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RESUMO

Digitalis purpurea subespécie heywoodii popularmente conhecida como dedaleira, é
uma planta nativa de Portugal e Espanha. Plantas do género Digitalis sdo amplamente
empregados na obtencdo de cardenolideos para fins medicinais. A base para biossintese
de metabdlitos secundérios tem origem em reagdes do metabolismo basal, sendo a
fotossintese uma via priméaria de grande importancia. Clorofilas e carotenoides sdo 0s
pigmentos fotossintéticos diretamente envolvidos no processo de fotossintese. Assim, 0
presente estudo teve como objetivo, determinar o melhor método e solvente para
recuperagédo dos pigmentos fotossintetizantes em plantas submetidas a dois sistemas de
cultivo. Folhas frescas de D. purpurea subespécie heywoodii cultivadas em campo e em
casa de vegetacdo foram coletadas. Pela metodologia de Hiscox e Israelstam (1979),
amostras de 50 mg foram pesadas e colocadas em tubos de Falcon envoltos com papel
aluminio com 10 mL de solvente, sendo eles: DMSO, DMSO saturado em CaCOs e
acetona 80%, incubados em estufa a 65°C por 24 e 48 horas. Pela metodologia de
Lichtentaler (1987), 50 mg de folha fresca foram pesadas e maceradas em gral de
porcelana com 2 ml de acetona 80%. Os resultados obtidos indicaram diferencas
extrativas para cada situagdo de cultivo. Em plantas de casa de vegetagdo, o DMSO por
48 horas conseguiu uma maior recuperacdo em dois pigmentos distintos a0 mesmo
tempo. Em condicBes de campo, a maceracdo em acetona 80% teve uma maior

recuperacao das clorofilas a e b.

Palavras chave: Clorofilas. Casa de vegetacdo. Campo.
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1.

INTRODUCAO

As plantas pertencentes ao género Digitalis possuem importancia econémica
e medicinal. S80 a principal fonte de cardenolideos, farmacos amplamente
empregados no tratamento de insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) por aumentar
a forca das contracBes sistdlicas e regular o ritmo cardiaco. A utilizacdo de
cardenolideos como digoxina e digitoxina tem apresentado resultados satisfatorios
nos tratamentos contra o cancer, em destaque para 0 de mama e de prostata
(LOPEZ-LAZARO et al., 2003; NEWMAN; YANG; PAWLUS, 2008; YEH et al.,
2001). Segundo Bertol e colaboradores (2011), estudos tem mostrado que membros
do género Digitalis apresentam atividade antiviral contra cepas do virus da herpes.

A producdo e cultivo de plantas é influenciada por alguns fatores. O
crescimento vegetativo assim como o teor dos componentes é diretamente afetado
por fatores climaticos e ambientais aos quais a planta estd submetida. A
luminosidade esta relacionada a taxa biosintética e ao acumulo de metabolitos
secundarios (ALVARENGA et al., 2015).

Proposta em 1818 por Pelletier e Caventou, a palavra clorofila é utilizada
para designacdo da substancia verde que se pode extrair de folhas com auxilio de
alcool. Clorofilas sdo pigmentos naturais de coloracdo esverdeada comuns em todas
as células fotossintéticas das plantas, ocorrendo principalmente nos cloroplastos das
folhas e outros tecidos vegetais. Diferencas na coloracdo dos vegetais é devido a
presenca e distribuicdo variavel de pigmentos acessérios, tais como os carotenoides
que estdo associados as clorofilas (STREIT et al., 2005).

Por estarem envolvidos diretamente na atividade fotossintética, a
quantificacdo de clorofilas e carotenoides tem uma importancia impar. Os métodos
para extracdo e quantificacdo existentes sdo variaveis, assim como 0s solventes
utilizados.

Assim, com base nas metodologias de Hiscox e Israelstam (1979) e
Lichtentaler (1987) objetivou-se determinar o método mais adequado para a
extracdo e quantificacdo de pigmentos fotossintetizantes de plantas de D. purpurea

subespécie heywoodii submetidas a dois sistemas de cultivo.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. A espécie Digitalis purpurea subespécie heywoodii.

