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RESUMO 

EFEITO DA RADIAÇÃO UV-B NA QUÍMICA DEFENSIVA  DA MACRÓFITA 

AQUÁTICA Nymphoides indica 

 

Nathália Peixoto Nocchi Carneiro 

Orientador(es): Angélica Ribeiro Soares & Heitor Monterio Duarte 

 

Resumo da Dissertação de Mestrado submetida ao Programa de Pós-graduação em 

Ciências Ambientais e Conservação, da Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, 

como parte dos requisitos necessários à obtenção do título de Mestre em Ciências 

Ambientais e Conservação. 

Mudanças climáticas nas últimas décadas reduziram a camada de ozônio, 

aumentando a intensidade do ultra-violeta B (UV-B) que alcança a Terra. O aumento da 

radiação UV-B pode afetar direta e indiretamente a taxa fotossintética, a produção de 

metabólitos secundários e as relações de herbivoria, afetando assim a dinâmica e 

funcionamento dos ecossistemas. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a 

resposta fotossintética e química da planta aquática Nymphoides indica contra o estresse 

causado por radiação UV-B e sua possível correlação com a herbivoria, bem como 

caracterizar suas principais substâncias bioativas. Indivíduos foram cultivados em 

laboratório sob elevada radiação UV-B. A eficiência fotossintética, os perfis químicos 

dos metabólitos secundários, a resposta antioxidante e as defesas químicas contra 

herbivoria foram avaliadas em plantas controle (sem radiação UV-B), tratamento (1,93 

vezes da radiação UV-B natural) e em indivíduos do Campo (radiação UV-B natural). 

Os resultados demostram que o estresse gerado pelo aumento da radiação UV-B não 

alterou a eficiência fotossintética da planta. Entretanto foram evidenciadas variações 

estruturais e quantitativas nos perfis químicos tanto dos indivíduos do controle quanto 

do tratamento. Estas alterações podem ter sido responsáveis pelo aumento de defesas 

antioxidantes nos indivíduos cultivados com radiação UV-B. Todavia não foram 

suficientes para alterar as defesas químicas contra a herbivoria em N. indica. Na 

caracterização química sugerem-se seis estruturas de substâncias fenólicas para N. 

indica correlacionadas ao esqueleto do Floroglucinol, Ácido Clorogênico, Quercetina, 

Ácido Ferrúlico e Miricetina. Sugere-se que os fenólicos foram as principais substâncias 

atividade antioxidante da espécie, e que as substâncias de defesas químicas contra a 

herbivoria de N. indica estão presentes no extrato bruto em acetato de etila. 

Palavras-chave: Ecologia Química; Eficiência Fotossintética; Antioxidante; Herbivoria 

Macaé 

Dezembro de 2012 
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ABSTRACT 

EFFECT OF UV-B RADIATION IN CHEMICAL DEFENSIVE OF THE 

FRESHWATER MACROPHYTE Nymphoides indica 

Nathália Peixoto Nocchi Carneiro 

Orientador(es): Angélica Ribeiro Soares & Heitor Monterio Duarte 

 

Abstract da Dissertação de Mestrado submetida ao Programa de Pós-graduação 

em Ciências Ambientais e Conservação, da Universidade Federal do Rio de Janeiro - 

UFRJ, como parte dos requisitos necessários à obtenção do título de Mestre em 

Ciências Ambientais e Conservação. 

Climate changes over the past decade reduced the ozone layer, increasing the intensity 

of Ultra-Violet B (UV-B) radiation. Increased UV-B radiation can directly and 

indirectly affect the photosynthetic rate, secondary metabolite production and herbivory 

relations relationship, thus affecting the dynamics and functioning of ecosystems. In this 

context, the aim of this study was to evaluate the photosynthetic and chemical response 

of the aquatic plant Nymphoides indica against stress caused by UV-B radiation and its 

possible correlation with herbivory and characterize its main bioactive substances. For 

that, individuals were exposed in laboratory to a strong UV-B dose. The photosynthetic 

efficiency, the chemical profiles of secondary metabolites, the antioxidant response and 

chemical defenses against herbivores were evaluated in control plants (without UV-B) 

treatment (1.93 times the natural UV-B) and plant's natural environment (UV-B 

natural). The results demonstrate that stress generated enhanced UV-B did not alter the 

photosynthetic efficiency of the plant. However variations were observed in structural 

and quantitative chemical profiles between the control and treatment of individuals. 

These changes may have been responsible for the increase in antioxidant defenses in 

those cultured with UV-B radiation. But were not enough to change the chemical 

defenses against herbivory N.indica. In the chemical characterization are suggested six 

of phenolic substances to N. indica correlated to Phloroglucinol, Chlorogenic acid, 

Quercetin, Ferrúlico acid and Myricetin. It is suggested that the phenolic were the major 

antioxidant substances of the species, and that substances of chemical defenses against 

herbivores of N. indica are present in the crude extract in ethyl acetate.  

Key-words: Chemical Ecology; Photosynthetic Efficiency; Antioxidant; Herbivory 

Macaé 

Dezembro de 2012 
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____________________________1. INTRODUÇÃO 

 

A radiação é a principal fonte de energia na maioria dos ecossistemas naturais. A 

radiação ultravioleta (UV) está compreendida entre o espectro eletromagnético com 

comprimento de onda que varia de 100 a 400nm. A comissão Internacional de 

Iluminação classifica a radiação UV em três tipos: UV-C (100 – 280nm), UV-B (280-

320nm) e UV-A (320-400nm) (Okuno 1996) (FIGURA 1). 

 

 

FIGURA 1: Espectro de radiação ultravioleta e absorção pelo ozônio estratosférico. 

 

A camada estratosférica de ozônio é o principal agente de absorção de radiação 

UV-C e UV-B na atmosfera da Terra (Santos et al. 2004). O ozônio absorve a radiação 

a partir da luz solar incidente.  Outra propriedade notável do ozônio é que ele protege a 

superfície da Terra da radiação UV-B prejudiciais devido às suas propriedades 

espectroscópicas (Godin-Beekmann 2010). 

Nas últimas três décadas, devido à redução progressiva de ozônio estratosférico, 

os índices de UV que atingem a superfície da terra aumentaram (Veteli et al. 2007; 

Zancan et al. 2008; Nazari et al. 2010). Os grandes responsáveis pelo contínuo 

esgotamento do ozônio estratosférico são os poluentes atmosféricos 

antropogenicamente liberados, como os clorofluorcarbonos (CFCs) (Sinha & Häder 

2002), substâncias químicas contendo Cloro (Cl) e Bromo (Br), tetracloreto de carbono 

(CCl4), tricloroetano (TCA), hidroclorofluorcarbonos (HCFCs) e brometo de metila (Short 
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1999; Godin-Beekmann & Nair 2012). Substâncias como ácido clorídrico, ácido 

bromídrico, monóxido de cloro e monóxido de bromo, ao atingirem a estratosfera 

sofrem diversas transformações químicas alterando os halogenados passivos para 

espécies ativas de cloro e bromo. Essas formas ativas reagem rapidamente com o ozônio 

na presença de luz, que podem, através de ciclos catalíticos, destruir milhares de 

moléculas de ozônio antes de serem neutralizadas por meio da reação com o dióxido de 

nitrogênio (WMO 2007). 

Os índices de incidência de radiação UV atingem de forma variável o território 

brasileiro. Muitas vezes influenciado pelas diferenças de latitude e pela época do ano, 

devido às diferenças de angulação da incidência solar. A cidade do Rio de Janeiro 

apresenta índices que variam de muito altos a extremos nos meses de verão, com 

destaque para os meses de dezembro e janeiro (FIGURA 2). 

 

 

FIGURA 2: Média mensal do índice de radiação ultravioleta (IUV) nas capitais 

brasileiras. Destaque para a cidade do Rio de Janeiro. Retirado de Araújo (2011).  

 

Apesar de existirem inúmeras ações mundiais para eliminação da produção e do 

consumo das substâncias que degradam o ozônio estratosférico, estimativas prevêem 

que essa destruição continue ao longo do século 21 (Sinha & Hader 2002). Muito 



3 
 

devido ao reflexo do aumento da população mundial e emissões de gases poluentes, 

provenientes da agricultura, da combustão de combustíveis fósseis e processos 

industriais, que são os grandes responsáveis pela alteração da composição química da 

atmosfera. (Godin-Beekmann & Nair 2012). Essa alteração, consequentemente, 

influencia na incidência de radiação UV-B que atinge a superfície da Terra, gerando um 

estresse para os ecossistemas afetados. 

Dados da Organização Meteorológica Mundial (Word Meteorological 

Organization - WMO) provenientes de modelos tridimensionais Química-Clima 

indicam que o nível de radiação UV-B que atinge a superfície da Terra está perto dos 

níveis máximos já observados. Estima-se que estes níveis só retornem a valores 

inferiores aos observados antes da década de 80  entre 2040-2070 (WMO, 2007). Por 

causa dessas estimativas, existe considerável interesse no estudo dos efeitos UV-B 

sobre os organismos expostos (Fabón et al. 2012). 

A radiação UV-B tem efeitos biológicos nocivos. Causando danos que 

comprometem a morfologia, o crescimento, a fisiologia, a bioquímica e a reprodução 

dos organismos expostos (Ballaré et al. 2001; Bjerke et al. 2005; Nazari et al. 2010). 

Fótons de UV podem afetar o citoplasma e as estruturas de membrana. Quando 

absorvidos pelas bases nitrogenadas, formam fotoprodutos tais como dímeros de 

pirimidina-ciclonutano, que alteram a estrutura das moléculas de DNA (Pinto et al. 

1999; Zengling et al. 2010)  e bloqueiam a transcrição de RNA, alterando a estrutura de 

proteínas, lipídios e outras moléculas biologicamente relevantes em processos 

fisiológicos (Santos et al. 2012).  No entanto, organismos expostos podem desenvolver 

mecanismos para neutralizar os efeitos danosos da radiação UV. Entre estas estratégias 

de atenuação, estão os mecanismos de reparo de danos induzidos no DNA por 

fotorreativação e ações enzimáticas, por exemplo, fotoliase (Sinha & Häder 2002; 

Blokhina et al.; 2003). 

Organismos fotossintéticos dependem da radiação solar para processos 

fisiológicos vitais, sendo assim, estes estão inevitavelmente expostos à radiação UV-B. 

Entretanto, há evidências de que a depleção de ozônio altera a razão UV-B: UV-A: PAR 

(do inglês Photossintetic Ative Radiation - radiação fotossinteticamente ativa), o que 

pode perturbar as respostas dependentes de luz dos organismos, incluindo a fotossíntese, 

foto-orientação, fotoinibição e fotoproteção (Hader et al. 1998). Devido ao papel central 
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da fotossíntese no metabolismo e desenvolvimento das plantas, os estudos sobre os 

efeitos adversos sobre a fotossíntese, no contexto das mudanças ambientais globais, são 

de extrema importância ecológica (Yin & Struik 2009).  

Organismos fotossintetizantes são capazes de usar a energia da luz do Sol para 

produção de energia química e carboidratos. A radiação utilizada para o processo 

fotossintético está contida na faixa da luz visível (400 nm – 700 nm), denominada de 

PAR, correspondendo a 45% - 50%, aproximadamente, do total de radiação solar 

incidente (Ometto 1981; Casaroli 2007). A radiação PAR é captada por moléculas de 

clorofilas e carotenoides, localizadas nos fotossistemas e complexos antena associados. 

A energia captada é direcionada para os dois centros de reação localizados no interior 

do fotossistema I (PSI – photosystem I) e do fotossistema II (PSII – photosystem II). 

Esses fotossistemas oxidam a água e o oxigênio molecular para formar ATP e reduzir o 

NADP+ a NADPH. Assim, a energia proveniente do Sol é conservada na forma de ATP 

e na forma de coenzimas orgânicas (NADPH). Posteriormente, esses substratos são 

utilizados no ciclo de Calvin & Benson para produzir açúcares e/ou cadeias de carbono 

utilizadas em outras rotas de biossíntese (Casaroli 2007). 

O excesso de radiação UV pode ser considerado como sendo uma entrada 

excessiva de energia no sistema fotossintético. A radiação é absorvida por muitas 

biomoléculas contendo sulfidrilas aromáticas e podem assim causar um dano molecular 

direto, como por exemplo, a ruptura da dupla membrana dos cloroplastos. Essa ruptura 

pode causar alterações na permeabilidade da membrana; diminuir a atividade da enzima 

de fixação primária de carbono na fotossíntese, a Ribulose 1,5 bifosfato 

Carboxilase/Oxigenase (RuBisCO); além da diminuição da taxa de crescimento, de 

pigmentos fotossintéticos e desempenho fotossintético (Pinto, et al. 1999; Hanelt et al. 

2006, Schmidt et al. 2012). A radiação UV-B pode prejudicar ainda a integridade e o 

funcionamento do complexo antena, além dos processos principais da fotossíntese, 

incluindo reações fotoquímicas nas membranas dos tilacóides e em vários processos 

enzimáticos como no ciclo de Calvin e no comportamento de difusão de CO2 pelos 

estômatos (Surabhi et al. 2009). 

Os danos gerados pela radiação UV-B parecem não estar distribuídos 

uniformemente entre os dois fotossistemas (PSI e PSII). A atividade do PSI não é 

afetada, ou então, sofre uma leve inibição pelo aumento da radiação UV-B. Esta 
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influencia principalmente o PSII. O centro de reação do PSII é formado por um 

complexo de ligação de clorofila, composta por dois polipeptídios (subunidades D1 e 

D2). Este complexo contém cerca de quatro moléculas de clorofila a, duas moléculas de 

feofitina-α, β-caroteno e um ou dois átomos de ferro. A radiação UV-B afeta o 

complexo proteico D1/D2. A radiação atinge a sequência reacional do elétron, vindo da 

molécula de água, bloqueando PSII, que não suporta mais o fluxo de elétrons normal e 

acaba dissipando a energia utilizada nos processos fotossintéticos (Bornman 1989). 

Entretanto, mecanismos de reparo foram selecionados ao longo da evolução das 

plantas permitindo respostas adaptativas ao estresse da radiação UV-B sobre a 

fotossíntese. Os tecidos fotossintéticos são protegidos por meio de mecanismos que 

reduzem a eficiência de absorção de energia luminosa, aumentando a taxa de dissipação 

de energia e melhorando a desintoxicação de espécies oxidativas. A redução da 

absorção da radiação solar pode ser alcançada através de um aumento da pilosidade da 

folha, das cutículas e ceras ou ainda alterando a inclinação da folha, o espessamento da 

parede celular e o desenvolvimento do mesófilo foliar. Destacam-se também os 

mecanismos de fotoproteção que contribuem para a dissipação térmica do excesso de 

energia, o movimento dos cloroplastos e, mais importante, a síntese de xantofilas, 

flavonoides e carotenóides do ciclo de pigmentos.  Quando o excesso de energia excede 

a capacidade de dissipação térmica, antioxidantes representam a terceira e última linha 

de defesa contra os danos gerados pelo estresse da radiação UV-B (Bornman 1989; 

Camarero et al. 2012).  

Outro efeito ao aumento da radiação UV-B, nos órgãos fotossintéticos, é a 

geração de fotoestresse oxidativo, que é induzido pelo desequilíbrio entre a absorção de 

energia pela clorofila e a sua utilização metabólica, aumentando o nível de espécies 

reativas de oxigênio (EROS) celulares (Santos et al. 2004; Camarero et al. 2012; Singh 

et al. 2012). O termo EROS é designado para espécies químicas altamente reativas que 

incluem os radicais superóxidos (•O2
-
), o peróxido de hidrogênio (H2O2), radicais 

hidroxilas (•OH), oxigênio singleto, ozônio, peróxidos lipídicos, óxido nítrico (NO) e os 

peroxinitritos (ONOOy). Este último é também classificado como espécie reativa de 

nitrogênio, formado pela reação do radical (NO•) com o radical superóxido (Hanson et 

al. 2006; Duarte  et al. 2007; Al-Gubory et al. 2010).  
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EROS são produzidos continuamente como subprodutos da respiração aeróbica 

por diversas vias metabólicas que apresentam uma alta atividade oxidante ou uma taxa 

intensa de fluxo de elétrons, como mitocôndrias, peroxissomos e cloroplastos. A 

fotossíntese é um dos processos metabólicos responsáveis pela formação de EROS (He 

& Häde, 2002; Gill & Tuteja 2010).  

Níveis fisiológicos de EROS desempenham um importante papel para o 

organismo. Porém a produção e acumulação destes radicais a níveis não fisiológicos 

podem estar associadas a estresse ambiental, atuando como sinalizadores no 

reconhecimento e resposta dos fatores de estresse (Ariigoni et al. 1992). Em condições 

de estado estacionário, as moléculas EROS são estabilizadas por vários mecanismos de 

defesa antioxidante. O equilíbrio entre a produção e a eliminação de EROS pode ser 

influenciado por vários fatores de estresse bióticos e abióticos como salinidade, seca, 

metais pesados, temperaturas extremas, deficiência de nutrientes, poluição do ar, 

herbicidas, ataques de patógenos e radiação UV (Gill & Tuteja 2010). Os fótons 

altamente energéticos dos raios UV-B são absorvidos por grupos cromóforos de muitas 

moléculas biologicamente importantes, tais como clorofilas, ficobiliproteínas e 

quinonas. Estas moléculas podem atuar como fotossensibilizadores para a produção de 

EROS.  Estes distúrbios no equilíbrio levam a um aumento súbito dos níveis de EROS 

intracelulares, que podem causar danos significativos às estruturas celulares (He & 

Häder 2002). 

