Influéncia da temperatura na produgao de artemisinina em Artemisia annua L.
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RESUMO: Artemisia annua L. é fonte abundante de artemisinina, uma laclona sesquilerpénica que
apresenta comprovada eficécia no controle das cepas do género Plasmodium, parasita causador da malaria.
Compostos do metabolismo secundario, como a artlemisinina, apresentam alleragao no seu conteudo em
plantas submetidas a variagbes ou estresses ambientais. O objetivo desie experimento foi verficar a influéncia
da temperatura no rendimento de artemisinina em plantas do hibrido CPQBA 2/39x1V de A.annua. Plantas
de B8 dias, cultivadas em cadmara de crescimento, foram submetidas a duas dilerentes amplitudes de
temperatura, 11/20°C e 18/28°C (noite/dia), durante 16 dias. O teor de artemisinina na massa seca foliar
foi determinado através da lécnica cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgdo no ultravioleta.
Foram determinadas a massa seca de folhas (MSF) e ramos (MSR), o rendimento de artemisinina por
planta e a relagao massa seca de folhas/ massa seca de ramos (MSF/MSR). As médias foram comparadas
pelo teste ! de Student. O tratamento 18/28°C apresentou um teor significativamente maior de arlemisinina
nas folhas que o tralamento 11/20°C (pE0.003). Para os parametros massa seca loliar e rendimento de
artemisinina por planta, nao foram encontradas diferengas significativas entre os tratamentos 18/28°C e
11/20°C. Nas plantas submetidas a ampiitude 18/28°C, verificou-se redugéo significativa na massa seca
de ramos (p£0,024), e, por conseqléncia, aumento significativo na relacao MSF/MSR (p£0,.008), quando
comparadas as plantas do tratamento 11/20°C. Uma relagdo MSF/MSR maior, é desejavel no processamento
industrial de A.annua, uma vez que os ramos contém substancias graxas que dificultam o isolamento e a
purificagdo da artemisinina.
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ABSTRACT: The influence of temperature in the production of Artemisinin in Arfemisia annua L.
Artemisia annua is a rich source of artemisinin, a sesquiterpene lactone proven to effective in the control of
the resistant strain of the malaria agent Plasmodium. Secondary metabolism compounds, such as artemisinin,
show changes in their contents when the plants come under the inlluence of environmental stress and
variations. The scope of this work was to study the influence of temperature in the production of artemisinin
in plants of hybrid CPQBA 2/38x1V of A. annua. Plants of 88 days of age were cultivated in growing
chambers, under two temperature levels, 11/20°C and 18/28°C, night and day, for 16 days. The artemisinin
content in dry leal mass was determined through by high performance liquid chromatography technique
using ultraviolet detection. Other determinating parameters were dry leaf and stem mass, and artemisinin
production by plant and the leat stem relation, The average results were compared by t-student test. The
test at 18/28°C accumulated significantly more artemisinin than the 11/20°C treatment (p< 0.003). Significant
differences were not found between the 18/28°C and 11/20°C treatments relating to dry leaf matter and
artemisinin production by plant parameters. In plants submitted to the 18/28°C level, there was observed a
significant reduction in dry slem mass (p<_0.024), and consequently, a significant increase in the leaf/stem
relation (p<_0.008), when compared with the 11/20°C treatment plants. A greater leal/stem relation is
desirable in the A. annua industrial processing, in that the stem contains waxes which make more difficult
the artemisinin isclation and purification.
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INTRODUGAO

Antemisia annua L. € planta herbacea
altamente aromatica, pertencente a familia
Asteraceae, nativa da China e aclimatada no
Brasil. As folhas sao lonte abundante de artemisi-
nina, metabdlito secundario que apresenta
comprovada eficacia no controle das cepas do
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género Plasmodium, parasita causador da malaria
(Klayman, 1985, WHO, 1998). A sintese quimica
industrial da artemisinina e complexa, envolvendo
inumeras etapas e apresentando baixos
rendimentos e altos custos, tornando o isolamento
a partir da espécie A.annua a melhor forma para
obtengao deste principio ativo (Woerdenbag ef
al., 1991; Chan et al, 1995; Ferreira & Janick,
1996; Geldre et al., 1997).
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A produgao de artemisinina em A.annua
¢ afetada pela vanacao das condigdes de
ambiente em que a espécie é cultivada (Singh el
al, 1986; Chen & Zhang, 1987; Ferreira et al.,
1995; Geldre et al., 1997). Ferreira (1994)
conduzindo expernimentos em casa de vegetagao,
enconlrou diferengas no teor de artemisinina em
plantas cultivadas em épocas dislintas, atribuindo
a variagao ao efeito da temperatura, sugerindo
gue altas temperaturas reduzem o teor de
artemisinina em A.annua. Magalhaes (1996) em
experimento comparando diferentes genétipos,
realizado em camara de crescimento, observou
que temperaturas entre 22°C e 26°C induziram
um teor de artemisinina maior que lemperaturas
entre 25°C e 31°C. Todavia, este comportamento
nao foi padrao para todos os gendtipos testados.
Além do mais, o decréscimo nos tecres de
artemisinina, em consequéncia da maior
temperatura ambiente foi compensado por
aumento da fitomassa foliar, resultando em
rendimentos de artemisinina por planta,
semelhantes nas duas faixas de temperatura,

Todavia, Chen & Zhang (1987)
comparando o efeito de trés diferentes
temperaluras no crescimente de A.annua,
verificaram que o conteudo de artemisinina
analisado aos 35 e 70 dias de crescimento, foi
significativamente maior em plantas submetidas
a temperatura de 30 * 0,5°C, comparativamente
as plantas submetidas as temperaturas de 25 +

1°C ou 28 + 0,5°C. Porém, também neste caso, o
comportamento nao foi padrao para todos os
genaolipos.