A palavra Digitalis tem origem do latim e significa “dedo de luva”, fazendo
referéncia ao formato de suas flores. Sua corola varia de acordo com a espécie,
podendo ser tubular cilindrica ou tubo-globulosa. Apresenta dois Iabios no limbo,
sendo o superior mais curto que o inferior, e base contraida. Suas flores sdo
zigomorfas e estdo dispostas em racemos terminais, com bracteas que variam em
tonalidade de cores, do roxo a rosa e do branco ao amarelo (CLEMENTE et al.,
2011; SILVA, 2017).

Dentre as espécies de plantas medicinais utilizadas, o género Digitalis é de
grande importancia econdmica e medicinal por ser a principal fonte de
cardenolideos, dentre os quais destacam-se a digoxina e digitoxina, esses farmacos
sdo empregados no tratamento de insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) por
aumentar a forca das contragdes sistdlicas e controle do ritmo cardiaco (MULLER-
URI; KREIS, 2010; SALES et al., 2002). Estudos tém mostrado também a eficiéncia
da digoxina e digitoxina no tratamento contra o cancer, sendo utilizadas em sessfes
de quimioterapia (LOPEZ-LAZARO et al., 2003; NEWMAN; YANG; PAWLUS,
2008; YEH et al., 2001). Sugere-se também que o glicoevatromosideo, substancia
pertencente a classe dos cardenolideos, possui atividade antiviral contra cepas do
herpes-virus simples 1 e 2 (BERTOL et al., 2011; SILVA, 2017).

O género Digitalis esta classificado na familia Plantaginacea. Possui 20
espécies catalogadas, porém, devido a alta exploracdo pela industria farmacéutica,
apenas D. lanata e D. purpurea sdo economicamente importantes (CLEMENTE et
al., 2011). A espécie Digitalis purpurea apresenta trés subespécies, sendo elas a
Digitalis purpurea L. subsp. mariana (Boiss.) Rivas Goday, Digitalis purpurea L.
subsp. purpurea var. purpurea e Digitalis purpurea subsp. heywoodii P. Silva & M.
Silva (SERRANO et al.,2014).

A D. purpurea subsp. heywoodii P. Silva & M. Silva (Figura 1) é endémica
de Portugal e Espanha (VALDES; TALAVERA; FERNANDEZ-GALIANO, 1987).
Possui propagacéo sexuada, reproduzindo exclusivamente atraves de sementes. Suas
folhas sdo basais oval-lanceoladas, branco-lanosas, com tricomas glandulares na

parte inferior. Apresenta bracteas lanceoladas. Os pedicelos possuem indumento de
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tricomas ndo glandulares tdo ou mais longos que o diametro do pedicelo e tricomas
glandulares mais curtos que o didmetro do pedicelo. As sépalas sdo pubescentes-
glandulares, sua corola varia entre 35-42 mm, escassamente pubescente no terco
distal ou somente na margem, branco, por vezes, com a margem rosa, com pontos

roxos muito pequenos na parte inferior interna (SILVA, 2017).

Figura 1: Flores de Digitalis purpurea subsp. heywoodii.
Fonte: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Digitalis_purpurea_ssp_heywoodii_1.jpg

2.2. Pigmentos fotossintéticos

Os pigmentos fotossintéticos presentes nos vegetais variam em quantidade
de acordo com a espécie. As clorofilas sdo os pigmentos naturais mais abundantes
encontrados nas plantas, suas variagdes de cores esta relacionada a associagdo com
pigmentos acessorios, dentre eles os carotenoides (SCHIOZER, 2013).

A clorofila a (Chl a) é encontrada em todos os organismos que realizam a
fotossintese oxigénica, aquela em que ha a liberagdo de oxigénio. Sao responsaveis
por realizar a fotoquimica que é a primeira fase do processo de fotossintese. Os
demais pigmentos auxiliam na absorcdo de luz e transferéncia de energia radiante

para 0s centros de reagdo, por isso sdo denominados pigmentos acessorios. Sao
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considerados pigmentos acessorios a clorofila b (Chl b) e os carotenoides (TAIZ &
ZIEGER, 2004).

As moléculas de clorofila e os pigmentos acessorios como 0s carotenoides
estdo situadas nos cloroplastos, organela onde ocorrem as duas reacdes responsaveis
pela fotossintese. A reacdo fotoquimica ocorre nas membranas dos tilacoides,
enquanto a bioquimica acontece no estroma dos cloroplastos (TAIZ & ZIEGER,
2004).