O excesso de EROS esta associada com uma série de danos biológicos, podendo 

danificar proteínas, lipídeos, carboidratos e DNA e em última instância, pode resultar na 

morte celular. A capacidade oxidativa do radical H2O2 pode estar relacionada 

diretamente com a atividade de proteínas que apresentam resíduos cisteína 

desprotonada. Radicais •O2
-
 oxidam e inativam proteínas de membrana da cadeia 

respiratória, liberando íons Fe2
+
 e peróxido de hidrogênio, que pode ainda produzir o 

radical •OH, altamente tóxico e reativo, que afeta a integridade e funcionamento do 

transporte de membrana (Langebartels et al. 2002, Blokhina et al. 2003, Santos et al. 

2012) 

Por esses danos gerados pelos radicais livres, organismos desenvolveram 

mecanismos de defesa antioxidantes integrados e altamente complexos, que lhes 

permitem lidar com a propagação dos danos oxidativos. Esses mecanismos são 
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baseados numa rede antioxidante enzimática e não enzimática. Antioxidantes 

enzimáticos incluem enzimas superóxido dismutase, catalases, redutases e peroxidases. 

O sistema não-enzimático inclui substâncias redutoras, quelantes ou captadoras de 

radicais livres, como glutationa, flavonoides e carotenóides  (Ariigoni et al. 1992; Gill 

& Tuteja, 2010; El-Beltagi 2011) .  

Observa-se que para aclimatar-se à inevitável exposição à radiação UV-B, 

organismos exibem uma variedade de respostas fisiológicas como mecanismos de 

proteção ou mecanismos de reparo contra o estresse gerado pelo UV-B. O mecanismo 

mais comum de proteção contra os danos da radiação é a biossíntese e/ou 

bioacumulação de substâncias provenientes do metabolismo secundário tais como 

substâncias fenólicas, flavonoides e carotenóides, conhecidas como metabólitos 

secundários ou produtos naturais (Sun, et al. 2010; Schmidt et al. 2012). 

O metabolismo nada mais é do que o conjunto de reações químicas que ocorrem 

no interior das células. O metabolismo pode ser dividido em primário e secundário.  

Metabólitos secundários são grupos diversos de substâncias orgânicas com baixo peso 

molecular, que durante muito tempo foram considerados produtos de excreção 

metabólica, pois não participam diretamente das atividades vitais comuns a todos os 

organismos como: respiração, reprodução, crescimento. No entanto, sabe-se que estas 

moléculas apresentam um importante papel adaptativo nas interações ecológicas entre a 

planta e o seu ambiente (Bassman 2004). 

Em contraste com os metabólitos primários (carboidratos, lipídeos, proteínas e 

ácidos nucleicos), os metabólitos secundários são frequentemente acumulados em 

pequenas quantidades nas plantas, sendo sintetizados em alguns tipos de células 

especializadas e/ou em determinados estágios de desenvolvimento.  Nenhum grupo de 

planta possui o mesmo perfil de metabólitos secundários, o que faz destas substâncias 

importantes na classificação taxonômica (Alves 2003). 

No entanto, a divisão dos metabólitos entre primários e secundários é inequívoca 

(Kozlowski & Pallardy 1997). A biossíntese de metabólitos secundários é realizada por 

rotas metabólicas muito relacionadas com rotas responsáveis pela síntese de metabólitos 

primários. Essas rotas metabólicas são interconectadas, as rotas que sintetizam 

metabólitos primários fornecem moléculas que são utilizados como precursores ou 
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“blocos de construções químicos” nas principais rotas de síntese de metabólitos 

secundários. Nesse sentido, embora se faça a divisão em metabólitos primário e 

secundário, o metabolismo deve ser considerado como um todo, com a produção 

substâncias primárias e secundárias (Simões et al. 2010).  

Metabólitos secundários podem ser divididos em alguns grandes grupos de acordo 

com sua rota Biosintética e seu esqueleto carbônico entre eles destacam-se os 

alcaloides, ácidos graxos, terpenos, esteroide e fenólicos (Dewick, 2002). A FIGURA 3 

resume as rotas biossintéticas dos metabólitos secundários. 

 

 

FIGURA 3: Ciclo biossintético dos metabólitos secundários (Retirado de Simões et al. 

2011). 

 

 Devido às suas propriedades farmacológicas, metabólitos secundários vegetais 

têm sido utilizados há séculos na medicina tradicional (Bourgaud et al. 2001). Do ponto 

de vista econômico, os metabólitos secundários representam para a biodiversidade 



9 
 

vegetal um grande valor de opção, uma vez que os organismos, e até ecossistemas 

inteiros, podem ser conservados/preservados por seu potencial em gerar benefícios 

futuros (Marques & Comune 1995). Atualmente, princípios ativos de origem vegetal 

correspondem a substâncias valiosas para o mercado mundial, pois podem fazer parte da 

produção de medicamentos, fragrâncias, cosméticos, corantes, inseticidas, produção de 

tintas e nutracêuticos (Verpoote 2000; Bourgaud et al. 2001). 

Para os vegetais, essa diversidade química apresenta um papel importante no seu 

sucesso evolutivo. Propõe-se que a produção destas substâncias aumenta o fitness do 

organismo, agindo como uma alternativa química no mecanismo de defesa. Devido a 

seu hábito séssil, as plantas são menos capazes de evitar as mudanças locais das 

condições ambientais e estresses bióticos. Consequentemente podem sintetizar um 

enorme número de metabólitos secundários importantes para sua sobrevivência, pois os 

mesmos mediam importantes interações ecológicas com seus ambientes, atuando como 

defesas químicas contra estresses abióticos e bióticos (Maplestone et al. 1992; Iriti & 

Faoro, 2009). 

Entre os metabolitos secundários produzidos, as substâncias fenólicas representam 

uma grande classe de metabólitos secundários considerados de extrema importância 

para os aspectos funcionais dos vegetais. Estes incluem papéis estruturais de suporte; 

propriedades de sinalização, particularmente nas interações entre plantas e seu 

ambiente; e propriedades que atuam no sabor, odor e coloração de diversos vegetais 

(Boudet 2007). Uma das suas principais funções está relacionada a estratégias de defesa, 

contra patógenos, microorganismos, herbivoria  (Choi et al. 2002; Howell, et al. 2003; 

Bauer et al. 2009; Metlen et al. 2009), e contra o estresse oxidativo causados por 

radiação UV (Staaij et al. 2002; Sotka et al. 2009). 

Os fenólicos incluem uma grande diversidade de estruturas simples conhecidas 

como ácidos fenólicos e cumarinas e estruturas complexas ou polifenóis, entre eles, 

taninos hidrolisáveis e não-hidrolisáveis e flavonoides como flavona, flavonol, flavanol, 

flavanona, isoflavona, antocianina e chalcona.  Estas subtâncias  são derivadas de 

diversas vias do metabolismo secundário com diferentes propriedades físico-químicas 

(polaridade, solubilidade, capacidade de formar ligações de hidrogênio, potencial de 

oxidorredução). Uma característica comum a todas essas estruturas é a presença de pelo 

menos um anel aromático no qual, ao menos, um hidrogênio é substituído por um grupo 
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hidroxila (Ryan et al. 2002; Boudet 2007; Simões et al. 2010). Resumidamente os 

fenólicos podem ser classificados segundo seu esqueleto principal, conforme 

apresentado na TABELA I.  

 

TABELA I: Classificação dos compostos fenólicos de acordo com o esqueleto básico 

de carbono e a distribuição no reino vegetal. Onde C6 corresponde ao anel benzênico e 

CX à cadeia substituinte com X átomos de carbono. (tabela adaptada de Simões et al. 

2010) 

Esqueleto 

Básico  

(C6-CX) 

Classe de compostos fenólicos 
Ocorrência no 

reino vegetal 

C6 fenóis simples, benzoquinonas 
distribuição 

restrita 

C6-C1 ácidos fenólicos 
amplamente 

distribuídos 

C6-C2 acetofenonas e ácidos fenilacéticos 
distribuição 

restrita 

C6-C3 

fenilpropanóides: ácido cinâmico e compostos 

análogos, fenilpropenos, cumarinas, isocumarinas e 

cromanonas 

amplamente 

distribuídos 

C6-C4 Naftoquinonas 
distribuição 

restrita 

C6-C1-C6 estilbenos, antraquinonas 
distribuição 

restrita 

C6-C2-C6 Xantonas 
amplamente 

distribuído 

C6-C3-C6 flavonoides e isoflavonoides 

amplamente 

distribuídos 

 

(C6-C3)2 Lignanas 
distribuição 

restrita 
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(C6-C3-C6)2 Diflavonoides amplamente 

distribuídos 

(C6)n melaninas vegetais 
amplamente 

distribuídos 

(C6-C3)n Ligninas 
amplamente 

distribuídos 

(C6-C1)n taninos hidrossolúveis 
amplamente 

distribuídos 

(C6-C3-C6)n taninos condensados 
amplamente 

distribuídos 

 

Tais estruturas estão envolvidas em, praticamente, qualquer interação da planta 

com o ambiente abiótico. Existem evidências de que substâncias fenólicas, como 

flavonóides, podem reduzir os danos causados pela radiação UV-B, porque podem atuar 

como filtros solares, reduzindo a penetração dos raios potencialmente danosos (Li et al. 

1993;  Bieza et al. 2001, Hidema et al. 2001; Reifenrath & Muller 2007; Xu et al. 

2008), além de atuarem como substância antioxidante, sequestrando radicais livres e 

EROS (Sinha & Hader 2002).  

A compreensão do papel ecológico das substâncias fenólicas, e de todos os 

metabólitos secundários, tem se tornado uma das principais áreas de pesquisa dentro da 

ecologia durante as últimas três décadas, fornecendo teorias e modelos importantes na 

ecologia vegetal, oque buscam explicar e prever padrões de defesas químicas nestes 

organismos (Bassman 2004). 

Uma importante teoria proposta por McKey (1974) e Rhoades (1979) (apud Alves 

2003), e muito citada nos livros textos de ecologia, é a teoria de defesas químicas 

constitutivas e induzidas em resposta a fatores de estresse. Esta teoria postula que assim 

como crescer, defender-se também é importante. Entretanto, a produção de substâncias 

secundárias que atuam como defesa pode ser um processo muito caro energeticamente 

para a planta. Isso porque embora a presença de defesas químicas em plantas gere 

benefícios na presença do agente estressor, a expressão dessas substâncias pode ser 

custosa para a planta na ausência dos mesmos, implicando em menor alocação das 
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reservas em crescimento e reprodução (Straus et al. 2002; Cronin 2001, Anderson & 

Agrell 2005; Pohnert 2007). 

Desta forma, as defesas constitutivas são produzidas invariavelmente em níveis 

efetivos, mesmo sem a ação do gerador do estresse. Os organismos alocariam defesas 

constitutivas em função de maximizar o fitness e que estas seriam custosas, 

particularmente quando “inimigos naturais” não estiverem presentes. Em contraste, as 

defesas induzidas são produzidas em concentrações ativas somente quando ocorre a 

percepção de estresse no meio. Estas podem estar relacionadas com o aumento do nível 

mínimo de defesa já presente (níveis constitutivos) ou podem se iniciar diante de um 

quadro onde não havia substâncias de defesa presentes.  O primeiro benefício da defesa 

induzida é que através dela, a utilização de recursos metabólicos, ocorre em função de 

uma pequena probabilidade de estresse. Assim, a defesa propriamente dita e o custo 

relacionado a sua produção aumentam apenas quando seuss benefícios resultam em 

vantagem para a planta.  A grande desvantagem da utilização do sistema de defesa 

induzida é que existe um período de tempo entre a geração do estresse e a resposta de 

defesa (Cronin & Hay 1996; Amsler 2001; Alves 2003; Strauss et al. 2004; Macaya & 

Thiel 2008; Gianoli et al. 2008; Gutbrodt et al. 2011).   

Com base nos pressupostos que relatam o custo energético para a produção de 

defesas químicas, espera-se que os metabólitos secundários produzidos em respostas a 

um determinado estresse, também atuem, de forma integrada, em outros mecanismos de 

defesa em plantas (Bednarek 2012). Estes metabólitos respondem de forma integrada a 

diferentes condições de estresse, revelando um papel multifuncional na ação defensiva 

(Rao et al. 1996; Mackerness et al. 1999; Santos et al. 1999; Costa et al. 2002; 

Savenstramd et al. 2002). Substâncias fenólicas, por exemplo, que foram produzidas 

como proteção contra radiação UV-B, agindo como substâncias absorventes de radiação 

e antioxidante, possuem também defesa contra herbivoria ou como substâncias 

estimuladoras para herbívoros especialistas, respondendo de forma integrada nas 

interações ecológicas em que são expostas (Barbehenn & Constabel 2011).  

Neste contexto de resposta integrada, estudos mostram que plantas respondem ao 

estresse causado pela radiação UV, alterando as concentrações de metabólitos 

secundários, e que estas alterações influenciam nas respostas de interações herbívoro-

planta (Macaya et al. 2005). Ballaré et al. (2001) mostroram que plantas com maior 
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concentração de substâncias que atuam como filtros da radiação solar UV-B foram 

significativamente mais consumidas que plantas expostas a níveis extremamente baixos 

de radiação. Outros autores também demostraram que o aumento da radiação UV-B 

inibiu o consumo por herbívoros (Rousseau et al. 1998; Zaller et al. 2004 ). Assim,  não 

há consenso em relação à resposta integrada entre defesas contra radiação UV-B e 

defesas contra herbivoria. 

Interações ecológicas entre herbívoros e plantas são de grande importância nos 

ecossistemas naturais, pois são fundamentais na distribuição e na abundância de cada 

espécie, através do tempo e do espaço, influenciando assim na estrutura da comunidade. 

Herbívoros provocam numerosos efeitos negativos na capacidade reprodutiva, perda 

progressiva do tecido fotossintético e crescimento das plantas, reduzindo sua habilidade 

competitiva (Del-Claro & Torezan-Silingard 2011).  

Deste modo, ao longo da evolução das plantas, a interação herbívoro-planta levou 

o desenvolvimento de características para reduzir o estresse gerado pela herbivoria. 

Entre estas características destacam-se as defesas químicas por metabólitos secundários 

(Ricklefs 2011). Muitos trabalhos mostram que alguns alcaloides, terpenos e estruturas 

fenólicas, apresentam toxicidade ou um sabor adstringente a herbívoros. Tais 

mecanismos reduzem a probabilidade de dano aos tecidos da planta. (Hay & Fenical 

1988; Meyer & Paul 1995; Strauss et al. 2002; Soares, et. al. 2003; Parker et al. 2006; 

Lankau et al. 2009; Metlen et al. 2009; Lankau & Kliebenstein 2009; Konno 2011) .  

 

Plantas aquáticas no contexto de estresse pela radiação UV-B 

A literatura atual tem se concentrado principalmente sobre os efeitos UV em 

ecossistemas terrestres e em ambientes marinhos, particularmente a Antártida, onde o 

esgotamento do ozônio tem sido mais intenso (Zengling et al. 2010). Menos informação 

existe disponível para os ecossistemas de água doce (Hanelt et al. 2006; Nazari et al. 

2010). Entretanto doses biologicamente efetivas de radiação UV-B penetram na coluna 

de água e podem afetar consideravelmente os organismos aquáticos, principalmente os 

organismos fotossintéticos (Germ et al. 2002; Sinha & Hader, 2002; Beckmann et al. 

2012).  
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 Plantas aquáticas são angiospermas, que evoluíram a partir de espécies terrestres e 

apresentam uma elevada flexibilidade ecológica. Esses organismos podem ser 

encontrados desde ambientes de brejo até áreas completamente submersas. Estas plantas 

apresentam um papel importante na estruturação do ecossistema de água doce, pois 

colonizam extensas áreas e apresentam elevadas taxas de produção primária, servindo 

de alimento e abrigo para diversos animais, invertebrados ou vertebrados (Palma-Silva 

1998; Santamaría, 2002; Bove & Paz 2009) 

Ao longo do gradiente de profundidade em lagoas, essas angiospermas exibem 

diferentes padrões de zoneamento. Estes padrões de ocupação são uma das 

classificações mais utilizadas para plantas aquáticas, dividindo-as em: emersas; 

enraizadas com folhas flutuantes; submersas enraizadas; submersas livres e flutuantes 

(Esteves 1998). Por sua vez, este zoneamento gera uma sensibilidade diferencial à 

tolerância de PAR e UV (Hanelt et al. 2006). A relação entre a profundidade de 

penetração de UV-B e PAR pode ser usada para inferir os efeitos prejudiciais sobre os 

organismos aquáticos da radiação UV-B que atinge a zona eutrófica.  

