possivelmente, sdo compostos de maior interesse para a extracao e uso medicinal.

Deve ser destacado que a Uroproporfirina e a Coproporfirina sdo
menos fluorescentes e mais fotoestdveis do que a que a Proto IX o que justifica os maiores
actimulos dos mesmos nos tratamentos com aplicacdo de luz. De todos os precursores da Proto
IX analisados neste projeto, o 5-ALA € o mais simples deles e o mais proximo do inicio da
rota de sintese de porfirinas. Como ji estd validado o conceito de que o 5-ALA pode ser
utilizado como agente sensibilizante em TFD, estd implicito que outros precursores da Proto
IX que sdo produzidos a partir do proprio 5S-ALA também tém potencial de uso.

Também ¢é possivel que o predominio da Uroporfirina e
Coproporfirina em relagdo a Proto IX se deva, em parte, a degradacio parcial deste composto
nos processos de extracdo e quantificacdo. Efetivamente, quando foi possivel extrair e analisar
a Proto IX imediatamente, os teores encontrados (de até 0,26%) foram muito superiores aos
geralmente obtidos no estudo e na literatura.

Foram observados que diferentes pontos de uma mesma folha podem
produzir quantidades muito diferentes de Proto IX e seus precursores, mesmo em condicdes
controladas e utilizando um sistema de aplicacdo que garante a aplicacdo de doses uniformes
as folhas.

O principal resultado do estudo foi o de ter selecionado, com base em
metodologias estdveis e reprodutivas, os melhores tratamentos para induzir ao acimulo da
Proto IX e seus precursores, sendo priorizar o desenvolvimento de métodos de extracdao dos

compostos.

6.8 Avaliacao da mobilidade dos herbicidas e compostos intermediarios

O objetivo deste conjunto de atividades foi o de avaliar se a
acumulac@o de proporfirina IX e seus precursores ocorreria em regides ndo tratadas com os
inibidores da Protox. Se a hipdtese fosse comprovada, seria vidvel coletar os tecidos ndo
tratados e ndo contaminados com estes compostos para utilizar como fonte da Proto IX e seus

precursores.
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Nesta etapa, foram utilizadas folhas de cana-de-actcar (variedade SP
903414) que receberam a aplicagcdo dos herbicidas com gotas de lul. produzidas por
microseringa. Aos sete dias apds a aplicagdo as folhas foram fotografadas (Figura 9) e
avaliadas quanto a concentracdo dos compostos de interesse. O acumulo da Proto IX e seus
precursores limitou-se a drea de molhamento das goticulas, inviabilizando o uso de tecidos nao

tratados como fonte dos compostos.

Oxyfluorfen Carfentrazone

6L/ha 0,25L/ha

Figura 18 - Folhas tratadas com goticulas de 1uL de solucdes com oxyfluorfen ou

carfentrazone aos sete dias apds o tratamento.

6.9 Experimento I: “Acimulo de protoporfirina IX e 5-ALA pela aplicacao
de inibidores da protox e fontes seletivas de luz em plantas de alface (Lactuca sativa cv

Regina)”’

Os resultados indicaram que a intoxicacdo das plantas ocorreu mesmo
com o uso de filtros com diferentes cores e que os tratamentos com maior potencial de uso em
termos de indugdo da sintese de Proto IX eram os tratamentos sem sele¢do de comprimentos
de onda, no caso, sem filtro (claro), ji4 para indug¢do da sintese de 5-ALA os melhores
tratamentos foram, claro e amarelo, respectivamente, com comprimentos de ondas mais

proximos e diferindo significativamente da testemunha. (Tabela 4)
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Tabela 4: Médias transformadas (raiz quadrada) das concentragdes de porfirina e 4cido
levulénico em plantas de alface submetidas aos diferentes tratamentos de luz.

FCA/UNESP/Botucatu — 2008.

Porfirina Acido aminolevulénico

Tratamentos
(Mg/g)

Escuro 3,053959 ¢ 83,150576 ab
Sombrite 75% 4,830593 abc 88,806467 ab
Vit C+E Claro 5,436275 abc 86,712962 ab
Filtro Azul 4,642736 be 71,771734 ab
Filtro vermelho 5,373788 abc 78,234464 ab
Filtro Amarelo 3,398273 ¢ 95,529035 a
Filtro Verde 4,065904 bc 80,430336 ab
Claro 7,519356 a 96,974275 a
Testemunha 6,423779 ab 57,641493 b
F (tratamentos) 6,05%* 4,17**
C.V. (%) 23,18 14,55
D.M.S 2,74 28,44

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem estatisticamente entre si

pelo teste Tukey (P<0,05). ** - significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

6.10 Experimento II: “Selecao de gendtipos de cana-de-acicar (Saccharum
officinarum) para acimulo de Protoporfirina IX com uso de herbicidas inibidores da

Protox, precursores e antioxidantes.”