Derivadas da porfirina, as moléculas de clorofila apresentam um atomo
central de Mg (magnésio) (figura 2). S&o estruturas macrociclicas assimétricas
completamente insaturadas formadas por quatro anéis de pirrol, estes, numerados de
1 a4 oude “a” a “d” (SCHOEFS, 2002). Na clorofila a, o anel de porfirina possui
um grupo metil (-CH3) no C-3, e a clorofila b um grupo aldeido (-CHO) em
substituicdo ao grupo metil. As ligacdes entre as moléculas sdo frageis, ou seja, ndo-
covalentes, o que faz com que se rompam facilmente quando macerados os tecidos
vegetais em solventes orgénicos. De acordo com Schiozer (2013), solventes polares

sdo mais eficazes para extracao total de clorofilas.

Clorofila a @ =
Clorofila b @ - )j\ﬂ

O)\OCH;,/\(\/Y\/\[/\/YCHG

Figura 2: Estrutura das moléculas de clorofila a e b (Streit et al., 2005).

A degradacdo da clorofila a por mudancas de pH, temperatura ou

luminosidade excessiva, tem como produtos resultantes o feoforbideo a e a feofitina
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a, ambos podem interferir na determinacdo real da Chl a ja que absorvem luz e
fluorescem na mesma regido do espectro. Se estes feopigmentos resultantes
estiverem presentes nas amostras, erros significativos serdo observados na
concentracgdo de clorofila a (CETESB, 2014).

Os carotenoides sao tetraterpenos (figura 3) formados por 40 atomos de
carbonos, biosintetizados a partir do diterpeno geranilgeranil-pirofosfato nos
plastideos de eucariontes. Diversos processos como a ciclizacdo, hidrogenacao,
desidrogenacdo, migracdo de duplas ligacGes, encurtamento ou alongamento da
cadeia, rearranjo, isomerizacdo, ou a combinacao entre eles, pode resultar em uma
diversidade de estruturas de carotenoides. Podem ser divididos em dois grupos, 0S
carotenos que sdo substancias constituidas apenas por esqueleto de carbono e
hidrogénio e as xantofilas que sdo oxigenadas (TORRES, 2012).

p-Caroteno

OH

R

Zeaxantina

Figura 3: Estrutura molecular de um caroteno (B-Caroteno) e uma xantofila (Zeaxantina), (TORRES,
2012).

Carotenoides auxiliam na saude humana. Apresentam efeitos de resposta do
sistema imune contra canceres, doencas do coracdo e degeneragdo macular que é a
perda de visdo da regido central do campo visual por danos na retina. Atua também
como antioxidante, promovendo excelente resultado no combate ao envelhecimento.
S&@0 responsaveis pela cor de diversos vegetais, como alaranja, 0 maracuja,

a abdbora, o tomate. E ainda na coloragédo de alguns animais que o adquirem através
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da alimentacdo, como caranguejos, camarao, flamingos e guards. No processo da
fotossintese, os carotenoides atuam como absorsor de luz e protegem as moléculas
de clorofila da oxidacao pela alta intensidade luminosa (MESQUITA, 2017).

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Propagacédo da espécie

Para a propagacdo da espécie, utilizou-se sementes de Digitalis purpurea subsp.
heywoodii adquiridas comercialmente da Jelitto Seeds®, Alemanha. As sementes foram
germinadas em bandejas de 128 células e acondicionadas em casa de vegetacdo. Apds
um periodo de cinco meses contados da germinacdo da primeira semente, parte das
mudas foram transplantadas e cultivadas em canteiro e em vasos dentro de casa de
vegetacdo no Horto de Plantas Medicinais da Universidade Federal de Lavras
(DAG/UFLA).