Algumas espécies de macrófitas aquáticas, principalmente as emersas e de folhas 

flutuantes, são, por conseguinte, expostas às condições ambientais muito variáveis, 

incluindo radiação UV-B. Deste modo é esperada uma enorme plasticidade fenotípica 

destas espécies como fator chave para a sobrevivência. Por causa destas respostas 

plásticas e específicas de plantas aquáticas, ambientes de radiação ocasionalmente alta, 

como lagoas costeiras, oferecem um sistema desafiador para estudar as respostas e 

aclimatações à radiação UV-B elevadas (Germ et al. 2002).  

Neste contexto, estes organismos desenvolveram inúmeros mecanismos de 

proteção para assegurar sua sobrevivência nestes ambientes. Hanelt et al. (2006)  

mostroram diferentes efeitos na fotossíntese em macrófitas de água doce cultivadas em 

valores altos de PAR combinada àalta radiação UV-B. A clorofila e os outros pigmentos 

fotossintéticos, bem como os metabólitos secundários são responsáveis pela atenuação 

espectral da radiação UV-B na coluna d’água. É relatado também, que as plantas que 

crescem em águas rasas mantém alta a capacidade de produzir substâncias que 

absorvem radiação UV, assegurando proteção eficaz contra a radiação UV-B (Hi & 

Häder 2002).  
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A atividade de herbívoros constitui em outro fator que ocorre 

concomitantemente com o estresse gerado pela radiação UV-B. Este também altera a 

distribuição, o desenvolvimento e a abundância de espécies vegetais em ambiente 

terrestre, corpos d´água doce bem como em ambiente marinho. Dentre diversos 

mecanismos de defesas contra a herbivoria, destaca-se a atividade dos metabólitos 

secundários (Hilt 2006; Elger et al. 2006).  

Metabólitos secundários produzidos por plantas aquáticas podem atuar como um 

mecanismo de defesa contra herbívoros (Bolser & Hay 1998; Cronin et al. 2002, Hilt  

2006). Newman  et al. (1992) demonstraram, pela primeira vez, a produção de defesas 

químicas na planta aquática Nasturtium officinale L., uma espécie de agrião, que produz 

derivados de isotiocianatos que podem ser liberados no ambiente, inibindo a herbivoria 

por diferentes invertebrados aquáticos.  

Desde então, diversos outros metabólitos, como lignanas, lignóides e alcalóides 

foram isolados de plantas aquáticas e apresentaram, em experimentos de laboratório, 

atividade contra diferentes classes de herbívoros (Bolser et al. 1998; Kubanek et al. 

2000; Parker et al. 2006). 

Diferentes classes químicas de metabólitos secundários já foram isolas de plantas 

aquáticas, como por exemplo, substâncias fenólicas (Choudhary et al. 2008), 

flavonóides (Glomski et al. 2002), lignanas (Lane & Kubaneck, 2006), terpenóides 

(Cangiano et al. 2001), alcalóides e hidroquinonas (Cota et al. 2004). Estas substâncias  

são de extrema importância para a sobrevivência das plantas aquáticas em seus 

ecossistemas, pois podem apresentar uma resposta integrada na proteção contra os 

efeitos da radiação UV-B, contra herbívoros e contra o estresse oxidativo, como 

antioxidantes (Aravind & Prasad 2004; Wang et al. 2008).  
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__________________Nymphoides indica (L.) KUNZE 

(MENYANTHACEAE) 

As Menyanthaceae são plantas aquáticas de distribuição cosmopolita, incluindo 

cinco gêneros (Liparophyllum, Menyanthes, Nephrophyllidium, Nymphoides e Lillarsia) 

e cerca de 40 espécies. Aproximadamente a metade pertence à Nymphoides (Souza & 

Lorenzi 2005). 

Nos trópicos ocorre apenas o gênero Nymphoides com cerca de 35 espécies 

(Anderson & Amaral, 2005). Já no Brasil ocorre uma única espécie, Nymphoides indica, 

conhecida popularmente como lagartixa, é uma planta de grande plasticidade (Tsuchiya 

1988), com uma ampla distribuição, ocorrendo desde brejos a lagoas do litoral 

(Albertoni et al. 2007). Esta espécie, ainda, é amplamente distribuída no leste da Ásia, 

África, Austrália e América do Sul e no Japão (Shibayama & Kadono 2003). No Parque 

Nacional da Restinga de Jurubatiba (RJ) encontra-se nas lagoas: Jurubatiba, Comprida, 

Carapebus, Paulista, Amarra-boi e Pires, (Bove & Paz 2009).   

N. indica (FIGURA 4) é uma planta aquática com folhas flutuantes simples de 

curta duração, apresenta formato arredondado e superfície brilhante. São verdes na face 

adaxial e acastanhada na face abaxial, possui nervura em ambas as fases. Seus 

estômatos localizam-se na fase superior da folha, em contato com o ar. Apresenta um 

curto rizoma constituindo a base da planta. Suas raízes são fasciculadas e abundantes 

(Shibayama & Kadono 2003).  Exibe inflorescência axilar, próxima a base da folha ou 

flores solitárias delicada, lanceoladas e densamente pilosas, com acentuada heterostilia 

(estilete longo e estames curtos, ou vice-versa, em plantas diferentes), facilitando a 

polinização cruzada. A maturação das gemas florais ocorre debaixo d'água, pela manhã 

os brotos são erguidos acima do nível da água ocorrendo a floração. Suas flores têm 

duração de cerca de 1 dia começando a desaparecer no final da tarde.  Após a 

fecundação o desenvolvimento do fruto ocorre debaixo d'água (Ramberg et al. 2006, 

Tippery et al. 2012).   As flores de N. indica atraem visitantes florais especializados 

(Van Der Velde 1981), a atividade dos polinizadores ocorrem principalmente no 

período da manhã (Shibayama & Kadono 2003, Shibayama & Kadono 2007).  
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FIGURA 4: (A): Imagem de N. indica (B): Prancha de N. indica 

(<http://www.ufscar.br/~probio/m_nymphoides.jpg> acessado em 08/11/20012) 

 

 

Além da reprodução sexuada, por sementes, esta espécie apresenta uma 

importante estratégia de reprodução vegetativa por fragmentação clonal (Ramberg et al. 

2006). Através da reprodução clonal, as macrófitas aquáticas são capazes de se 

multiplicarem rapidamente, dispersar em novos habitats, competir com outras espécies 

por espaço e colonizar grandes áreas (Tippery & Les 2008). 

 

A 

B 
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Os espécimes de N. indica encontram-se enraizados ao substrato com folhas 

flutuantes e com partes vegetativas inteiramente submersas. Porém esta espécie é 

classificada como uma planta anfíbia, pois pode desenvolver pequenas plantas terrestres 

em sedimentos temporalmente secos (Tsuchiya 1988). N.indica é capaz de explorar uma 

ampla gama de profundidades de água, devido a ajustes morfológicos e fisiológicos na 

eficiência fotossintética do tecido (Mason & van der Valk 1992). 

Esta espécie é eventualmente utilizada como ornamental em aquários, mas se 

adapta melhor quando exposta ao sol em tanques ou em pequenos lagos. Pode se 

comportar como invasora de culturas de arroz ou se alastrar em canais de irrigação 

(Jenks et al. 2000, Souza & Lorenzi, 2005). 

Quanto a produção de metabólitos secundários, Wink (2003), em sua revisão, 

destaca para a família Menyantaceae a presença de iridóides glicosilados, como a 

aucubina (I), catalpol (II) e a harpagoside (III). Já para o gênero Menyanthes diferentes 

tipos de estruturas fenólicas, tais como cumarinas (IV), escopoletina (V), flavonois 

(rutina (VI), hiperintensa, trifolioside) foram descritas (Martz, 2009), além dos iridoides 

como: loganina (VII), menthiafolina (VIII), foliamenthina (IX), dihidrofoliamenthina 

(X); e secoiridoides (Shiobara, et al. 1994). Damtoft (1994) isolou e elucidou estruturas 

derivadas de ésteres monoterpenoides (XI) e Petersen, (2009) propôs a presença de 

ácido clorogêncio (XII) para o gênero Menyanthes.  
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FIGURA 5: Estruturas de metabólitos secundários presentes na família Menyanthaceae 

e no gênero Menyanthes. (I) aucubina; (II) catalpol; (III) harpagoside; (IV) cumarina; 

(V) escopoletina; (VI) rutina; (VII) loganina; (VIII) menthiafolina; (IX) foliamenthina; 

(X) dihydrofoliamenthina; (XI) ésteres monoterpenoídes; (XII) ácido clorogênco. 

 

 

Por sua vez, Bohm et al. (1986) relatam em seu trabalho a química dos 

flavonóides para os cinco gêneros de Menyanthaceae (FIGURA 6). Dentre as espécies 

estudas encontra-se N. indica, que apresenta isorhamnetina, 7-o-methylquercetina, e 

3,7-di-o-methylquercetina.  
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FIGURA 6: Flavonoides isolados de espécies representativas da família 

Menyanthaceae. Kaempferol (I); quercetina (II); isorhamnetina (III); 7-o-

methylkaempferol (IV); 7-o-methylquercetina (V); 3, 7-di-o-methylquercetina (VI); and 

7,3'-di-0-methylquercetina (VII). (Retirado de Bohm et al. 1987). 

 

 

 Propriedades químicas e biológicas da espécie Menyanthes trifoliata 

(Menyanthaceae) têm sido amplamente estudadas. Esta espécie tem sido utilizada para 

tratar diferentes tipos de doenças inflamatórias, como nefrite e artrite (Tunón 1995). É 

descrito a utilização desta espécie também no tratamento de dor de cabeça, doenças da 

vesícula biliar, distúrbios hepáticos e distúrbios do sistema nervoso central (Saric-

Kundalic 2011). Suas folhas são utilizadas como purgativos e contra distúrbios gástricos 

(Ivancheva & Stantcheva 2000), contra doenças infecciosas, além do uso como 

desinfetante e antisséptico (Gautam 2007). 

 Manosroi (2012) descreve, para extratos de N. indica, a atividade anti-

ploriferante em linhagens de células cancerígenas. Além disso, os seus extratos aquosos 
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não apresentaram toxicidade em células humanas normais. O autor destaca em N. indica 

a presença de alcalóides, flavonóides, taninos xantonas, açúcar e resíduos de 

glicosídeos, que podem ser responsáveis pela atividade anti-proliferativa. Flavonoides 

apresentam muitas atividades biológicas, incluindo anti-alérgicos, anti-inflamatórios, 

anti-virais e anti-carcinogênico (Manthey et al. 2001).  

Alguns trabalhos destacam o uso medicinal tradicional para os metabólitos 

secundários de N. indica. Coe & Anderson (2005) apresentam que as  substâncias como 

alcalóides, glicosídeos, fenóis, saponinas, esteróides, taninos e os óleos voláteis 

presentes N. indica têm sido utilizadas na Nicaragua para o tratamento dos efeitos 

secundários causados por picadas de cobra. Estes compostos bioativos podem não 

neutralizar o veneno de serpente em si, mas servem como analgésicos, antieméticos, 

anti-inflamatórias, imunoestimulantes, anestésicos locais e sedativos. Scarpa (2004), por 

sua vez, destaca o uso de N. indica no tratamento antipirético pelos Criollos do noroeste 

argentino.  

 Sendo assim, observa-se que N. indica produz metabólitos secundários 

importantes na medicina tradicional. Todavia, esses metabólitos são produzidos pelos 

organismos vegetais em função de maximizar seu fitness, garantindo sua sobrevivência, 

agindo como uma alternativa química no mecanismo de defesa e interações ecológicas 

com o ambiente (Maplestone et al. 1992; Bassman 2004; Iriti & Faoro 2009). 
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__    ___                                                 2. HIPÓTESE 

 

Existe consenso na literatura de que níveis elevados de radiação UV-B geram 

efeitos diretos e indiretos em plantas que incluem o estresse oxidativo como resultado 

da produção de radicais livres. Este por sua vez, desencadeia cascatas de eventos 

relacionados ao estresse fisiológico e as respostas do vegetal ao mesmo. Neste sentido, 

processos fotoinibitórios da fotossíntese e respostas na produção qualitativa e 

quantitativa de metabólitos secundários são descritos na literatura. Além disso, a 

alteração da herbivoria em resposta ao UV-B, também descritao na literatura, indica que 

esta radiação afeta a relação do organismo com seu ambiente. Não obstante, metabólitos 

secundários produzidos em respostas a fatores ambientais possuem importância 

biotecnológica, com aplicações na área de fármacos. Contudo, o melhor entendimento 

do funcionamento do organismo em conjunto com suas relações ecológicas requer uma 

abordagem interdisciplinar. Trabalhos que integram os efeitos da radiação UV-B nos 

domínios da fisiologia vegetal, da química de seus metabólitos secundários e das 

relações do organismo com o ambiente são inexistentes na literatura. 

 

Neste contexto, a hipótese trabalhada nesta dissertação segue: 

 

“O estresse oxidativo induzido pelo aumento da radiação UV-B influencia 

conjuntamente na redução da eficiência fotossintética, nas alterações qualitativas e 

quantitativas do perfil químico com resultado na química defensiva da macrófita 

aquática N. indica.”  
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                                                               3. OBJETIVOS 

 

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a resposta fotossintética e química da 

planta aquática Nymphoides indica contra o estresse oxidativo causado por radiação 

UV-B e sua possível correlação com a herbivoria.  

 

Objetivos específicos: 

1 - Avaliar em laboratório as respostas fisiológicas (produção de metabólitos 

secundários e a eficiência fotossintética) em plantas de N. indica sujeitas a experimentos 

de indução de estresse oxidativo causado por UV-B; 

2 – Avaliar a influência da radiação UV-B na atividade antioxidante de N. indica; 

3 – Avaliar a influência da radiação UV-B na produção de defesas químicas contra 

a herbivoria em N. indica. 

4 - Identificar as substâncias fenólicas presentes nos extratos brutos metanólicos 

de N. indica; 

5- Caracterizar as substâncias bioativas presentes nos extratos brutos de N. indica;  
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_____________________4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. CARACTERIZAÇÃO DO LOCAL DE COLETA 

Os indivíduos de Nymphoides indica utilizados neste estudo foram provenientes 

da população que ocorre na Lagoa Comprida (22° 16' 51.30" S  41° 39' 19.80" O), 

localizada no Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba (PNRJ), município de 

Carapebus, estado do Rio de Janeiro (FIGURA 7A e B).  

 

 

 

FIGURA 7: (A) Mapa de localização do Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba. 

Com destaque para a Lagoa Comprida (Adaptado de Santos et al. 2004). (B) Imagem da 

Lagoa Comprida. 

A 

B 
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O PNRJ abrange os municípios de Macaé, Carapebus e Quissamã entre as 

coordenadas 22º e 22º 23’ S e 41º 15’ e 41º 45’ O. Criado por lei federal em 1998, o 

parque conta com 14.860 hectares, sendo 44 km de costa, constituindo o único parque 

nacional protegido na forma de restinga. A área em questão, embora seja regionalmente 

conhecida como restinga, é, na realidade, um conjunto de mosaicos de ecossistemas 

diferenciados pela elevada biodiversidade e grande fragilidade ecológica (Araújo et al. 

1998).  

Segundo dados do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), obtidos para a 

estação meteorológica de Macaé, a radiação global média na região é de 1347 KJ/m² 

com a maior incidência ocorrendo nos meses de verão (FIGURA 8A). A temperatura 

média anual fica em torno de 22ºC com a máxima de 41ºC, atingida em fevereiro de 

2010 e mínima de 10ºC em junho de 2010 (FIGURA 8B). A precipitação alcança 8199 

mm, porém a distribuição de chuvas é sazonal, sendo o verão a estação com maior 

índice pluviométrico, 381 mm em janeiro de 2012. Nos meses mais secos - junho, julho 

e agosto - o solo apresenta deficiência hídrica e de outubro a janeiro ocorre reposição de 

água no solo (FIGURA 8C). 
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FIGURA 8: Dados meteorológicos obtidos para a cidade de Macaé-RJ no período de setembro de 2006 a julho de 2012. (A): Média e desvio da 

radiação global. (B): Média da temperatura do ar (cinza claro), temperatura máxima (preto) e mínima (cinza escuro). (C): Precipitação 

acumulada. (Fonte: INMET)
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A região abriga 18 lagoas costeiras com alto grau de preservação e importância 

ecológica. Estas lagoas se diferem em sua morfometria e condições físico-químicas, por 

exemplo, profundidade, pH, salinidade e coloração da água (Penosso et al. 1998). Uma 

das maiores características destes ecossistemas aquáticos são as altíssimas 

concentrações de carbono dissolvido, que refletem diretamente sobre o balanço de 

carbono com a atmosfera (Farjalla et al., 2004). Esses fatores abióticos exercem papel 

fundamental na estruturação, fisiologia e na produção de metabólitos secundários da 

flora que habita esses ambientes (Esteves 1998). 

Pesquisas realizadas nas lagoas costeiras demonstram que estes ecossistemas são 

considerados locais de elevada biodiversidade aquática, variando desde invertebrados 

até peixes, além de deversas espécies de plantas aquáticas. Além de oferecerem diversos 

serviços ambientais, as lagoas costeiras constituem ecossistemas de grande 

produtividade, podendo estar sob influência de ambientes terrestres, marinhos e de 

águas doces (Esteves 1998). 