O método analitico mostrou maiores acumulos em ug/g de
protoporfirna IX nos gendtipos SP903414, RB470355 submetidos ao tratamento 2
(Oxyfluorfen (Goal) (6ml p.c./l) + Glutamato (10g/L) + Vitamina C e E (25g/L e 2,5ml/L) +
Acido levulénico (0,1% imersao das folhas 1 hora antes da pulverizacdo)) e SP701143
submetido ao tratamento 8 (Testemunha + Vitamina C e E (25g/L e 2,5ml/L) + Acido
levulénico (0,1% imersao das folhas 1 hora antes da pulverizac¢do), respectivamente 21,25;
19,75 e 15,25 wug/g, diferindo significativamente da testemunha dos gendtipos
correspondentes, conforme tabela 5. As maiores concentracdes foram observadas com o uso

do inibidor da protox, juntamente com os precursores € antioxidantes, demonstrando que
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ocorreu a inibicdo da enzima protoporfirinogénio oxidase e ocasionou o acimulo do
protoporfirigénio no cloroplasto, cuja substancia se extravasa para o citosol da célula e se
transforma em protoporfirina IX que na presenca de luz e oxigénio, forma o oxigénio singleto,
responsavel pela peroxidacao de lipideos, degradacdo da membrana e morte celular.

As maiores médias de porcentagem dos sintomas ocorreram no
gendtipo SP903414 submetido ao tratamento 3 (Oxyfluorfen (Goal) (6ml/l)), com 80% da
superficie foliar com sintoma (tabela 6). Esta observacdo evidencia que a ndo utilizagdo dos
compostos antioxidantes (vitamina C e E) e precursores da rota metabdlica (glutamato) causa
aumento dos niveis de danos causados nas folhas pela formacdo do oxigénio singleto. A
adi¢do das vitaminas C e E (a-tocoferol), como agdo antioxidante, tiveram como objetivo
reverter os efeitos do oxigénio singleto produzido quando hd interacdo da Proto IX com
Oxigénio e luz. J4 a adi¢do do glutamato garantiu o suprimento por compostos precursores,
sendo ele, o principal precursor da sintese de porfirinas em plantas. Para os tratamentos 2 e 8,
que superaram os demais no acimulo de protoporfirina IX, foram os que apresentaram médias
mais baixas de sintomas (tabela 6), comprovando a hipétese acima da acdo dos antioxidantes e
precursor. Outro fator relevante observado foi que no tratamento 8 os inibidores de protox
(oxyfluorfen e carfentrazone) ndo estdo presentes, atuando somente o precursor (4dcido
levulénico) e antioxidantes (vitamina C e E), portanto sdo necessdrios maiores estudos, uma
vez que, pode se tornar uma alternativa interessante na producdo de protoporfirina IX, pelo

baixo custo e baixa toxicicidade.
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Tabela 5: Médias das concentragdes de porfirina (1g/g) em 8 gendtipos de cana-de-agucar

submetidos a diferentes tratamentos. FCA — Unesp — Botucatu/SP, 2008

Genétipos
tratamentos
P0O933499 RB806043 RB470355 PO830698 SP701143 PO901387 SP903414 PO894414

1 11,75 Aa 11,25 Aa 13,50 Ba 11,75 Aa 10,50 Ba 14,50 Aa 12,50 Ba 10,00 Aa
2 12,25 Ab 1475 Ab 21,25 Aa 14,00 Ab  12,25Bb 1325Ab  19,75Aa 10,75 Ab
3 12,00 Ab 14,25 Aa 14,50 Ba 1450 Aa 12,75 Bb 12,75 Ab 9,50Bc 11,50 Ab
4 11,25 Aa 11,50 Aa 14,75 Ba 11,00 Aa 12,75 Ba 12,75 Aa 12225 Ba 11,50 Aa
5 14,75 Aa 10,25 Ab 13,50 Ba 10,00 Ac 10,50 Bb 11,00 Ab 1025Bb 12,25 Ab
6 11,00 Aa 12,50 Aa 12,75 Ba 12,25 Aa 10,25 Ca 13,00 Aa 13,00 Ba 12,00 Aa
7 12,00 Aa 13,75 Aa 12,25 Ba 12,25 Aa 12,25 Ba 14,25 Aa 11,50 Ba 14,25 Aa
8 11,50 Ab 11,25Ab 10,50 Ba 12,25 Ab 15,25 Aa 12,25 Ab 12,75Bb 13,00 Ab
9 11,50 Aa 12,00 Aa 12,00 Ba 11,25 Aa 10,00 Ca 11,00 Aa 10,75 Ba 11,50 Aa