3.2. Delineamento experimental e condicGes gerais

O experimento foi realizado em DIC (Delineamento Inteiramente Casualizado)
com sete métodos extrativos e dois sistemas de cultivo. Os testes foram realizados
seguindo dois protocolos distintos. Pela metodologia desenvolvida por Hiscox e
Israelstam (1979) com adaptacdo de Barnes et al. (1992) empregando trés solventes
extratores: 0 DMSO puro, 0 DMSO saturado com CaCOz e a acetona 80%, sendo as
solucBes extrativas incubados por dois periodos: 24 e 48 horas. Portanto, este
experimento teve 6 tratamentos, sendo 3 solventes e 2 periodos de avaliacdo, com 5
repeticdes em cada. Para fins de comparacdo a metodologia classica proposta por
Lichtentaler (1987) também foi empregada. Em sintese, empregou-se maceracdo em
gral das folhas frescas com acetona 80%. Essas analises também foram realizadas em

quintuplicata. As leituras das absorbancias foram realizadas espectrofotometro TECAN
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INFINITY M200 PRO, operado com o sistema de processamento de dados I-Control®
(verséo 3.37).

3.3. Preparo dos solventes extratores

A saturacdo do DMSO seguiu o protocolo de Santos et al. (2008) com
modificagdes. O dimetilsulfoxido (DMSQO) foi saturado com carbonato de calcio
(CaCO3) na proporcdo de 5 g L™t de DMSO, sob agitacdo constante por quatro horas, e
entdo filtrado duas vezes a vacuo em papel de filtro duplo. Posteriormente, a solucéo foi

centrifugada a 6000 rpm por 10 min.

A acetona 80% foi preparada utilizando-se agua ultrapura.

3.4. Colheita e preparo do material vegetal

Folhas jovens de Digitalis purpurea subsp. heywoodii foram coletadas pela
manhd, entre 8:00 h e 9:00 h. Folhas do terco médio das rosetas foram retiradas
homogeneamente de diferentes plantas distribuidas pelo canteiro e vasos. A amostragem
visou contemplar o espaco como um todo, sendo coletadas folhas de plantas presentes

tanto nas extremidades como na area central do experimento.

O peciolo foi removido e as folhas foram fragmentadas em tamanhos de
aproximadamente 5 mm? retirando-se as nervuras centrais. Sob luz verde foram pesados
50 mg de folhas frescas de Digitalis pupurea subsp. heywoodii as quais foram

empregadas nos processos de extracdo descritos nos itens 3.4.1 e 3.4.2.

3.4.1. Metodologia de Hiscox e Israelstam (1979) adaptada por Barnes et al.
(1992)

Sob luz verde, foram adicionados aos tubos de Falcon contendo o material

vegetal 10 mL dos seguintes solventes extratores: DMSO, DMSO saturado com CaCQOs,
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e acetona 80%. Os tubos foram incubados em estufa a 65°C por um periodo de 24 e 48

horas.

Apls o periodo de incubacdo, 3 mL de solucdo de cada repeticdo foram
transferidos para cubetas de quartzo e os valores de densidade Optica para clorofila a
(649 nm), clorofila b (665 nm) e carotenoides (480 nm) foram mensurados em

espectrofotbmetro.

As equacdes para calculo foram extraidas da metodologia de Wellburn (1994),

conforme segue:

Clorofila asag = (12,47 X Ases) — (3,62 X Asag);

Clorofila bses = (25,06 X Asag) — (6,5 X Ases);

Carotenoides 4g0 = (1000 X Asgo— 1,29 X Ca— 53,78 x Cp) / 220.

Onde A ¢ a leitura da absorbancia a determinado comprimento de onda, e Cae

Cb 0s valores das respectivas clorofilas.

3.4.2. Metodologia de Lichtentaler (1987)

Sob luz verde, foram triturados em grala de porcelana e pistilo 50 mg do
material vegetal com 2 mL de acetona 80%. Ao extrato resultante foi adicionado 8 mL

do solvente e, em seguida, filtrado em papel.

A leitura das absorbancias e os calculos para o0 doseamento seguiram-se 0

mesmo descrito no item 3.4.1.

3.5. Analise estatistica

Os testes estatisticos foram realizados utilizando o Software R com pacote Expdes

para obtencdo das médias. Os dados obtidos para os teores de clorofila e carotenoides
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foram submetidos a andlise de variancia e as medias dos tratamentos comparadas por

meio do teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1, estdo apresentados os resultados obtidos para a quantificacdo de
clorofilas e carotenoides em folhas de Digitalis purpurea subsp. heywoodii cultivadas
em casa de vegetacao.