Dentre as lagoas costeiras protegidas pelo PNRJ está a Lagoa Comprida. Esta 

lagoa apresenta água predominantemente doce, pois permanece isolada do mar por uma 

faixa de aproximadamente 30 m de areia. Sua área é de 0,13 km
2
, sofrendo contração 

devido ao dessecamento no período de estiagem e expansão pelo aumento da 

pluviosidade no período chuvoso. Seu perímetro atinge cerca de 4 km (Hollanda-

Carvalho et al. 2003). É considerada uma lagoa rasa, com profundidade máxima de 2,5 

m, sendo vulnerável à ação dinâmica dos ventos e àoscilação dos fatores climáticos 

(Penosso et al. 1998).  

A lagoa Comprida pode ser considerada uma lagoa de águas ácidas (pH médio 

de 4,8), apresentando uma coloração escura, com transparência média de 0,5 metros, 

devido à elevada concentração de compostos húmicos e fúlvicos (Petrúcio, 1998). Além 

disso, essa lagoa possui uma elevada concentração de carbono orgânico dissolvido 

37,3mg L
-1 

(Farjalla, et al. 2004). 
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4.2. COLETA DE Nymphoides indica 

Espécimes de N. indica foram coletados na Lagoa Comprida em maio de 2011 

para caracterização dos metabólitos secundários. Para o experimento de indução ao 

estresse por UV-B outros indivíduos foram coletados em Janeiro de 2012.  

Em ambas as coletas os espécimes foram acondicionados individualmente em 

sacos plásticos contendo água da lagoa, acomodados em caixas térmicas e transportados 

para o Biotério Aquático do Núcleo em Ecologia e Desenvolvimentos Sócio-ambiental 

de Macaé (NUPEM/UFRJ, onde foram triados e destinados aos estudos ecológicos e 

fitoquímicos propostos neste trabalho.  

A identificação do material foi realizada pela Profª. Drª. Tatiana Ungaretti Paleo 

Konno com o auxilio do exemplar já depositado no herbário do NUPEM/UFRJ de 

número de registro RFA-MAC-812/RFA-38761 (FIGURA 9). 
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FIGURA 9: Exsicata de Nymphoides indica, coletada na Lagoa Comprida no Parque 

Nacional da Restinga de Jurubatiba 

 

 

4.3. CULTIVO SOB RADIAÇÃO UV-B 

4.3.1. Medições da Radiação UV-B natural 

Para a determinação dos parâmetros experimentais, buscou-se estabelecer 

valores de radiação UV-B capazes de promover estresses fisiológicos. Inicialmente 

mensurou-se a dose diária de radiação UV-B em dias de verão de céu limpo, sem a 

presença de nuvens. As medidas foram realizadas nos dias 26 e 28/01/2012 no 

NUPEM–UFRJ (22° 19' 38.93" S  41° 44' 10.10" O), localizado a cerca de 5 

quilômetros  do local onde se encontra a população de estudo. 
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As mensurações da radiação UV-B foram realizadas utilizando o sensor 

analógico PMA1106 (Firma Solar Light Company, Inc, EUA) acoplado a um dataloger 

LI-1400 (LI-Cor, Inc, EUA) através de um conversor de tensão desenvolvido pela firma 

“Além Mar Comercial e Industrial S/A” (FIGURA 10). As leituras da radiação UV-B 

fornecidas em mWatt cm
-2

 foram convertidas para Joule m
-2

 s
-1

. A dose diária de 

radiação UV-B foi calculada integrando medidas do curso diurno e expressa em KJoules 

m
-2

 dia
-1

. As fórmulas de conversão foram retiradas de 

<http://www.apogeeinstruments.com/conversions/watts-ppf.html> acessado em abril de 

2012. 

 

 

FIGURA 10: Imagem do LI-1400 utilizado nas medições de radiação UV-B 

 

4.3.2.  Desenho Experimental 

Trinta indivíduos adultos e saudáveis de N. indica foram subdivididos em três 

grupos denominados:  

a) Campo (10 indivíduos) – que não foram submetidos ao cultivo, considerado 

como indivíduos expostos a radiação UV-B natural;  

b) Controle (10 indivíduos) – cultivados sem radiação UV-B;  
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c) Tratamento (10 indivíduos) – cultivados sob radiação UV-B. 

 

Cada indivíduo de N. indica do Controle e Tratamento foi transplantado para 

recipientes de vidro com sedimento da lagoa e acomodados em pares nas câmaras do 

aquário de cultivo (FIGURA 11 A e B). 

 

 

FIGURA 11: (A) Indivíduos de N. indica transplantados individualmente. (B) Dois 

indivíduos de N. indica em câmara individual no sistema de aquários. 

 

A 

B 
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O cultivo foi realizado em um sistema de aquários com 10 câmaras 

independentes, com areação, circulação e filtragem de água constante (FIGURA 12). Os 

aquários foram abastecidos com cerca de 400 litros de água da lagoa Comprida coletada 

no mesmo dia e local em que foram coletados os indivíduos para o experimento. As 

variáveis físico-químicas da água como: pH, condutividade e salinidade foram medidas 

no campo e  monitoradas durante todo o cultivo.   

 

 

FIGURA 12: Imagem do sistema de aquários utilizado no cultivo. 

 

 

 O regime de luz estabelecido foi de 12 horas  de luz e 12h de escuro, fornecido 

por lâmpadas fluorescentes (Sylvania, Luz do dia Plus, F HO, 85 Watts). A exposição 

ao UV-B foi obtida por uso da lâmpada fluorescente modelo Philips Narrowband, 

TL/01, de 100 Watts que apresenta um espectro estreito dentro da faixa de UV-B com 

pico em 311nm (FIGURA 13).  O regime de 12h:12h de luz:escuro, além do regime 
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estabelecido de radiação UV-B foi mantido com o auxílio de temporizadores conectados 

as lâmpadas. Para garantir o ambiente escuro isolado da luz exterior durante o período 

não iluminado, as luzes do laboratório foram mantidas apagadas e as janelas cobertas 

com plásticos pretos durante todo o experimento. 

 

 

FIGURA 13: Espectro de UV da lâmpada “Phillips TL/01 Narrowband” 

 

 

A temperatura ambiente foi mantida em 24 °C através de um sistema de 

resfriamento utilizando aparelhos de ar condicionado na sala de cultivo. 

Após o período de cinco dias de aclimatação às condições de laboratório, os  10 

indivíduos do tratamento foram expostos durante 13 dias a 7 horas diárias de luz UV-B, 

correspondendo a cerca de 1,93 vezes a dose diária observada no curso diurno em 

campo (Dose em cultivo: 626,4 KJ m
-2

 dia
-1

; Dose natural em campo: 324,0KJ m
-2

 dia
-

1
). Já os indivíduos do controle foram submetidos a cultivo somente com o regime de 

12h de radiação PAR e 12h no escuro (FIGURA 14). 
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FIGURA 14: Imagem dos aquários que não receberam radiação UV-B (Controle), sem 

a lâmpada central (a esquerda). E os aquários que receberam radiação UV-B 

(Tratamento), com a lâmpada central (a direita). 

 

4.4. ANÁLISE DA FOTOSSÍNTESE - Fluorescência da Clorofila a 

Medidas da fluorescência da clorofila a dos indivíduos do cultivo (sem radiação 

UV-B e com 1,93 da Radiação UV-B natural) e do campo (radiação UV-B natural) 

foram realizadas com o auxílio de um Fluorômetro portátil de Modulação de Amplitude 

de Pulso – Mini-PAM (Walz GmbH, Alemanha) (FIGURA 15 A e B). 
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FIGURA 15: (A) Aparelho MINI-PAM usado para medidas fotossintéticas. (B) 

Medições da fluorescência da clorofila a no cultivo de N. indica. 

 

 

A fibra óptica do aparelho manteve a distância (1cm) e ângulo constantes pelo 

suporte foliar do aparelho. Medidas da radiação fotossinteticamente ativa (PAR =400-

700nm) próximo à superfície da folha foram realizadas pelo sensor quântico do clipe 

foliar calibrado contra um sensor quântico LI-COR 190 (Lincoln, Nebraska, EUA). 

Medidas da fluorescência máxima (Fm) e mínima (F0)  realizadas meia hora antes do 

início do período de claro (11:30 de adaptação ao escuro) foram usadas para calcular a 

razão entre a fluorescência variável (Fv= Fm-F0) pela máxima (Fm) resultando em 

A 

B 
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valores da eficiência quântica potencial do fotossistema II (Fv/Fm). Valores Fv/Fm em 

campo foram obtidos escurecendo a folha por 1h através do uso de clipes de escuro 

(acessório do Mini-PAM). Valores de Fv/Fm < 0,83 indicam potoinibição (Björkman & 

Demmig, 1987) e é resultado da dissipação não fotoquímica da fluorescência da 

clorofila a.  Componentes rápidos de dissipação não fotoquímica são devido ao 

aparecimento de um gradiente eletroquímico de prótons na membrana do tilacóide e são 

reversíveis em dezenas de minutos. A reversão lenta da dissipação não fotoquímica (de 

várias horas a dias) é devido a danos nos fotossistemas especialmente nas proteínas D1 

e D2 (Thiele et al. 1998). Logo, a fotoinibição medida antes do início do período de luz 

é considerada neste trabalho como possível efeito crônico do estresse gerado pelas 

condições de UV-B.  

Para avaliação do efeito da radiação UV-B no funcionamento do PSII em 

amostras em período claro, medidas da fluorescência da clorofila foram tomadas antes e 

imediatamente depois da aplicação de UV-B em duas folhas para cada indivíduo. Para 

tal a eficiência quântica efetiva do PSII (F/Fm’) foi calculado como (Fm’-F)/Fm’ 

(Genty, Briantais & Baker, 1989), onde  F corresponde a fluorescência basal em 

amostras iluminadas e Fm’ corresponde à fluorescência máxima obtida quando um 

pulso de luz saturante (>4000 umol m
-2

 s
-1

) de luz de 800 ms ultrapassa os valores de 

intensidade  de luz ambiente (Schreiber & Bilger 1993). A Taxa  de Transporte de 

Elétrons (ETR) foi calculada como 0,5 x F/Fm’ x PAR x 0,84, onde o fator 0,5 

considera que ambos os fotossistemas II e I foram excitados por PAR e que esta 

excitação é distribuída igualmente entre os fotossistemas. O fator 0,84 considera uma 

taxa universal de absorção de PAR pelos fotossistemas, conforme a documentação do 

Mini-PAM. 

 A capacidade fotossintética intrínseca foi determinada através de curvas de 

resposta instantânea de F/Fm’ e ETR  à nove níveis crescentes de luz em nove estágios 

de 30 segundos cada. O PAR inicial é zero e chega a intensidades de cerca 

2000 mol m
-2

 s
-1

, no último estágio. A partir destas curvas pontos cardinais foram 

tabelados correspondendo ao comportamento de F/Fm’ e ETR com PAR em 300 e 

1800 µmol m
-2

 s
1
 (FIGURA 16). Com o intuito de verificar se a radiação UV-B alterou 

a capacidade fotossintética intrínseca das plantas do experimento, as curvas de luz 

foram realizadas uma hora após a aplicação de UV-B. 
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FIGURA 16: Representação de uma curva de resposta instantânea da Eficiência 

Quântica Efetiva (F/Fm’) e ETR s (Taxa de Transporte de Elétron– do inglês Electron 

Transport Rate). Destacando F/Fm’ e ETR a 300 e 1800 µmol m
-2

 s
1
 de luz PAR. 

 

 

Durante os 13 dias de cultivos, sete dias intercalados foram escolhidos para as 

medições dos parâmetros da fluorescência da clorofila a descritos acima. Em campo 

medidas de Fv/Fm foram feitas em dez exemplares de N. indica. As curvas de luz foram 

feitas em cinco plantas do Controle, cinco plantas do Tratamento (uma de cada câmara) 

e em dez plantas do Campo.  

A estrutura dos dados foi representada através do calculo de médias e desvios 

padrão para os parâmetros de fluorescência. Os dados referentes à avaliação de 

fotoinibição do PSII foram analisados por Análise de Variância (ANOVA) com design 

para medidas repetidas (Zar 1999). Já a avaliação do efeito direto da aplicação da 

radiação UV-B na atividade do PSII foi determinada subtraindo-se os valores de 

F/Fm’ antes e após a aplicação da dose diária de radiação UV-B. Cada resultado 

obtido foi inicialmente analisado com Teste-t de Student (Zar 1999) contra o valor fixo 

de zero para avaliar a significância do efeito imediato do UV-B. A diferença entre o 

grupo sem UV-B (Controle) e o grupo com 1,93 vezes a radiação UV-B natural 
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(Tratamento) foi também analisada por Teste-t de Student para amostras independentes 

(Zar 1999).  Os pontos cardinais provenientes das curvas de luz (F/Fm’ e  ETR) com 

PAR 300 e 1800 mol m
-2

 s
-1

 foram avaliados pela análise de variância ANOVA. O 

nível de significância assumido para os teste foi de p < 0,05.  

 

4.5. ANÁLISES QUÍMICAS 

4.5.1.  Extração dos metabólitos secundários 

Ao término do cultivo foram separadas as folhas de todos os indivíduos, assim 

como as folhas dos indivíduos do Campo, para extração dos metabólitos secundários.  

Todas as folhas de cada indivíduo foram secas a temperatura ambiente e 

protegida da luz (FIGURA 17), a fim de evitar fotólise e termodegradação dos 

metabólitos (CRONIN et al. 1995).  

 

 

 

FIGURA 17: Secagem das folhas dos indivíduos de N. indica. 
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Em seguida, as folhas de cada individuo foram moídas e submetidas à extração 

exaustiva por maceração com o solvente orgânico metanol (Tedia grau HPLC), com o 

auxílio de um banho de ultrasom (Logen Scientific, LS-218). Foram realizadas três 

extrações com intervalos de dois dias cada. O volume de metanol utilizado em cada 

extração variou de 20 a 40 mL, volume proporcional à biomassa extraída na razão de 

cerca de 10 mL de solvente / 0,5 g de planta seca. Os extratos foram filtrados em papel 

filtro e o solvente foi evaporado sob pressão reduzida, com o auxílio de um 

rotaevaporador com banho-maria (Buchi, R210, V850, B491, Suíça) a uma temperatura 

de 40°C (FIGURA 18). 

O uso do metanol para a preparação dos extratos seleciona todos os constituintes 

químicos desde moléculas apolares, de polaridade intermediária e polar, como por 

exemplo, substâncias terpenoídicas, lactonas, ácidos orgânicos e substâncias fenólicas 

em geral (Viegas et al. 2004). 

 

 

FIGURA 18: Esquema do sistema de extração por maceração dos metabólitos 

secundários (Retirado de Lima 2009). 
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4.5.2. Perfil químico dos extratos por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

(CLAE-UV-DAD) 

Os perfis químicos dos extratos dos indivíduos cultivados e de Campo foram 

analisados por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) (Shimadzu, Modelo 

LC-20) com duas bombas LC20AT, acoplado a um detector por varredura de espectro 

ao ultravioleta por arranjo de fotodiodos SPD-M20A (UV-DAD) e injetor Rheodyne 

7725i com volume de injeção de 20 μL (FIGURA 19). 

 

 

FIGURA 19: Aparelho de Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 

(Shimadzu, Modelo LC-20) 

 

 

 Para todos os extratos as condições de análise otimizadas foram: coluna C-18 da 

Shim-Pack (5m, 4,6 x 250 mm); fase móvel constituída por gradientes não lineares de 

polaridade de solução de água Mili-Q (Millipore
®

) pH 3 em ácido fosfórico 85% (Tedia 

HPLC) e metanol (Tedia grau HPLC) variando de 0 a 100% (TABELA II) com fluxo de 

1mL min 
-1

.  
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TABELA II: Sistema de gradiente otimizado utilizado na análise de CLAE 

Tempo (min) Concentração (%) de 

Água Acidificada (pH 3) 

Concentração (%) de Metanol 

0 100 0 

10 70 30 

40 40 60 

60 0 100 

 

As amostras de extrato bruto de cada indivíduo foram diluídas em metanol 

(Tedia grau HPLC,) na concentração de 10 mg/mL (p/v) e filtradas em filtros de 

Politetrafluoretileno 0,45 μm (Millipore
®
). As análises por CLAE de cada indivíduo 

foram realizadas em duplicata.  

Para avaliar as semelhanças e diferenças entre os perfis cromatográficos foram 

aplicadas ferramentas quimiométricas exploratórias. Inicialmente os dados 

cromatográficos obtidos foram organizados na forma de matrizes bi-dimensionais. O 

software COWtool (<http://www2.biocentrum.dtu.dk/mycology/analysis/cow/>) foi 

utilizado para o alinhamento de base de cada cromatograma e para corrigir o desvio de 

tempo de retenção dos picos através do Correlation Warping Algorithm (COW), como 

descrito em Nielsen et al. (1998). Para a execução do COW foi utilizado o 

cromatograma com o maior número de picos. O alinhamento é necessário devido a 

desvios mínimos de tempos de retenção, originados de pequenas oscilações no sistema 

cromatográfico que precisam ser removidos para que a análise multivariada se sustente 

apenas nos tempos de retenção e intensidade relativa das bandas cromatográficas 

(propriedades inerentes das amostras). A utilização dos dados não alinhados implicaria, 

por exemplo, na utilização de mais componentes principais do que aquelas realmente 

necessárias, podendo levar a interpretações equivocadas dos resultados (Stasiak et al. 