F (tratamento) 3,676 **

F (genotipos) 7,010%*

Fwatxgen) 2o

CV (%) 17,51

D.M.S. 12,41

Médias seguidas de mesma letra maidscula na coluna e mindscula na linha, ndo diferem

estatisticamente entre si pelo teste Tukey (P<0,05). ** - significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

Tabela 6: Escala percentual média de sintomas visuais (0-100%) em folhas de cana-de-actucar

2DAA.
gendtipos
tratamentos P0933499 RB806043 RB470355 PO830698 SP701143 P0O901387 SP903414 P0O894414
1 37,00 5,50 6,50 18,75 9,25 11,25 50,00 20,00
2 11,50 2,50 30,00 9,00 20,00 10,00 47,50 34,00
3 43,25 22,50 32,50 18,75 23,75 33,25 80,00 18,00
4 2,50 0,25 11,50 6,25 1,25 0,75 4,00 12,75
5 3,50 2,50 0,50 5,00 0,50 0,00 3,00 15,00
6 3,25 1,50 0,25 2,25 1,25 0,25 3,25 4,00
7 1,00 2,25 2,50 1,50 1,50 1,00 1,00 2,75
8 3,75 1,50 0,00 4,00 1,00 1,50 1,00 2,00
9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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6.11 Experimento III: “Efeito de diferentes fotoperiodos sobre o acimulo de
protoporfirina IX submetidos a aplicacio de herbicidas inibidores da Protox,

precursores e antioxidantes.”

Para o acumulo de Protoporfirina IX, os maiores teores significativos
foram observados no tratamento 4, escuro (tabela 7). Este resultado € explicado pela
instabilidade e alta capacidade da Proto IX produzir Oxigénio singleto na presenca de luz. No
escuro, tanto a Proto IX quanto os tecidos das plantas foram preservados.

Os teores de Proto IX foram bastante varidveis nos tecidos. Mesmo
nos tratamentos com maior producdo de porfirinas, parte dos tecidos se manteve sem a
presenca de sintomas que indicassem a presenca destes compostos (tabela 8).

Um sensivel acimulo de Proto IX pode ser detectado em fatias de
cotilédones de pepino e em toda planta de Lemma pausicostata dentro de trinta minutos de
exposicdo ao herbicida de difenil ether (Becerril and Duke 1989a. Matsumoto and Duke
1990). Esta acumulacdo pode ser monitorada na escuriddo sem danos fotodindmicos nas
células das plantas ou fotodegradacdo da Proto IX, relativo a um pigmento fotoldbil. Em
plantas de L. pausicostata, o aumento da acumulacdo de Proto IX, finalizou dentro de duas
horas no escuro; entretanto, em cotilédones de pepino o acimulo continuou por muito mais
tempo. Em outras plantas de pepino o herbicida causou acimulo muito baixo de Proto IX ou
ausente no escuro quando comparado com ao acimulo no claro (Mastringe & Sealla, 1988b,

Mayasich et al., 1990, Nandihalli et al., 1991).
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Tabela 7: Médias transformadas (raiz quadrada ) das concentracdes de porfirinas em folhas de cana, em fun¢do de diferentes

condi¢des de fotoperiodo. FCA/UNESP/Botucatu — 2008.

tratamentos Tratamentos
1 2 3 4 5 6 7

1 horadeluz 2,307209 Aa 2,149830 Aa 2,967978 Aa 2,430501 Ba 1,821367 Aa 3,036618 Aa 2,914006 ABa
15 min. de luz 2,078689 Aa 2,745356 Aa 2,580331 Aa 2,265515Ba 3,076739 Aa 2,351680 Aa 3,158059 Aa
Smin.deluz 2,275764 Aa 2,393847 Aa 2,491393 Aa 3,092639 Ba 2,078689 Aa 1,609476 Aa 2,228519 ABa
Claro 2,412023 Aa 2,354832Aa 2,552285 Aa 2,372629 Ba 2,687086 Aa 3,092639 Aa 1,824045 ABa
Escuro 2,228519 Abc 3,048351 Abc 1,816497 Abc 4,838275 Aab 3,203051 Abc 1,910684 Abc 1,520159 Cc
F (tratamento) 1,93 ns

F (doses) 0,82 ns
K (atxdoses) . 28

CV (%) 25,91

D.M.S. 0,74

Médias seguidas de mesma letra maitscula na coluna e mintdscula na linha, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey

** _ significativo ao nivel de 1% de probabilidade; ns — nao significativo.
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Tabela 8. Médias das concentra¢des ndo transformadas de porfirina (ig/g) em gendtipos de cana-de-agicar submetidos a

diferentes tratamentos e Escala percentual média de sintomas visuais (0-100%). FCA — Unesp — Botucatu/SP, 2008

Variedade Tratamento Claro 1 hora de luz Escuro 15 minutos de luz 5 minutos de luz
Proto
Proto IX  %Injuria  Proto IX  %Injuria IX %Injuria  Proto IX  %lInjuria  Proto IX  %Injuria

SP903414 1 0 46,25 5,3942 53,75 4,8858 0 4,6414 0 5,2242 0,5
SP903414 2 5,6494 28,75 4,4958 29 9,4492 0 7,557 0 6,118 0,5
SP903414 3 6,6216 14 9,3452 14 3,2902 0 6,6488 0 6,4772 0,5
SP903414 4 5,7498 5,25 5,97 4 28,0196 0 5,2412 0 10,1124 0,25
SP903414 5 7,068 4 3,2698 0,25 10,379 0 9,8376 0 4,6808 0
SP903414 6 10,4256 11,5 9,1146 3,75 8,6096 0 6,348 0,25 3,4996 0
SP903414 7 2,7268 16,25 3,6508 10 10,2624 0 5,0752 0,25 6,234 0

Média 5,463029 18 5,891486 16,39286 10,6994 0 6,478457 0,071429 6,0494571 0,25
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo de alteracdo de rotas metabdlicas de plantas para acimulo de
substancias nutracéuticas com uso de inibidores metabdlicos ainda é um desafio a ser
superado, uma vez que, no Brasil as pesquisas utilizando plantas para tais fins ainda sdo muito
escassez.

A andlise conjunta dos ensaios conduzidos indica que as metodologias
utilizadas mostraram-se adequadas aos objetivos do trabalho, permitindo avaliar os melhores
tratamentos e conjuntos de condi¢des para o acimulo de protoporfirina IX e precursores (5-
aminolevulénico, Uroporfirina e Coproporfirina) em plantas de alface, milho e cana-de-actcar.

Os teores de Proto IX foram bastante varidveis nos tecidos em ambas
as espécies estudadas. Mesmo nos tratamentos com maior producdo de protoporfirinas, parte
dos tecidos se mantinha sem a presenca de sintomas que indicassem a presenga destes
compostos. Em termos médios, o maior valor encontrado foi o de 130,83ug/g de matéria
fresca, bastante superior aos valores maximos (6,92ug/g) encontrados em literatura (Sherman
et al, 1991). Considerando as repeticdes deste tratamento, a maior concentracdo encontrada foi
de 262.50ug/g (0,02625%). Quando a amostragem dos tecidos foi direcionada a pontos com
coloragdo intensa, seguida da extracdo e injecdo imediata no cromatdgrafo, a mixima
concentracdo de Proto IX na biomassa foi de 0,26% com base em peso fresco e 0,77% com

base em peso seco. Este procedimento de extracdo e andlise imediata € invidvel para uso em
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um grande nimero de amostras em func¢do da duragdo de cada cromatograma (de 20 a 50
minutos) mas € vidvel para ser utilizado na defini¢do do melhor conjunto de condicdes para a
inducdo do actimulo de porfirina.

A andlise dos resultados obtidos indica que, utilizando os tratamentos
indutores corretos e a espécie e/ou variedade adequada, a obtencdo de Proto IX ou seus
precursores a partir da biomassa de plantas € técnica e provavelmente vidvel. O custo dos
tratamentos avaliados € bastante baixo. As condi¢des de cultivo sdo simples e a espécie

selecionada € rustica.



58

8. CONCLUSOES

Em funcdo dos experimentos realizados conclui-se que, as condi¢des
de luz, sem filtro (luz direta) e com filtro amarelo favorecem o aumento das concentragdes de
protoporfina IX e 5-ALA respectivamente, em plantas de alface.

A solucdo contendo Carfentrazone (Aurora) + Glutamato
Monossédico + Vitamina C e E, no genétipo SP903414 de cana-de-agicar demonstraram ser
favordveis ao acimulo de protoporfirna IX sem a presenca de luz e em curto periodo de
exposicao.

Os genoétipos de cana-de-agucar, RB470355, SP903414 e SP701143
sdo promissoras fontes acumuladoras de protoporfirna IX, quando submetidas a solucdo de
Oxyfluorfen (Goal) + Glutamato Monossédico + Vitamina C e E + Acido levulénico, ou

somente submetidas A Vitamina C e E + Acido levulénico.
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