Tabela 1 — Teores médios referentes a quantificacdo de clorofilas a e b e carotenoides em
plantas de Digitalis purpurea subsp. heywoodii cultivadas em casa de vegetacdo.

Método Clorofila a Clorofilab Carotenoides
(mg/g MF) (mg/g MF) (mg/g MF)
DMSO SAT 24h 0,6144 a 0,1960 c 0,1745c
DMSO SAT 48h 0,5933 b 0,1660 d 0,1832 Db
DMSO 24h 0,5846 b 0,1801 d 0,1719 ¢
DMSO 48h 0,6259 a 0,1947 c 0,1904 a
ACETONA 24h 0,3550 e 0,1655 d 0,1045¢e
ACETONA 48h 0,5074 ¢ 0,2313 a 0,1191d
ACETONA 0,4485 d 0,2156 b 0,1041e

TRITURADA GRAL

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem significativamente em cada ensaio
realizado segundo o teste 5% Scott-Knott.

Foram observadas variacGes estatisticamente significativas nos valores de
clorofilas a e b, assim como os valores de carotenoides em plantas cultivadas em casa
de vegetacéo.

A eficiéncia extrativa da clorofila a, foi melhor quando empregou-se 0 DMSO
saturado com CaCOz por um periodo de incubagdo de 24 h e 0 DMSO por 48 h. Ambos
métodos ndo diferiram estatisticamente entre si.

Junior e colaboradores (2010) encontraram resultados semelhantes quando

avaliaram a eficiéncia extrativa da clorofila a. Os melhores resultados observados por
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Junior e colaboradores (2010) foram quando foi utilizado DMSO incubado por 24 ou 48
h, sugerindo ainda que quando as amostras sdo submetidas a outros procedimentos
como aquecimento e saturacdo, o tempo de incubagdo pode ser reduzido sem que a
eficiéncia do solvente seja afetada.

Os tratamentos em que se empregou a acetona 80% em maceracao por 24 e 48 h,
diferiram estaticamente entre todos os métodos extrativos e apresentaram 0S menores
teores de clorofila a. Os resultados indicaram, portanto, que quando comparado ao
método em que se utilizou DMSO e DMSO saturado incubados por 24 ou 48 h, a
acetona 80% ndo foi eficiente para extrair a clorofila a.

Para a extragdo do teor de clorofila b, a acetona 80% incubada por 48 h diferiu
estatisticamente dos demais métodos e apresentou a melhor eficiéncia extrativa. O
método de extracdo em que foi empregado a maceracdo com acetona 80% foi o0 segundo
mais efetivo para a extracdo da clorofila b. Os métodos em que se utilizou o DMSO
saturado e DMSO, assim como a acetona 80% por 24 horas diferiram estatisticamente,
porém apresentaram uma baixa recuperagdo deste pigmento.

Os resultados obtidos com a acetona 80% corroboram os resultados de Barnes e
colaboradores (1992) e Shinano e colaboradores (1996) que demonstraram a
ineficiéncia do DMSO na extragdo da clorofila b. Conforme esses autores, quando a
acetona € incubada por um periodo de 24 h, esta demonstra uma certa dificuldade em
atravessar a camada de cutina e cera das folhas do vegetal em um menor espaco de
tempo.

Os teores médios obtidos para carotenoides diferiram estatisticamente entre si. A
extracdo com DMSO incubado por 48 h teve uma maior recuperacdo deste pigmento.
Os tratamentos submetidos a incubacdo por 24 h, assim como aqueles que utilizaram
acetona 80% apresentaram baixa eficiéncia extrativa de carotenoides. Os resultados do
presente estudo ndo corroboram com o0 de Santos e colaboradores (2007), que
verificaram que a acetona 80% foi o melhor solvente para a extracdo de carotenoides em
Vitis spp.