2010). 

Uma matriz de dados composta dos dados alinhados de cada cromatograma no 

comprimento de onda de 254 nm, totalizando 30 linhas (amostras – média das duas 

injeções para cada amostra) e 5626 variáveis (tempos de leitura, 60 min) foi submetida à 

Análise de Componentes Principais (PCA – do inglês Principal Component Analysis). 
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A correlação dos perfis químicos sumarizada foi feita em linguagem R (www.r-

project.org) usando o pacote "ChemometricsWithR" (Wehrens 2012). 

Para analisar estatisticamente a separação dos grupos na PCA foi realizada uma 

análise de variância não paramétrica, Kruskal-Wallis, dos scores da PC1 seguido de 

uma analise de comparação múltipla dos pares de grupos. O nível de significância 

assumido foi p ≤ 0,05. 

 

4.6. ANÁLISE ANTIOXIDANTE 

A capacidade antioxidante dos extratos brutos dos indivíduos do Campo, 

Controle e Tratamento foi avaliada utilizando-se o método de redução do radical livre 

estável DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) gerados in vitro proposto por Silva & 

Paiva. (2012) e Wen et al. (2011) com algumas modificações.  

Este ensaio baseia-se na redução do radical livre estável DPPH (2,2-difenil-1-

picril-hidrazila) gerados in vitro, de coloração inicialmente púrpura intensa em solução 

alcoólica.  Nesta reação o DPPH é reduzido (neutralizado), formando difenil-picril-

hidrazina, de coloração amarela, pela doação de hidrogênio (H
+
) de um antioxidante ou 

uma espécie radicalar (R•) presente nas amostras avaliadas (FIGURA 20). O efeito de 

descoloração é estequiométrico em relação ao número de elétrons retirados, e é 

independente de qualquer atividade enzimática. O ensaio resulta no decréscimo da 

absorbância do sistema reacional, podendo ser monitorada espectrometricamente 

(Rozema et al. 2002; Chandra & Mejia 2004; Huang et al. 2005; Duan et al. 2006; 

Garcez et al. 2009).   
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FIGURA 20 – Reação de neutralização do radical DPPH por hidrogênio de um 

antioxidante (LH) – a reação ocorre com a mudança da cor violeta  para amarela.  

 

 

Construção na curva de calibração do DPPH 

Foi preparada uma solução do radical DPPH (Sigma Aldrich) 0,3 mM em 

metanol, o qual foi diluído em soluções com concentrações finais de 30, 60, 120, 150 e 

180 µM. Em uma sala escura, foi realizada a leitura de uma alíquota de cada solução de 

DPPH espectrofotômetro do tipo leitor de ELISA (DV 9.90 BVG GIO.DE VITA) a 492 

nm. O metanol foi utilizado como branco para calibrar o aparelho.  

 

Leitura das absorbâncias das amostras 

Soluções estoques dos extratos (1,0 mg/mL em metanol) foram diluídas de 

forma a se obtiveram  concentrações finais de 250, 125, 50, 25, 10 e 5 µg/mL. Em uma 

microplaca de 96 poços foram adicionados 100 µL de solução de DPPH (0,3 mM) a 250 

µL da solução de cada extrato nas diferentes concentrações.  

Utilizou-se, ainda, 250 µL de metanol e 100 µL da solução de DPPH como 

controle negativo. Além de 250 µL das diferentes diluições de cada extrato com 100 µL 

de metanol como branco da mostra. A absorbância das amostras foi monitorada a 492 

nm, em intervalos regulares de 5 minutos durante um tempo de reação de 30 minutos, 

N
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tempo necessário para obter-se a estabilização da absorbância. A leitura da absorbância 

final (30 minutos) foi utilizada para calcular a concentração de amostra necessária para 

reduzir em 50% da concentração inicial de DPPH (EC50), expresso como g de amostra / 

g DPPH. Toda reação do DPPH transcorreu no escuro e à temperatura ambiente.  

O BHT (Butilhidroxitolueno) (FIGURA 21) foi utilizado no ensaio como 

controle positivo, submetido aos mesmos procedimentos mencionados para os extratos. 

Todas as amostras foram analisadas em triplicata. 

FIGURA 21: ESTRUTURA DO BHT 

Determinação do EC50 

Após as leituras, o valor correspondente à metade da absorbância do controle 

negativo foi substituído na equação de calibração do DPPH, a fim de encontrar o 

consumo de DPPH (µM) que correspondesse à redução de 50% da sua concentração 

inicial. Em seguida, o valor obtido foi convertido em g/L de DPPH através do seguinte 

fórmula: 

 

[DPPH] (g/L) = [DPPH (uM)] / 1.000.000) x 394,3 (peso molecular do DPPH). 

 

Uma segunda equação linear foi obtida por regressão dos pontos no tempo de 30 

minutos para cada réplica dos extratos investigada, onde a abscissa representa as 

diferentes concentrações das soluções de extratos e a ordenada correspondente às 

absorbâncias. Na amostra de BHT apenas os pontos que estavam dentro da faixa de 

linearidade (pelo menos 3 pontos) foram utilizados. 

Para calcular a atividade antioxidante total, o valor correspondente à metade da 

absorbância inicial do controle negativo foi então substituído em cada uma das 

equações, a fim de encontrar a concentração de extrato necessária para reduzir 50% da 

concentração inicial de DPPH (EC50). 
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O valor de EC50 encontrado em µg/mL foi dividido por 1000, a fim de se obter o 

valor em g/L de extrato. O valor obtido foi dividido pelo valor encontrado em g/L de 

DPPH para obter o resultado final expresso em g de extrato/g DPPH: 

 

                 EC50 (extrato (g) / DPPH (g) =  EC50 (mg / mL) / 1.000 

                                   DPPH (g / L) 

 

 Com a finalidade de avaliar as possíveis variações entre os extratos dos 

indivíduos do Campo, Controle e Tratamento, os resultados obtidos na Atividade 

Antioxidante Total (EC50) foram analisados pelo teste de variância não paramétrico, 

Kruskal-Wallis, devido à falta de normalidade e homocedasticidade dos dados. O teste a 

posteriori Dunn's foi aplicado para identificar em qual par de dados encontra-se a 

diferença.  O valor de p ≤0,05 foi assumido para identificar diferenças significativas 

entre as amostras.  

 

Avaliação da cinética de reação 

 O comportamento cinético da reação das amostras com o DPPH foi avaliado por 

uma curva de dose-resposta em relação à diminuição da porcentagem de DPPH 

remanescente em função do tempo para cada concentração do extrato. As leituras das 

absorbâncias, em triplicata, nos intervalos de 5 minutos, foram convertidas em 

concentração de DPPH remanescente [DPPHrem], usando a equação da curva de 

calibração do DPPH. A concentração inicial de DPPH, [DPPH0], foi obtida a partir da 

absorbância do controle negativo usando a mesma equação. Estes valores foram então 

usados para se obter a porcentagem de DPPH remanescente (% DPPHrem) de acordo 

com a fórmula: 

 

                               % DPPHrem = ([DPPHrem] / [DPPH0]) x 100. 
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4.7. BIOENSAIOS DE HERBIVORIA 

A investigação da atividade anti-herbivoria dos extratos dos indivíduos do 

Campo, Controle e Tratamento, procedeu com o bioensaio de ação defensiva dos 

extratos frente ao herbívoro generalista Biomphalaria  sp. (FIGURA 21), realizado 

segundo o método proposto por Bolser et. al. (1998) e Cronin et al. (2002), com 

algumas modificações. 

Biomphalaria  sp. foi utilizado como modelo de herbívoro por apresentar hábitos 

generalistas e pela sua abundancia nas lagoas do PARNA Jurubatiba, inclusive nas 

lagoas onde estão localizadas as populações de N. indica no Parque.  

 

 

FIGURA 21: Imagem do gastrópode Biomphalaria  sp. utilizado como herbívoro 

modelo nos bioensaios ecológicos. 

 

 

Os gastrópodes Biomphalaria sp. utilizados nos testes foram coletados na lagoa 

Carapebus (PNRJ, RJ), por busca ativa nos bancos de macrófitas com auxílio de 

peneiras. Os espécimes coletados foram acondicionados em caixas térmicas com água 

da lagoa e aeração. No laboratório, os gastrópodes foram mantidos em aquários com 
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água da lagoa em devida aeração e alimentados com alface até o início dos 

experimentos.  

Os experimentos consistiram da avaliação da preferência alimentar do 

gastrópode realizada com alimentos artificiais preparados com ágar e a mistura do pó de 

alface:brócolis (1:1) (alimento - sem extrato). E alimentos contendo o pó de 

alface:brócolis incorporado ao extrato bruto de cada indivíduo analisado (alimento - 

com extrato), respeitando concentração natural de cada extrato.  

Para o preparo dos alimentos artificiais, foi utilizada a seguinte metodologia:  

 Alimento  com extrato: o extrato bruto de cada indivíduo foi diluído em 

diclorometano e incorporado a 0,2 g (peso seco) de pó da mistura alface:brócolis.  Após 

a evaporação total do solvente a temperatura ambiente, foi adicionado 2 mL de água 

destilada a essa mistura. Uma segunda mistura feita com 0,2 g de ágar (Vetec) 

dissolvida com 10 mL de água destilada foi aquecida em microondas por 

aproximadamente 20 segundos até a ebulição. Essa segunda mistura foi resfriada até a 

temperatura de aproximadamente 40°C e então vertida sobre a primeira mistura. O 

material foi homogeneizado e, logo em seguida despejado sobre uma tela de nylon com 

formato de quadrados regulares de 1 mm. A mistura foi então prensada com o auxílio de 

uma folha de plástico (PVC) e distribuída sobre a tela com um rodo de pia, a fim de 

evitar irregularidades de superfície. Alguns segundos depois, os alimentos artificiais 

tornaram-se firmemente aderidos à tela possibilitando seu corte com tamanhos de 10x10 

mm. O aquecimento do ágar + água destilada foi feito separado para evitar a 

termodegradação do extrato bruto.  

 

 Alimento - sem extrato: O alimento-controle foi preparado seguindo-se os mesmos 

procedimentos do alimento-tratamento, sem incorporação do extrato. Neste alimento foi 

adicionado apenas diclorometano de forma que possíveis resíduos do solvente 

estivessem presentes em ambas condições de experimento. 
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Os gastrópodes foram acondicionados individualmente em pequenos potes 

plásticos de 250 mL contendo água da lagoa. Em seguida cada pote recebeu um 

alimento sem extrato e um alimento com extrato. Os herbívoros permaneceram em 

contato com os alimentos o tempo suficiente para se observar o consumo significativo 

de pelo menos metade de um dos dois alimentos oferecidos (FIGURA 22 e 23). Em 

todos os bioensaios novos espécimes de gastrópodes, já coletados e mantidos no 

laboratório, foram utilizados. 

 

 

 

FIGURA 22: Esquema do bioensaio de herbivoria onde os dois alimentos artificiais 

(com incorporação do extrato bruto e sem o extrato bruto) são oferecidos 

simultaneamente ao herbívoro generalista Biomphalaria sp.  
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FIGURA 23: Etapas do bioensaio de herbivoria. 1: dois alimentos artificiais (com 

incorporação do extrato bruto e sem o extrato bruto); 2: herbívoro em contato com o 

alimento; 3: Replicas do bioensaio; 4: Contagem dos quadrados consumidos. 

 

Para cada indivíduo de Nymphoides indica (Campo, Controle e Tratamento) foi 

realizado um bioensaio distinto, totalizando 30 experimentos, com réplicas variando de 

três a nove para cada indivíduo.  

A preferência entre os alimentos foi medida através da contagem do número de 

quadrados na tela consumidos. O tratamento estatístico aplicado aos resultados para 

avaliar o consumo de cada par de alimentos foi o teste não-paramétrico de Wilcoxon, já 

que os resultados dos bioensaios não apresentaram uma distribuição normal. As 

diferenças de consumo foram consideradas significativas quando p ≤ 0,05.  

 

 

 

1 2 

3 4 
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4.8. CARACTERIZAÇÃO DOS METABÓLITOS SECUNDÁRIOS DE N. indica 

4.8.1. Extração dos metabólitos secundários de N. indica 

O material proveniente da coleta de maio de 2011 foi seco a sombra e 

temperatura ambiente. Posteriormente foi moído e subdividido em duas partes para 

extração.  

Uma parte de 29 g foi submetida à exaustiva extração por maceração com o 

solvente orgânico metanol (Tedia grau HPLC) e o auxílio de um banho de ultrasom. 

Depois de filtrado, o extrato bruto foi concentrado, sob pressão reduzida, fornecendo o 

extrato bruto em metanol total (EBtotal).  

Outra parte do material seco de 713 g foi submetida à extração sequencial 

exaustiva utilizando três solventes de polaridade crescente: hexano (C6H14), acetato de 

etila (AcOEt) e metanol (MeOH), também com o auxílio de um aparelho de ultrasom. 

Cada uma destas soluções foram filtradas e concentradas sob pressão reduzida, 

fornecendo os extratos brutos em hexano (EBH), acetato de etila (EBAC) e metanol 

(EBM). 

 A extração sequencial foi realizada a fim de separar, inicialmente, as principais 

classes de metabólitos secundários pela polaridade. 

 Um esquema resumido do método de extração é apresentado na FIGURA 24. 
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FIGURA 24: Método de obtenção dos extratos de Nymphoides indica. Onde MeOH = 

metanol; C6H14 = hexano; AcOEt = acetato de etila, EBtotal = extrato bruto em metanol 

total, EBH = extrato bruto em hexano e EBAC =  extrato bruto em acetato de etila e 

EBM = extrato bruto em metanol. 

 

 

4.8.2. Análises cromatográficas dos extratos brutos de N. indica 

4.8.2.1. Perfil químico fenólico do extrato em metanol total por CLAE-UV-DAD 

 O perfil químico por CLAE-UV-DAD do extrato EBtotal foi utilizado para 

determinação dos compostos fenólicos presentes em N. indica. Para determinação 

destes compostos, treze padrões comerciais de substâncias fenólicas (Sigma Aldrich) 

(TABELA III), na concentração de 0,2 mg/mL, foram analisados também por CLAE-

UV-DAD, sob as mesmas condições de análise descrita do item 5.2. 
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Tabela III: Padrões comerciais de substâncias fenólicos utilizados na caracterização do 

perfil químico por CLAE-UV-DAD do extrato bruto em metanol (EBM1) da macrófita 

aquática Nymphoides indica. 

Padrão comercial Estrutura 

-(-) Epicatetina O

OH

OH

OH

OH

OH

 

Ácido Cafeico 
OH

OH

OH

O

 

Ácido Clorogênico 

O

O

CH3

CH3

OH

OOH

 

Ácido Elágico 

O

OOH

OH

O

OH

OH

O

 

Ácido Ferrúlico 
OH

O

OCH3

OH
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Ácido Fumárico OH
OH

O

O

 

Ácido Gálico 
OH

O

OH

OH

OH  

Ácido p-cumárico 

OH

OH

O

 

Ácido Tartárico OH
OH

O

OH

OH

O

 

Ácido -cetoglutárico OHOH

O

O

O

 

Apigenina 

OOH

OH O

OH

 

Floroglucinol 

OH

OH OH 

Kaempferol 

OOH

OH O

OH

OH
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Quercetina 
OOH

OH O

OH

OH

OH

 

 

A determinação da presença destas substâncias no EBtotal, inicialmente, foi 

realizada comparado os tempos de retenção (tR) e os espectros de UV dos padrões frente 

aos mesmos tR e espectro de UV das substâncias presentes no extrato EBtotal. Em 

seguida, foi realizada a co-injeção de cada padrão isoladamente no extrato. A presença 

do composto fenólico no extrato foi sugerida observando-se o aumento da altura e da 

área do pico nas amostras. 

 

4.8.2.2. Caracterização geral do perfil químico dos extratos brutos por CLAE-UV-DAD 

 O perfil químico dos extratos EBtotal, EBH, EBAE e EBM foram avaliados 

por CLAE-UV-DAD nas mesmas condições de análises já detalhadas no item 5.2. Em 

seguida, os espectros de UV das principais substâncias de cada extrato foram 

caracterizados comparando com dados já descritos na literatura.  
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4.9. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS BRUTOS DE N. indica 

Para determinação da atividade antioxidante dos extratos brutos de N. indica 

(EBtotal, EBH, EBAE e EBM) foi aplicada a mesma metodologia já descrita no tópico 

7 de Materiais e Métodos.  

Para avaliar as possíveis variações na Atividade Antioxidante Total entre os 

extratos brutos analisados, os resultados obtidos (EC50) foram analisados pelo teste de 

variância ANOVA. O teste a posteriori de Tukey foi aplicado para identificar em qual 

par de dados encontrava-se a diferença.  O valor de p ≤0,05 foi assumido para 

identificar diferenças significativas entre as amostras.  

 

 

4.10. BIOENSAIOS DE HERBIVORIA COM OS EXTRATOS BRUTOS DE N. 

indica 

A atividade contra herbivoria dos extratos brutos de N. indica (EBtotal, EBH, 

EBAE e EBM) foi avaliada seguindo a mesma metodologia já descrita no tópico 4.7 de 

Materiais e Métodos.  

 O consumo de cada extrato foi avaliado individualmente em relação ao 

percentual consumo dos alimentos artificiais (alimento - sem extrato e alimento - com 

extrato). Como os dados apresentaram distribuição normal a diferença entre os 

consumos foi avaliada pelo teste t pareado. O valor de p ≤0,05 foi assumido para 

identificar diferenças significativas entre o consumo. 
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                            5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A apresentação e discussão dos resultados obtidos nesse trabalho foram 

organizados em dois subitens e são apresentados abaixo. 

 

5.1. Avaliação da resposta fisiológica na fotossíntese, perfil químico e na 

produção de defesas químicas contra a herbivoria em N. indica cultivada 

sob radiação UV-B  

 

A análise da fluorescência in vivo da clorofila a permite medidas não-invasivas 

de  processos fotossintéticos importantes, como a eficiência quântica do fotossistema II 

(FSII) e taxa aparente de transporte de elétrons. Numerosos estudos de fluorescência 

têm sido realizados para investigar o impacto de condições ambientais adversas sobre a 

fotossíntese, e para caracterizar o uso e dissipação de energia luminosa absorvida pelo 

fotossistema II (Hussner et al. 2010). O funcionamento do FSII é um indicador muito 

importante e sensível para se observar fatores que induzem estresse em plantas (Ball et 

al. 1994).  

Quando suas folhas são expostas a mais luz do que pode ser utilizado no 

processo de fotossíntese, a Eficiência Quântica Potencial do FSII (Fv/Fm) pode ser 

afetada em uma condição de estresse conhecida como fotoinibição (Barber & Anderson, 

1992). Deste modo, para avaliar se  o UV-B promoveu a fotoinibição do FSII nos 

indivíduos expostos a esta radiação, mensurou-se o rendimento quântico potencial 

(Fv/Fm) do fotossistema II (PSII), onde valores inferiores a 0,83 indicam processos de 

fotoinibição (Björkman & Demmig, 1987). As plantas em condições naturais de campo 

apresentaram uma leve fotoinibição, uma vez que o valor médio de Fv/Fm (0,78 ± 0,03) 

foi menor que 0,83 após a aclimatação por 1 hora no escuro. Em cultivo, a aplicação de 

1,93 vezes a dose de UV-B natural não produziu nenhum efeito fotoinibitório sobre o 

FSII, uma vez que valores de Fv/Fm não foram significativamente menores que 0,83 e 
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nenhuma diferença foi observada entre controle e tratamento (TABELA IV). Além 

disso, os valores médios maiores que 0,84 indicam que o rendimento quântico potencial 

foi mantido alto, mesmo na presença do estresse provocado pela radiação UV-B. Este 

parâmetro é indicativo de que a estrutura do PSII se manteve completamente funcional 

em cultivo independente da aplicação de UV-B.  

 

 

TABELA IV: Médias e desvios padrão do rendimento quântico do potencial (Fv/Fm) 

do fotossistema II dos indivíduos do campo (n = 10) e dos indivíduos submetidos ao 

experimento de cultivo sem radiação UV-B (controle, n=10) e com radiação UV-B 

(tratamento, n=10). Letras diferentes significam diferença significativa no teste de 

variância ANOVA.   

Dias/ Cultivo Controle Tratamento 

1º dia 0,84 ± 0,01 0,84  ± 0,01 

3º dia 0,85 ± 0,02 0,85 ± 0,01 

5º dia 0,84 ± 0,01 0,85 ± 0,01 

7º dia 0,87 ± 0,02 0,86 ± 0,02 

9º dia 0,85 ± 0,01 0,85 ± 0,02 

11º dia 0,85 ± 0, 02 0,86 ± 0,01 

13º dia 0,86 ± 0,02 0,85 ± 0,04 

Média ± DP 0,85 ± 0,01
x
 0,85 ± 0,01

x
 

Campo 0,78 ± 0,03
y
 

 

Enquanto medidas de Fv/Fm e F/Fm’ refletem a atividade momentânea da 

fotossíntese, as respostas geradas pelas curvas de dependência de luz refletem a 

capacidade fotossintética intrínseca das plantas. As curvas instantâneas de resposta a luz 

foram obtidas pelo aumento da luz PAR, de 0 a cerca de 2000 µmol m
-2

 s
-1

, em um 

curto intervalo de tempo, aproximadamente de 4 minutos. Este aumento artificial de luz 

permite avaliar a capacidade fotossintética de responder às mudanças rápidas de luz, 

indicando o potencial intrínseco da planta para realizar fotossíntese (Lüttge et al. 1998; 

Duarte et al. 2005; Lüttge & Scarano 2007; Ritchie & Bunthawin 2010). 
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As curvas de resposta instantânea da taxa relativa de transporte de elétrons no 

fotossistema II (ETR) à luz crescente, não atingiram a saturação sob uma radiação de 

cerca de 2000 mol m
-2

 s
-1

, ajustada no programa de curvas de luz do mini-PAM. Isso 

impossibilitou a determinação da taxa máxima de transporte de elétrons do indivíduo. 

Por este motivo, pontos cardinais provenientes dos gráficos do Rendimento Quântico 

Efetivo (∆F/Fm’) e do ETR plotados contra a radiação fotossinteticamente ativa (PAR),  

para cada indivíduo foram extraídos de forma a observar o comportamento 

fotossintético em condição de pouca e muita luz (300 e 1800 µmol m
-2

 s
-1

 

respectivamente). O F/Fm’ dos indivíduos do cultivo com radiação UV-B foi reduzido 

levemente quando medido imediatamente após a aplicação da dose (TABELA V). 

Todavia, nas curvas de resposta instantânea de F/Fm' e ETR à luz crescente, observou-

se uma maior eficiência fotossintética intrínseca nos indivíduos de N. indica cultivados 

com radiação UV-B somente em condição de pouca luz (TABELA VI). Eesta diferença 

se manteve na ETR em condições de muita luz. Os indivíduos do campo, que receberam 

radiação UV-B natural, apresentaram eficiência fotossintética intrínseca maior do que 

os indivíduos cultivados somente em condição de muita luz, onde valores de F/Fm' e 

ETR foram significativamente maiores (TABELA VII). 
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TABELA V: Médias e desvios padrão da diferença do rendimento quântico efetivo da 

fotossíntese (F/Fm’) antes e depois da aplicação da dose de radiação UV-B nos 

indivíduos submetidos ao experimento de cultivo sem radiação UV-B (controle) e com 

radiação UV-B (tratamento).  Valores positivos representam F/Fm’ maiores antes da 

aplicação da radiação UV-B e valores negativos representam F/Fm’ maiores após a da 

aplicação da radiação UV-B. (*) representa valores significativamente diferente de zero 

(Teste T contra zero). (p) representa diferença significativa entre controle e tratamento 

(Teste T). 

Dias / Cultivo Controle Tratamento p  

1º dia 0,01 ± 0,03 0,01 ± 0,03 1,000  

3º dia 0,01 ± 0,02 0,00 ± 0,02 0,055 

5º dia 0,00 ± 0,02 0,00 ± 0,03  1,000 

7º dia 0,02 ± 0,01* -0,01 ± 0,05 0,079  

9º dia 0,01 ± 0,01* -0,02 ± 0,02* 0,001 

11º dia 0,01 ± 0,02 -0,02 ± 0,03* 0,028 

13º dia 0,01 ± 0,02 0,01 ± 0,07 1,000  

Média ± DP 0,01 ± 0,01 * -0,01 ± 0,01 0,003 

                                * p < 0,05 

                                ** p < 0,01 

TABELA VI: Médias e desvios padrão do rendimento quântico efetivo (F/Fm') e da 

taxa de transporte de elétrons (ETR), obtidos das curvas de resposta à luz instantânea, 

sob radiação fotossinteticamente ativa de 300 µmol m
-2

 s
-1

  (pouca luz) dos indivíduos 

submetidos ao experimento de cultivo sem radiação UV-B (controle), com radiação 

UV-B (tratamento) e dos indivíduos em condições naturais (campo). Asteriscos 

denotam diferença significativa entre controle e tratamento (Teste t de Student). Letras 

diferentes denotam diferença significativa entre controle, tratamento e campo (One way 

ANOVA). 

Dias / Cultivo 

F/Fm' ETR 

Controle Tratamento Controle Tratamento 

1º dia 0,69 ± 0,02 0,70 ± 0,08 86 ± 2 86 ± 10 

3º dia 0,70 ± 0,02 0,72 ± 0,01 88 ± 2 92 ± 3* 

5º dia 0,67 ± 0,04 0,73 ± 0,01** 84 ± 5 92 ± 1** 

7º dia 0,71 ± 0,02 0,71 ± 0,02 89 ± 3 91 ± 4 

9º dia 0,68 ± 0,02 0,71 ± 0,02* 85 ± 3 90 ± 2* 

11º dia 0,65 ± 0,03 0,70 ± 0,01** 82 ± 7 87 ± 2 

13º dia 0,65 ± 0,05 0,69 ± 0,02 82 ± 7 86 ± 2 

Média ± DP 0,68 ± 0,02
 x
 0,71 ± 0,01* 85 ± 3

 x
 89 ± 3*

 x
 

Campo (N = 10) 0,70 ± 0,04
 x
 89 ± 5

 x
 

                     * p < 0,05             

                   ** p < 0,01 
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TABELA VII: Médias e desvios padrão do rendimento quântico efetivo (F/Fm') e da 

taxa de transporte de elétrons (ETR), obtidos das curvas de resposta à luz instantânea, 

sob radiação fotossinteticamente ativa de 1800 µmol m
-2

 s
-1

  (muita luz) dos indivíduos 

submetidos ao experimento de cultivo sem radiação UV-B (controle), com radiação 

UV-B (tratamento) e dos indivíduos em condições naturais (campo). Asteriscos 

denotam diferença significativa entre controle e tratamento (Teste t de Student). Letras 

diferentes denotam diferença significativa entre controle, tratamento e campo (One way 

ANOVA). 

Dia / Cultivo 

F/Fm' ETR 

Controle Tratamento Controle Tratamento 

1º dia 0,30 ± 0,01 0,33 ± 0,04 226 ± 12 244 ± 29 

3º dia 0,29 ± 0,02 0,31 ± 0,06 218 ±18 242 ± 27 

5º dia 0,28 ± 0,03 0,32 ± 0,01* 208 ± 17 236 ± 7** 

7º dia 0,31 ± 0,04 0,31 ± 0,05 230 ± 28 229 ± 39 

9º dia 0,29 ± 0,02 0,31 ± 0,03 209 ± 14 228 ± 26 

11º dia 0,25 ± 0,02 0,28 ± 0,02 187 ± 15 207 ± 17 

13º dia 0,27 ± 0,03 0,27 ± 0,01 197 ± 25 213 ± 41 

Média ± DP 0,28 ± 0,02
x
 0,31 ± 0,02

x
 211 ± 15

x
 228 ± 14*

x
 

Campo (N = 10) 0,40 ± 0,05
y
 331 ± 41

y
 

                 * p < 0,05 

                 ** p < 0,01 

 

Os resultados indicam que a aplicação de UV-B afetou positivamente a 

capacidade fotossintética intrínseca das plantas em cultivo. Entretanto as plantas de 

campo possuem claramente maior capacidade fotossintética intrínseca, com valores 

mais altos de ETR e F/Fm’ em intensidades de luz mais altas. 

Plantas aquáticas com folhas flutuantes são capazes de capturar uma grande 

proporção da luz solar. Sua capacidade fotossintética é relativamente elevada, podendo 

ser comparável, ou até maior, que das plantas terrestres, já que dificilmente estas plantas 

sofrem com deficiência hídrica (Larson 2007). Além do mais, dependendo do estágio de 

desenvolvimento e/ou condições ambientais adversas, estas plantas aquáticas, como N. 

indica, podem apresentar uma alta plasticidade em sua forma de vida, desenvolvendo 

pequenas plantas terrestres em sedimentos temporariamente secos (Tsuchiya 1988; 

Wang et al. 2010). 
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O tempo de recuperação da fotoinibição em plantas aquáticas é particularmente 

dependente da profundidade onde o indivíduo cresceu e, consequentemente, da 

irradiância solar durante seu crescimento (Hussner et al. 2010). Hanelt et al. (2006) 

demostraram que as plantas aquáticas submersas são mais sensíveis a elevada radiação, 

sofrendo uma inibição crônica da fotossíntese. Em contraste, as plantas que são 

normalmente expostas a forte radiação, como as de folha flutuante, mostraram uma 

fotoinibição mais leve, que, neste caso, deve ser interpretada como foto-aclimatação. 

Larkum e Wood 1993 (apud Hanelt et al. 2006) indicaram que o aumento dos 

níveis de radiação UV pode causar um efeito semelhante a PAR elevada em todos os 

tipos de plantas aquáticas. Isto demonstra que o potencial fotossintético de N. indica 

para aclimatar-se ao estresse gerado pela elevação da radiação UV-B em cultivo, 

sugerindo que esta planta apresenta mecanismos eficientes de tolerância ao estresse 

garantindo sua sobrevivência em condições elevadas de radiação UV-B.  

 Devido às diferentes flutuações de radiação, as plantas ao longo da sua evolução 

desenvolveram diferentes mecanismos de defesa contra o estresse causado pelo excesso 

de radiação (Meiling, et al. 2012). Neste contexto, a estase fotossintética encontrada em 

N. indica pode estar associada a tais mecanismos de defesa. Dentre todos os 

mecanismos possíveis de proteção desenvolvidos pelos vegetais, neste trabalho foram 

avaliadas as defesas químicas mediadas pelos metabólitos secundários.  

Para avaliar a composição dos metabólitos secundários analisou-se o perfil 

químico dos indivíduos do campo, controle e tratamento utilizando-se Cromatografia 

Líquida de Alta Eficiência acoplada a um detector de arranjo de diodo (CLAE-UV-

DAD). CLAE-UV-DAD é uma importante técnica cromatografica empregada para a 

separação e detecção de metabólitos secundários em misturas complexas, como os 

extratos brutos de plantas. Uma análise por CLAE-UV-DAD permite avaliar a 

complexidade dos perfis químicos e distinguir, através da análise dos espectros de 

absorção característicos no ultravioleta as principais classes de metabólitos secundários 

presentes na amostra.  

Os resultados dos perfis químicos mostraram uma grande complexidade química 

em todos os extratos de N. indica. Variações qualitativa e quantitativa dos metabólitos 

foram observadas entre os indivíduos provenientes do campo, controle e tratamento 
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(FIGURA 25). Os espectros de UV dos metabólitos foram característicos de substâncias 

fenólicas, com bandas de absorção entre 210-350 nm, sugerindo a presença de 

flavonoides, uma das classes de produtos naturais descrita para o gênero, como 

substâncias majoritárias (Bohm et al. 1986). 
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FIGURA 25: Cromatografia de Alta Eficiência (CLAE-UV-DAD) dos indivíduos (A) 

do Campo com radiação UV-B natural; (B) cultivados sem radiação UV-B (Controle); 

(C) do cultivo com radiação UV-B 1,93 vezes maior que a natural (Tratamento). 
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Flavonoides representam um dos grupos mais importantes e diversificados de 

polifenóis de origem vegetal. Esta classe de substância é altamente distribuída em 

plantas e apresenta uma multiplicidade de funções na interação planta-ambiente (Agati 

et al. 2012). 

Os flavonoides são formados pela combinação de derivados sintetizados a partir 

da fenilalanina (via metabólica do ácido chiquímico) e do ácido acético. A estrutura dos 

flavonoides é caracterizada por um esqueleto contendo um núcleo básico com dois anéis 

benzênicos, A e B, e um anel pirano C, totalizando 15 átomos de carbono (FIGURA 26 

A). Os flavonoides são classificados em dez grupos: flavona, flavonol, flavanona, 

dihidroflavonol, flavanol, flavanoide, isoflavona, aurona, chalcona e antocianinas 

(FIGURA 26 B). Estas classes se distinguem pelas modificações no anel C e 

substituições nos anéis A e B (Graham 1998; Willians et al.  2004, Ioannou et al. 2012). 
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FIGURA 26: (A) Estrutura do núcleo fundamental dos flavonoides. (B) Estrutura das 

principais classes de flavonoides. 
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Como a visualização de padrões sistemáticos ou tendências com dados de tempo 

de retenção nos perfis químicos dos indivíduos em CLAE foi difícil, devido a sua alta 

complexidade, a aplicação de técnicas quimiométricas auxiliou a interpretação dos 

dados com mais qualidade, possibilitando a classificação e a discriminação entre as 

amostras (Cheng et al. 2010). Neste contexto, foi utilizado a Análise de Componentes 

Principais (PCA, do termo em inglês Principal Components Analysis) que é um método 

empregado com a intenção de extrair e visualizar semelhanças nestas grandes matrizes 

de dados. Através da PCA pode-se reduzir a dimensão do conjunto de dados, 

encontrando combinações lineares das principais variáveis que explicam a maior parte 

da variabilidade dos dados (Sena et al. 2000, Stasiak et al. 2010). 