A clorofila a é responsavel por transformar a energia luminosa em energia
quimica no interior da célula vegetal e os carotenoides protegem as clorofilas da
oxidagdo por altas intensidades luminosas (TAIZ & ZIEGER, 2004; MESQUITA,
2017). Diante disso, leva-se a propor a maceragcdo com DMSO por 48 h para a extragdo

de pigmentos fotossintéticos de Digitalis purpurea subsp. heywoodii cultivadas em casa
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de vegetagdo, ja que o mesmo apresentou uma melhor eficiéncia extrativa para dois
pigmentos simultaneamente.
Na Tabela 2, estdo expostos os resultados da quantificacdo de pigmentos

fotossintéticos em folhas de Digitalis purpurea subsp. heywoodii cultivadas em campo.

Tabela 2 — Teores médios referentes a quantificacdo de clorofilas a e b e carotenoides em
plantas de Digitalis purpurea subsp. heywoodii cultivadas em campo.

Método Clorofila a Clorofila b Carotenoides
(mg/g MF) (mg/g MF) (mg/g MF)
DMSO SAT 24h 0,6368 d 0,1671d 0,2082 a
DMSO SAT 48h 0,3151 f 0,0818 e 0,0815¢
DMSO 24h 0,7405b 0,2016 ¢ 0,2077 a
DMSO 48h 0,6910 c 0,1937 ¢ 0,2043 b
ACETONA 24h 0,3750 e 0,1566 d 0,1087 d
ACETONA 48h 0,6347 d 0,2237 b 0,1477 c
ACETONA 0,8629 a 0,3558 a 0,1581 b

TRITURADA GRAL

Meédias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem significativamente em cada ensaio
realizado segundo o teste 5% Scott-Knott.

Para condigdes de campo, os valores de clorofilas a e b e carotenoides diferiram
significativamente entre tratamentos.

A maceracdo com acetona 80% diferiu estatisticamente dos demais e teve a
maior recuperacdo de clorofila a. A acetona 80%, DMSO e o DMSO saturado
incubados por 24 e 48 h ndo foram efetivos oara a extracdo de clorofila a. Estes
resultados ndo corroboram com os de Santos e colaboradores (2007) que afirmaram que
0 DMSO ¢ o solvente mais adequado para a da clorofila a em Vitis spp. Estes mesmos
autores afirmaram que o DMSO tem uma elevada capacidade de difusdo através de
membranas semipermeaveis, o que facilitaria a extracdo do pigmento (SANTOS et al.,
2007). Junior e colaboradores (2010), também afirmaram que o DMSO é o solvente
mais adequado para a extragéo de clorofila a.

A maceracdo com acetona 80% foi 0 método mais eficaz na extracéo de clorofila

b. A media obtida diferiu significativamente dos demais.
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Para os carotenoides, 0 DMSO e o DMSO saturado incubados por 24 h nao
diferiram estatisticamente e apresentaram a melhor recuperacdo. Este resultado
demonstram que ndo é necessario fazer a saturacao para a extracdo deste pigmento para
plantas de Digitalis purpurea subsp. heywoodii submetidas condi¢do de cultivo em
campo.

A espessura do tecido epidérmico, a camada epicuticular, o teor de clorofilae a
proporcdo entre clorofila a e b sdo parametros que podem variar em relagdo a
intensidade luminosa (TAIZ & ZIEGER, 2004). Conforme Fahn (1978) a estrutura e a
quantidade de cera, depositada sobre a cuticula, tem grande importancia na
impermeabilizacdo da superficie epidérmica. Além disso, sabe-se que o carater
hidrofilico/hidrofébico de uma substancia influi diretamente na escolha do melhor
solvente para a sua extracdo (STREIT et al., 2005). As possiveis diferencas na espessura
foliar e cuticular, assim como o carater hidrofilico/hidrofébico dos solventes
empregados no presente estudo podem ter influenciado as diferengas observadas nos
teores dos pigmentos fotossintéticos de Digitalis purpurea subsp. heywoodii cultivadas

em campo e em casa de vegetacao.

5. CONCLUSAO

Conclui-se que para a determinacdo quantitativa de pigmentos fotossintéticos ha
necessidade de otimizacdo extrativa. Conforme o ambiente de cultivo que a espécie esta

submetida diferentes proporc¢des de clorofila a e b e carotenoides serdo encontradas.

Para Digitalis purpurea subsp. heywoodii, cultivada em casa de vegetacdo, o
melhor método extrativo de pigmentos fotossintéticos é a maceragdo com DMSO 48h.
Para campo € a acetona 80% triturada em gral de porcelana.
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