A PCA permitiu avaliar o grau de correlação dos perfis químicos das amostras, 

bem como encontrar as substâncias que mais contribuíram para os agrupamentos. O 

componente principal 1 (CP1) e o CP2 explicaram juntas 56 % da variabilidade dos 

dados cromatográficos. Por meio do gráfico dos escores (FIGURA 27) foi possível 

discriminar, pelos tempos de retenção dos perfis químicos, dois grupamentos de 

amostras distintos: um formado pelos indivíduos do tratamento, localizado no lado 

negativo da CP1; e outro pelos indivíduos do controle e campo localizado no lado 

positivo da CP1. A separação foi significativa entre os dados dos indivíduos do 

Controle e do Tratamento pelos escores da PC1 (H =13,934; p =0,001) (FIGURA 28).  
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FIGURA 27: Gráfico dos escores dos Componentes Principais 1 e 2 (CP1 e CP2) na 

Análise dos Componentes Principais dos perfis químicos obtidos por CLAE e lidos em 

254nm. Círculos vermelhos representam indivíduos do tratamento (cultivados com 

radiação UV-B), círculos azuis representam indivíduos do controle (cultivados sem 

radiação UV-B) e círculos verdes representam indivíduos do campo (radiação UV-B 

natural).  
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FIGURA 28: Medianas, quartis, mínimos e máximos dos escores da PC1 dos 

indivíduos do tratamento, campo e controle. Letras diferentes denotam diferença 

significativa entre controle, tratamento e campo (Kruskal-Wallis). H (2, N= 30) 

=13,934; p =0,001 

 

 

 

O gráfico da FIGURA 29 A e B, que ordena o peso (loadings) do pico dos 

cromatogramas na variação de cada componente da PCA pelo tempo de retenção, 

evidencia quais os compostos mais relevantes para a distribuição das amostras no 

espaço fatorial dado pelo gráfico dos escores. Neste sentido os metabólitos que eluíram 

no tempo de retenção em 28,6 e 28,9 minutos foram às substâncias mais importantes na 

separação dos indivíduos do controle e tratamento.  
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FIGURA 29: (A) Peso do sinal do cromatograma na variação de CP1 pelo tempo de 

retenção. (B) Peso do sinal do cromatograma na variação de CP2 pelo tempo de 

retenção.   
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Nas análises realizadas em CLAE-UV-DAD foi possível obter os espectros na 

região do UV para as substâncias com tempo de retenção em 28,6 e 28,9 minutos 

(FIGURA 30 e 31, respectivamente). A espectroscopia na região do UV é uma técnica 

muito utilizada para a identificação estrutural de substâncias fenólicas que possuem 

espectros de absorção característicos nestes comprimentos de onda. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 30: Espectro de UV da substância com tempo de retenção em 28,6 

responsável pela segregação dos extratos na PCA. (A) Campo; (B) Controle e (C) 

Tratamento. 
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FIGURA 32: Espectro de UV da substância com tempo de retenção em 28,9 

responsável pela segregação dos extratos na PCA. (A) Campo; (B) Controle e (C) 

Tratamento. 
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Tratamento, seguido dos indivíduos do Campo e nos indivíduos do Controle sua 

concentração foi ínfima (FIGURA 32 A, B e C). Além disso, observa-se também 

alterações estruturais nos indivíduos do controle, sugerindo que a produção desta 

substância esta relacionada a incidência de radiação UV-B.   

Os metabólitos com tempo de retenção em 28,6 e 28,9 apresentaram absorções 

referentes às bandas I e II de flavonoides. Sendo a absorção da banda II em 253 e 266 

nm para a substância em 28,6 e absorção em 255 e 266nm para a substância em 28,9. Já 

a banda I apresentou absorção em 292 e 335 nm e 292 e 353 nm para as substâncias em 

28,6 e 28,9 respectivamente. Os flavonoides absorvem na região do ultravioleta e 

possuem comumente duas bandas de absorção características. A banda II, com máximo 

de absorção em 240-285 nm resultante do anel A e a banda I, com máximo de absorção 

em 300-550 nm resultante da absorção do anel B. Flavonas e flavonois glicosilados são 

usualmente observados em comprimento de onda em 270nm, 365nm ou 370nm, embora 

detecções em 280 e 350nm sejam também utilizadas (Huber et al. 2008). 

Sendo assim, a comparação dos dados obtidos com a literatura (4 bandas no 

espectro de UV (MeOH): 255, 269, 301 e 370 nm, Markham & Thomas 1970) permitiu 

sugerir que a substância em 28,9 min seja um flavonol com esqueleto quercetina 

(FIGURA 32) com substituições no anel B. Não foi possível sugerir uma estrutura para 

o metabólito 28,6 minutos. 

 

 

OOH

OH O

OH
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FIGURA 32: Estrutura do flavonol quercetina. 
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Alguns trabalhos têm demonstrado que a exposição à radiação UV-B pode 

induzir a produção de substâncias fenólicas que atuam como mecanismo de defesa em 

plantas (Santos et al. 2004). Existe uma correlação positiva bem estabelecida entre a 

intensidade de radiação solar e a produção de compostos fenólicos, tais como flavonois 

e antocianinas. Estas substâncias absorvem e/ou dissipam a energia solar, protegendo a 

planta contra a foto-destruição dos tecidos e reações fisiológicas (Globo-Neto & Lopes 

2006).  

A capacidade de plantas acumularem compostos absorventes de radiação tem 

sido correlacionada com a tolerância ao UV-B. Mutantes de Arabidopsis tolerantes a 

níveis de UV-B letais mostraram uma acumulação constitutivamente elevada de 

flavonoides e outros fenólicos (Santos et al. 2004). Estas substâncias podem reduzir a 

degradação gerada pelo UV-B nos centros de reação do PSII (Ryan et al. 2002). O 

acúmulo destas substâncias ocorre principalmente em tecidos superficiais tais como 

epiderme, subepiderme, pêlos, cutícula, material epicuticular e em vacúolos do 

parênquima (Globo-Neto 2006; Zancan et al. 2008). A relevância fisiológica dos 

flavonoides, presumivelmente, difere entre as diferentes espécies de plantas, mas a 

absorção máxima dessas substâncias a 210-350 nm prediz uma função importante na 

proteção do tecido da radiação UV, para qualquer espécie, evitando que essa radiação 

alcance o mesófilo, afetando a fotossíntese (Martens, et al. 2010; Klem et al. 2012). 

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciam que o aumento da radiação UV-

B alterou o perfil químico de N. indica, estimulando uma produção elevada de 

flavonoides, responsáveis pela proteção contra a foto-degradação. Essas defesas 

químicas podem ser as principais responsáveis pela elevada eficiência fotossintética de 

N. indica, protegendo seus tecidos fotossintéticos dos danos gerados pelo aumento da 

radiação UV-B.  

O aumento da incidência de radiação UV-B, associada, entre outros fatores, a 

elevada eficiência fotossintética com alto fluxo de elétrons, propicia a produção de 

radicais livres e espécies reativas de oxigênio (ERO´s). Assim, metabólitos secundários 

produzidos pelo aumento da radiação UV-B podem estar envolvidos, também, no 

mecanismo de defesa contra os danos gerados pelos radicais livres, atuando assim como 

substâncias antioxidantes.  
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Para a avaliação da atividade antioxidante dos indivíduos do Campo, Controle e 

Tratamento, foi empregado o método colorimétrico de DPPH. Apesar de não 

representar condições semelhantes para os processos que ocorrem in vivo, este método é 

largamente utilizado, tanto pela simplicidade e rapidez quanto pela reprodutibilidade. É 

considerado um ensaio fácil e possibilita analisar um grande número de amostras em 

curto período de tempo. Seus resultados levam em consideração não apenas a 

concentração de antioxidantes, mas também o tempo de reação para alcançar o máximo 

de atividade da substância. Este método é caracterizado por avaliar a capacidade de 

neutralização do radical livre estável, DPPH, detectando a presença de substâncias com 

propriedades antioxidantes em todo tipo de amostras, inclusive em extratos vegetais 

(Brand-William, et al. 1995; Moreno 2002; Molyneux 2004).   

A TABELA VIII apresenta a atividade antioxidante, através dos valores de EC50 

para os extratos dos indivíduos do Campo (radiação UV-B natural), Controle (sem 

radiação UV-B) e Tratamento (1,93x a radiação UV-B natural). Baixos valores de EC50 

refletem uma grande capacidade antioxidante da amostra. De acordo com os resultados, 

observa-se uma alta atividade antioxidante para N. indica. Entretanto essa atividade foi 

maior para os indivíduos do tratamento expostos à alta radiação UV-B. Nenhuma das 

amostras apresentou atividade maior do que o padrão comercial BHT, uma substância 

pura, utilizada como antioxidante em escala industrial. 
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TABELA VIII: Mediana, máximo e mínimo de EC50 (concentração da amostra 

necessária para reduzir em 50% a concentração inicial de DPPH) dos extratos brutos 

dos indivíduos do campo (N=10), controle (N=10) e tratamento (N=10). BHT foi 

utilizado nos ensaios como controle positivo (n=3). Letras diferentes indicam diferença 

significativa entre as amostras (Kruskal Wallis). 

  

EC50  

(g amostra / g DPPH)  

Mediana Mínimo e Máximo 

BHT 1,72
x
 1,68 e 1,74 

Tratamento 3,50
x
 2,33 e 3,99 

Controle 4,54
y
 3,23 e 6,62 

Campo 4,02
y
 3,40 e 6,46 

 

Sugere-se que a elevada atividade antioxidante esteja correlacionada com o 

aumento da concentração do flavonol correlacionado à quercetina (TR 28,9) encontrado 

nos indivíduos do Campo e do Tratamento. A FIGURA 33 apresenta uma correlação 

entre o aumento da intensidade de absorção deste metabólito com a diminuição do EC50 

(RPearson= -0,50; p = 0,037).  
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FIGURA 34: Correlação de Pearson (RPearson= -0,50; p = 0,037) do EC50 dos indivíduos 

do Campo e Tratamento com a intensidade do pico 28,9 (mAU). 

 

 

 Flavonoides são substâncias caracterizadas como antioxidantes naturais e têm 

recebido considerável atenção devida à sua propriedade neutralizadora de radicais 

livres. Estas substâncias exibem estruturas químicas conjugadas no anel B ricas em 

grupos hidroxilas, por exemplo, espécies químicas que permitem a doação de um próton 

(H
+
) para o radical livre, interrompendo o mecanismo de oxidação. Nesta reação os 

derivados fenólicos ficam com um elétron desemparelhado, no entanto, este radical é 

estabilizado pela ressonância com os anéis benzênicos presentes em sua estrutura. Esse 

mecanismo de reação protege os tecidos da ação nociva dos radicais livres altamente 

reativos (Rice-Evans et al. 1995; Al-Gubory at al. 2010; Silva e Paiva, 2012). 
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A ação antioxidante dos flavonóides pode ser desempenhada, por exemplo, pelas 

espécies químicas apresentadas nas equações abaixo: 

 

 

 

Onde: • representa um elétron desemparelhado, e R um radical livre. 

 

Utilizando-se o radical DPPH também é possível analisar o comportamento 

cinético de uma substância numa amostra. Para isso é construído uma curva dose-

resposta relativa ao decréscimo da porcentagem de DPPH remanescente (% DPPHrem) 

no meio reacional, em função do tempo (min). Assim, dependendo da velocidade para a 

estabilização do DPPH é possível caracterizar se uma amostra tem uma cinética rápida, 

intermediária ou lenta. Uma cinética rápida traduz-se numa substância que reage 

rapidamente com o DPPH e atinge o estado estacionário em menos de cinco minutos. 

As substâncias que apresentam tempos de estabilização entre cinco e trinta minutos 

possuem uma cinética intermediária, enquanto que os que demoram mais de trinta 

minutos, possuem uma cinética lenta (Brand-Willians et al. 1995). 

O comportamento cinético da reação do DPPH com cada extrato e o controle 

positivo (BHT), é mostrado na FIGURA 34 A, B, C e D. Observou-se que os extratos 

dos indivíduos do campo, controle e tratamento apresentaram um comportamento 

semelhante em todas as concentrações analisadas, com um decaimento inicial mais 

rápido, seguido de um decaimento muito lento. A porcentagem (%) do DPPH 

remanescente no início da reação manteve-se praticamente constante durante os 30 

minutos seguintes de reação. Notou-se também que a concentração de 250 µg/mL foi a 

mais ativa para todas as amostras analisadas, seguida da concentração de 150 µg/mL. 

Ambas as amostras atingiram uma porcentagem de DPPH remanescente menor que 

50% nos primeiros instantes da reação. Já o BHT (FIGURA 34 D) apresentou um 

comportamento cinético lento com um decaimento do DPPH remanescente gradual ao 

longo do tempo, em todas as concentrações analisadas. 

Flavonoide (OH) + R•           flavonoide (O•) + RH 

Flavonoide (OCH3) + R•             flavonoide (O•) + RCH3 
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FIGURA 35: Média e desvio da cinética de reação dos extratos brutos (A) dos 

indivíduos de campo com DPPH (radiação UV-B natural, n=10); (B) dos indivíduos 

controle com DPPH (submetidos a cultivo sem radiação UV-B, n=10); (C) dos 

indivíduos do tratamento com DPPH (submetidos a cultivo com 1,93 vezes a radiação 

UV-B natural, n=10) e do (D) BHT com DPPH (n=3). Onde a linha vermelha representa 

a concentração de 5 µg/mL; a linha verde representa a concentração de 10 µg/mL; a 

linha azul representa a concentração de 25 µg/mL; a linha rosa representa a 

concentração de 50 µg/mL; a linha cinza representa a concentração de 125 µg/mL e a 

linha marrom representa a concentração de 250 µg/mL.   
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Sendo assim, diferente do BHT, que apresenta uma cinética lenta, todos os 

extratos dos indivíduos do campo, controle e tratamento exibiram uma cinética 

intermediária, podendo ser considerada rápida para as concentrações mais altas 

analisadas. Esta diferença está relacionada às características químicas das substâncias 

presentes nos extratos que permitem a estabilização do radical DPPH. 

Esta característica de decaimento do %DPPH dos extratos de todos os indivíduos 

de N. indica, indica uma pré-disposição dos organismos em lidar com o estresse 

oxidativo, uma vez que o ambiente natural da população, uma lagoa costeira no norte do 

estado do Rio de Janeiro, recebe altas doses de radiação solar durante todo o ano. Além 

disso, a Lagoa Comprida, local de coleta dos espécimes, possui características físico-

químicas peculiares, com elevadas concentrações de substâncias húmicas diluídas na 

água. Estas substâncias orgânicas produzidas pela decomposição de matéria orgânica de 

origem terrestre e lixiviadas para as lagoas, são reconhecidamente responsáveis pela 

produção de ERO´s em plantas aquáticas (Timofeyev & Steinberg 2006, Timofeyev, et 

al. 2006, Bedulina et. al. 2010 ). Desta forma, é possível sugerir que a população de N. 

indica investigada nesse trabalho produz substâncias antioxidantes constitutivas com a 

finalidade de se proteger do estresse natural do meio.   

Observa-se assim que o estresse gerado pelo aumento da radiação UV-B alterou 

o perfil químico dos indivíduos submetidos a cultivo, sugerindo que essas alterações 

químicas foram responsáveis pelo aumento da atividade antioxidante destes indivíduos. 

É descrito na literatura que o estresse oxidativo promovido pela radiação UV-B 

desencadeia cascatas de eventos relacionados ao estresse fisiológico e as respostas do 

vegetal ao mesmo. Destacando-se alterações quantitativas e qualitativas na produção de 

metabólitos secundários (Sun et al. 2010; Ning et al. 2012). Essas alterações podem 

mediar de forma integrada outras relações ecológicas importantes do organismo com 

seu meio, tendo em vista que os mesmos interagem de forma dinâmica com outros seres 

vivos e com os fatores físicos que os circundam, como é conceituado um ecossistema 

(Ricklefs 2011). Acredita-se que essa resposta integrada dos metabólitos a diversas 

relações ecológicas esteja relacionada ao custo metabólico para sua produção, uma vez 

que a produção de compostos secundários que atuam como defesa pode ser um processo 

muito caro energeticamente para a planta (Herman e Mattson 1992; Cronin, 2001, 

Cipollini, 2000, Izhaki, 2002, Anderson & Agrell, 2005; Pohnert, 2007). 
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A relação entre planta-herbívoro é um importante fenômeno ecológico capaz de 

controlar a dinâmica funcional de um ecossistema (Meloni et al. 2012). Neste contexto, 

plantas desenvolveram ao longo de sua evolução mecanismos que reduzem os ataques e 

os danos causados pelos herbívoros. Assim, defesas químicas são mecanismos eficazes 

de proteção contra a predação. Muitos estudos confirmam a existência de uma relação 

entre metabólitos secundários e a herbivoria mostrando que estas substâncias podem 

diminuir o consumo dos tecidos vegetais, minimizando os danos causados pelos 

herbívoros (Hay & Fenical 1988; Meyer & Paul 1992; Kubanek et al. 2000; Parker & 

Hay 2007; Kaplan et al. 2008; Degenhardt 2009;  Barbehenn et al. 2011;). 

 Desta forma, procurou-se avaliar a resposta integrada dos metabólitos 

secundários produzidos pela indução da radiação UV-B e a atividade destes extratos 

contra a herbivoria. Assim, os extratos dos indivíduos do Campo, Controle e 

Tratamento foram analisados em bioensaios de preferência alimentar pelo herbívoro 

Biomphalaria sp. 

 Na FIGURA 35 pode-se observar a média do consumo (% de quadrados 

consumidos) dos indivíduos dos grupos analisados: Campo, Controle e Tratamento. Em  

cada grupo, notou-se que os extratos de N. indica não apresentaram defesas químicas 

contra herbivoria, pois não houve diferenças significativas entre o consumo dos 

alimentos com extrato e sem extrato. 
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FIGURA 35: Medianas, Média, desvios padrão, mínimo e máximo do percentual de 

consumo dos extratos dos indivíduos do campo (UV-Natural, n=10); Controle (Sem 

UV-B, n=10) e tratamento (1,93 vezes a radiação UV-B natural, n=10) pelo herbívoro 

Biomphalaria sp. Onde box verde representa o alimento sem adição do extrato e box 

vermelho o alimento com adição do extrato. Separações pontilhadas denotam teste de 

Wilcoxon para cada grupo. 

 

 

Apesar da existência de trabalhos que evidenciam a resposta integrada do 

aumento de substâncias químicas induzidas pelo aumento da radiação UV-B e o 

aumento da resposta contra a herbivoria (Ballaré et al. 2001), os resultados deste 

trabalho evidenciaram que apesar de terem ocorrido alterações no perfil químico de N. 

indica em resposta ao aumento de UV-B, estas não foram suficientes para causar 

alterações significativas da atividade contra Biomphalaria sp.   
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 Cabe ressaltar, que os ensaios ecológicos de herbivoria foram realizados 

somente com um organismo, o gastrópode Biomphalaria sp., evidenciando que contra 

este herbívoro, N. indica não apresentou defesas químicas. Porém, o efeito dessas 

substâncias contra a herbivoria por outros organismos é desconhecida.    

Os resultados apresentados nesse trabalho demonstraram que o estresse 

oxidativo gerado pelo aumento da radiação UV-B não alterou a eficiência fotossintética 

de N. indica. Entretanto observaram-se alterações tanto quantitativas quanto estruturais 

nos perfis químicos de N. indica. Sugerindo que essas modificações químicas foram 

induzidas em resposta antioxidantes aos danos gerados pelo aumento da incidência de 

radiação. Entretanto, essas mudanças nos perfil químico não foram suficientes para 

influenciar a química defensiva na relação ecológica com o herbívoro Biomphalaria sp. 

com esta espécie de macrófita. 
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5.2. Caracterização química das substâncias bioativas em Nymphoides 

indica 

 Com o objetivo de se identificar os metabólitos secundários bioativos 

produzidos por N. indica o estudo químico foi conduzido com os diferentes extratos da 

planta preparados para este fim. 

Foram obtidos quatro extratos a partir do material vegetal seco e moído. Uma  

parte do material vegetal foi extraída com metanol obtendo-se um extrato bruto total 

(EBtotal). A outra parte foi submetida a uma extração sequencial com hexano, acetato 

de etila e metanol para a separação dos metabólitos de acordo com a polaridade. Três 

extratos brutos foram obtidos: o extrato em hexano (EBH), o extrato em acetato de etila 

(EBAC) e outro em metanol (EBM). Na TABELA IX pode-se obsevar a massa e o 

redimento obtido para cada extrato, sendo o extrato bruto total o que apresentou o maior 

rendimento. 

 

TABELA IX: Massa e rendimento dos extratos brutos de Nymphoides indica, onde 

EBH= extrato bruto sequencial em hexano; EBAC= extrato bruto sequencial em acetato 

de etila; EBM = extrato bruto sequencial em metanol; EBtotal = extrato bruto em 

metanol. 

 

 

 

 

Para a identificação dos metábolitos secundários presentes nos extratos 

investigados nesse trabalho foi realizado um screening do perfil fitoquímico, utilizando 

a técnica de CLAE-UV-DAD. Os perfis químicos de cada extrato e as caracterísiticas 

químicas das substâncias presentes foram obtidas para as amostras.  

Extrato Massa (g) Rendimento (%) 

EBtotal 9,04 30,48 

EBH 11,21 1,57 

EBAC 13,88 1,95 

EBM 81,77 11,47 
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Todos os extratos foram analisados nas mesmas condições cromatograficas para 

facilitar a comparação entre eles. A interpretação dos dados permitiu observar 

diferenças quantitativas e qualitativas dos metabólitos nos quatro extratos brutos. O 

extrato em hexano foi o que apresentou a menor complexidade quando comparado aos 

demais. Já os extratos em metanol foram os que apresentaram maior complexidade 

química e maior abundância de substâncias (FIGURA 36). 

 Assim, como demostrado para os extratos brutos dos indivíduos do cultivo, as 

substâncias do EBtotal apresentaram espectros de UV característicos de substâncias 

fenólicas. Algumas das substâncias fenólicas comumente encontradas em plantas são 

vendidas no mercado como padrões com grau analítico para a utilização em 

metodologias utilizando técnicas cromatográficas. Sendo assim, na tentativa de se 

identificarem as substâncias fenólicas presentes nos extratos, 13 padrões comerciais 

foram analisados nas mesmas condições dos extratos (TABELA X). Cinco substâncias 

estruturalmente correlacionadas com os padrões foram identificadas: Floroglucinol (1), 

Ácido Clorogênico (2), (-)- Epicatequina (3) Quercetina (4) e Ácido Ferrúlico (5) 

(FIGURA 36 A).  

Foram observadas pequenas variações entre os tempos de retenção das 

substâncias puras e das substâncias presentes nos extratos, além de pequenas 

modificações nos valores dos comprimentos de onda das absorções do espectro de UV 

de alguns metabólitos. Isso pode ter ocorrido devido às interações destas substâncias 

com outras substâncias presentes no extrato bruto ou mesmo pequenas modificações 

estruturais. Entretanto, os padrões dos espectros de absorção possibilitaram a 

identificação dos esqueletos das substâncias fenólicas presentes nas amostras. 

O perfil químico do extrato sequencial em metanol (EBM) foi similar ao do 

EBtotal, com a presença de subtâncias com correlação estrutural ao Floroglucinol (1), 

Ácido Glorogênico (2), Quercetina (4) e Ácido Ferrulico (5) (FIGURA 36 B).  

O extrato em acetato de etila (EBAC) apresentou substâncias com uma faixa de 

média polaridade a polar. Com a presença e Floroglucinol (1) também identificada no 

extrato EBtotal e EBM. A fórmula estrutural da substância majoritária na fração, com 

TR 36,0 minutos (FIGURA 37 C) foi sugerida de acordo com a comparação dos dados 

de UV com a literatura (UV λmax (MeOH) : 254, 272, 301 e 374 nm, Marhfam & 
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Thomas 1970). O metabólito foi sugerido como estruturalmente correlacionado ao 

flavonol com esqueleto miricetina (FIGURA 36 - 6). 

Já o extrato em hexano apresentou o perfil químico mais diferente entre todos os 

extratos, sendo caracterizado pela presença de substâncias apolares (FIGURA 36 D). 

TABELA X: Padrões comerciais com seus respectivos tempos de retenção em minutos 

e espectro de UV. A presença e a ausência das substâncias no extrato em metanol 

(EBtotal) de Nymphoides indica foram representadas por + e –, respectivamente. 
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(min) 

Espectro 
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Ácido Gálico 12,86 

 

- 

Ácido Clorogênico 19,22 

 

+ 

(-) – Epicatequina 21,29 
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Ácido Ferrúlico 25,59 

 

+ 

Ácido p-cumárico 25,95 

 

- 

Ácido Elágico 32,26 

 

- 

Quercetina 36,19 
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Kaempferol 39,27 

 

- 

Apigenina 40,00 

 

- 

Ácido alfa-

cetoglutárico 
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FIGURA 36: Cromatogramas dos extratos brutos de N. indica destacando a presença 

nos extratos das substâncias sugeridas. (A) Extrato bruto total em metanol. (B) Extrato 

bruto sequencial metanol. (C) Extrato bruto sequencial em acetato. (D) Extrato bruto 

sequencial metanol. Com destaque para as substâncias estruturalmente sugeridas 

seguida do seu espectro de UV. 1: Floroglucinol; 2: Ácido Clorogênico; 3: (-) – 

Epicatequina; 4: Quercetina; 5: Ácido Ferrúlico e 6: Miricetina 
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Essas diferenças químicas entre os extratos foram refletida também na atividade 

antioxidante dos mesmos. A TABELA XI mostra que os valores EC50 de todos os 

extratos foram maiores do que o valor encontrado para o BHT (1,51 ± 0,22 g BHT / g 

DPPH). No entanto, é importante salientar que todas as amostras são misturas 

complexas e que estas costumam fornecer resultados de atividades inferiores ao de 

amostras de substâncias puras. 

 Analisando somente os resultados dos extratos, observou-se que o extrato em 

hexano não apresentou atividade antioxidante. Já o extrato em metanol (EBM) foi o que 

apresentou a maior atividade dentre todos os extratos testados. Estes resultados 

evidenciaram que as substâncias fenólicas são responsáveis pela atividade antioxidante, 

uma vez que extratos ativos (EBAC, EBM, EBtotal), como já descrito, apresentam 

como maiores constituintes estas substâncias.  

 

 

TABALA XI: Médias e Erro padrão de EC50 (concentração da amostra necessária para 

reduzir em 50% a concentração inicial de DPPH) dos extratos brutos de Nymphoides 

indica expressa em g de amostra/g DPPH. Os ensaios foram realizados em triplicata 

para cada extrato. EBH= extrato bruto sequencial em hexano; EBAC= extrato bruto 

sequencial em acetato de etila; EBM = extrato bruto sequencial em metanol; EBtotal = 

extrato bruto em metanol. BHT foi utilizado como controle positivo no ensaio 

antioxidante. Letras diferentes indicam diferença significativa (p<0,05) no teste post 

hoc de Tukey. ANOVA: F= 405,844, p < 0,001.  

                           

EXTRATOS EC50 (g amostra/ g DPPH) 

EBM 6,81 ± 0,09
x
 

EBtotal 7,61 ± 0,13
y
 

EBAC 7,92 ± 0,13
y 
 

BHT 1,51 ± 0,22
z
 

EBH  (-) 

                                    (-) atividade não detectada 
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A diferença química dos extratos também foi refletida no comportamento 

cinético dos extratos, através da curva de dose-resposta relativa ao decréscimo da 

porcentagem de DPPH remanescente (% DPPHrem) no meio reacional, em função do 

tempo (min). Observou-se que os extratos mostraram uma resposta quase instantânea 

para cada concentração testada, pois a % DPPHrem no início da reação manteve-se 

praticamente constante durante os 30 minutos da reação (FIGURA 37). Entretanto, o 

EBM foi o que apresentou menores % DPPHrem em todas as concentrações testadas, 

diferentemente  do EBH que não apresentou decaimento do DPPH durante todo o tempo 

reacional. Esses dados sugerem que as substâncias fenólicas presentes no extrato em 

metanol são capazes de neutralizar rapidamente e com mais eficácia os radicais livres 

presentes no meio reacional. 
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FIGURA 37 Média e desvio da cinética de reação de (A) EBtotal (extrato bruto em 

metanol) com DPPH; (B) EBM (extrato bruto em metanol) com DPPH; (C) EBAC 

(extrato bruto em acetato de etila) com DPPH, (D) BHT com DPPH e (E) EBH (extrato 

bruto em hexano) com DPPH. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Linha 

vermelha representa a concentração de 5 µg/mL; a linha verde representa a 

concentração de 10 µg/mL; a linha azul representa a concentração de 25 µg/mL; a linha 

rosa representa a concentração de 50µg/mL; a linha cinza representa a concentração de 

125 µg/mL e a a linha marrom representa a concentração de 250 µg/mL.  
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Metabólitos secundários são importantes substâncias que mediam a relação 

ecológica entre herbívoros e plantas. A caracterização destas moléculas ativas é crucial 

para o entendimento deste processo ecológico e da dinâmica dos ecossistemas. Desta 

forma, este trabalho teve como objetivo localizar e caracterizar as substâncias que 

apresentaram atividade contra a herbivoria em N. indica, através de bioensaios 

ecológicos analisando o consumo preferencial por Biomphalaria sp. por alimentos 

artificiais contendo os extratos brutos e sem o extrato bruto. 

A FIGURA 38 apresenta o gráfico do % de consumo para os extratos analisados. 

Quando analisado o percentual de consumo dos dois alimentos oferecidos 

simultaneamente ao herbívoro, os alimentos contendo extratos brutos EBH, EBM e 

EBtotal não foram eficientes como defesa frente ao herbívoro Biomphalaria sp. (p < 

0,05, teste de Wilcoxon para amostras pareadas – alimento com extrato e sem extrato). 

Entretanto, evidencia-se que as substâncias presentes no extrato bruto em acetato 

(EBAC) são capazes de inibir significativamente a herbivoria (p = 0,001). 
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FIGURA 38: Média, desvios padrão, mínimo e máximo do percentual de consumo dos 

extratos brutos sequencias em hexano, acetato de etila e metanol (EBH, EBAC e EBM 

respectivamente) e do extrato bruto total em metanol (EBtotal). Onde o box verde 

representa o alimento sem adição do extrato (controle) e box vermelho o alimento com 

adição do extrato (tratamento). Separações pontilhadas denotam teste t pareado 

individual para cada extrato. N=30 para cada extrato. 
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total não ser ativo, N. indica produz substâncias que atuam como defesa contra a 
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com a polaridade, simplificando as misturas obtidas quando comparadas a um extrato 

em metanol, que tem como principal característica constituintes de todas as faixas de 

polaridade. 

Sendo assim, foi sugerida neste trabalho a presença de 6 esqueletos fenólicos nos  

extratos de N. indica, e variações quantitativas e qualitativas destes e de outros 

metabólitos nestes extratos. Entretanto é necessário trabalhos mais aprofundados de 

isolamento e elucidação estrutural para determinação dos metabólitos de N. inica.  

O fracionamento inicial realizado pela extração sequencial permitiu localizar as 

principais subtâncias bioativas antioxidantes (presentes no EBM) e contra a herbivoria 

(presentes no EBAC). Sugerindo que os fenólicos antioxidantes presentes nos extratos 

bruto em metanol não são responsáveis pela química defensiva em N. indica. 
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CONCLUSÃO 
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_______                                         6. CONCLUSÃO 

 

 A eficiência fotossintética de N. indica não foi reduzida pelo aumento do 

nível de radiação de UV-B em aproximadamente duas vezes acima da radiação natural. 

 A radiação UV-B induziu alterações nos perfis químicos de N. indica.  

Variações qualitativas e quantitativas foram observadas entre os extratos.  

• Alterações de características estruturais de algumas substâncias e a 

produção elevada de flavonoides foram respostas observadas ao estímulo com UV-B; 

 Sugere-se que a proteção contra os danos gerados pela radiação UV-B 

seja atribuída a presença do flavonol com esqueleto relacionado ao da quecetina;  

 O estresse gerado pela radiação UV-B aumentou a atividade antioxidante 

em N. indica;  

 A alteração do perfil químico induzida pela radiação UV-B não causou 

alterações significativas na produção de defesas químicas contra a herbivoria no extrato 

bruto de N. indica; 

 Sugere-se a presença de substâncias com estruturas relacionados a 

Floroglucinol, Ácido Clorogênico, Quercetina e Ácido Ferrúlico; 

 A presença de um flavonol com esqueleto relacionado ao da miricetina 

foi sugerida  no extrato em acetato; 

 A atividade antioxidante de N. indica foi relacionada principalmente às 

substâncias fenólicas nos extratos; 

 As defesas químicas contra a herbivoria de N. indica foram atribuídas às 

substâncias presentes no extrato bruto em acetato de etila. 
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Sendo assim, diferente dos trabalhos na literatura que descrevem que níveis 

elevados de radiação UV-B geram danos no fotossistema II e consequentemente 

diminuem a eficiência fotossintética em plantas, os resultados observados neste trabalho 

evidenciam que o estresse oxidativo desencadeado pelo aumento da radiação UV-B não 

reduziu a eficiência fotossintética de N. indica. Entretanto, corroborando a hipótese, 

observa-se que a radiação UV-B foi responsável por variações estruturais e quantitativas 

na produção de metabólitos secundários nesta espécie. Estas alterações podem ter sido 

responsáveis pelo aumento da atividade antioxidante observada em indivíduos expostos 

à elevada radiação UV-B. Todavia, contrariando o que é apresentado na literatura, que 

mostra que o aumento da radiação influencia na relação de herbivoria, diminuindo ou 

aumentando o consumo. as respostas químicas ao aumento da radiação UV-B na 

macrófita aquática N. indica não foram suficientes para alterar as respostas de defesas 

químicas contra a herbivoria. 

Em relação a caracterização química das substâncias bioativas, corroborando o 

que já foi descrito em relação a produção de flavonoides para N. indica,  sugere-se neste 

trabalho, a presença de substâncias fenólicas para a espécie, entre elas ácidos fenólicos e 

flavonoides. Observa-se que estas substâncias fenólicas podem ser as principais 

substâncias antioxidantes de N. indica. Já as substâncias que apresentam defesas 

químicas contra herbivoria foram encontradas no extrato em acetato de etila. Entretanto 

é necessário trabalhos mais aprofundados de isolamento e elucidação estrutural para 

determinação dos metabólitos biotaivos de N. inica.  
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