Wallaart et al. (2000) evidenciaram a
existéncia de dois quimiotipos distintos de A.annua
em seus experimentos, com base nas diferengas
encontradas para os teores de artemisinina e seus
bioprecursores nos gendtipos estudados,
demonstrando que populagdes de plantas
oriundas do Vietna produzem mais artemisinina
que populagdes originarias da China. Estes
resultados reforgam a existéncia de variagao
genotipica dentro da espécie A.annua, a qual ja
foi observada por Chen & Zhang (1987) e
Magalhaes (1996).

Informagdes sobre o efeito de condigdes
ambientais no metabolismo secundario de plantas,
sao derivadas principalmente de esforgos da
pesquisa para maximizar a produgdo de
constituintes ativos de espécies medicinais e
aromaticas. Como aplicagao pratica, avangos no
sentido de compreender a influéncia de fatores
ambientais na regula¢ao da sintese de metabdlitos
secundarios podem contnbuir para a maximizagao
da produgdo de compostos de interesse nestas
especies (Gershenzon, 1984; Dey & Harborne,
1997)

O objetivo deste trabalho foi verificar a
influéncia da temperatura no rendimento de

artemisinina em plantas do hibrido CPQBA 2/
39x1V de Artemisia annua L..

MATERIAL E METODO

O experimento foi conduzido em camara
de crescimento CONVIRON, modelo CMP 4030.
O material vegetal utilizado foi o hibrido CPQBA
2/39x1V, desenvolvido pelo programa de
melhoramento do Centro de Pesquisas Quimicas,
Bioldgicas e Agricolas da Universidade Estadual
de Campinas (CPQBA/UNICAMP), Brasil, cujos
parentais sac originarios de uma populacao de
plantas do Vietna. As plantas foram cultivadas em
vasos plasticos de 700 mi, contendo 6309 de
substrato. O substrato utilizado para o crescimento
das plantas foi uma mistura de terra vegetal e
solo de banhado, com textura uniforme
{(peneirado). Os vasos foram dispostos sobre
bandejas, nas quais foi mantida uma lamina de
agua de aproximadamente 2 cm, onde a agua
ascendia no subslrato via capilaridade. Utilizou-
se o delineamento inteiramente casualizado, com
9 repetigdes para cada tratamento, onde cada
repeticao foi constituida de uma unica planta. Os
tratamentos consistiram em submeter plantas do
hibrido de A.annua CPQBA 2/39x1V com 88 dias
a duas diferentes amplitudes de temperatura
(noite/dia), 11/20°C e 18/28°C, durante 16 dias.
As medias dos tratamentos foram comparadas
pelo teste f de Studentno programa SYSTAT 5.0.
As plantas de ambos os tratamentos foram
cultivadas inicialmente em temperaturas entre
21?°C e 24°C, umidade relativa de
aproximadamente 70%, fotoperiodo de 10 horas
e 30 minutos e uma PAR (radiagao
fotossintéticamente ativa) de 220 pmol.m?.s".
Quando as plantas se encontravam com 88 dias,
no estadio B (alongamento) da escala fenoldgica
descrita por Delabays (1997), estas foram
divididas em duas camaras de crescimento com
diferentes amplitudes de temperatura (noite/dia),
11/20°C e 18/28°C, Para ambos os tratamenlos,
a umidade relativa e a PAR foram de
aproximadamente 70% e de 320 pmolm?is’,
respectivamente. O fotoperiodo foi aumentado
para 11 horas. Apos 16 dias, as plantas foram
cortadas e colocadas para secar em estufa com
circulagdo de ar a uma lemperatura de 34°C &
1°C, pelo periodo de 48 horas. Foram
determinadas a massa seca de folhas (MSF) e
ramos (MSR), e a relagao massa seca de folhas/
massa seca de ramos (MSF/MSR). A
determinagdo dos teores de artemisinina na MSF
(mg.g") foi feita em cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detecgao no ultravioleta, conforme
técnica descrita por Zhao & Zheng (1986), com
algumas adaptagoes.
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RESULTADO E DISCUSSAO

Foi observada diferenga significativa para
o teor de artemisinina na MSF entre os
tratamentos de amplitudes térmicas a que foram
submetidas as plantas de A.annua, cultivadas em
cAmara de crescimento (Figura 1), evidenciando
gue o tratamento com 18/28%C apresentou maior
teor de artemisinina do que o tratamento 11/20°C.
Isto indica que nas condi¢tes deste experimento,
para o gendtipo CPQBA 2/39x1V, as temperaturas
maiores induziram um aumento no teor de
artemisinina nas plantas testadas. Estes
resultados estdo de acordo com os enconirados
por Chen & Zhang (1987), onde plantas de
A.annua submetidas & temperatura de 30 + 0,5°C,
apresentaram um aumento significativo no teor
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de artemisinina em relagac as temperaturas de
25+ 1°C ou 28 + 0,5°C.

Contrariamente, Ferreira (1994) e
Magalhdes (1996), sugeriram que altas
temperaturas reduzem o teor de artemisinina em
A.annua. Tais divergéncias levam a concluir que
o compertamento desta espécie em relagao a
influéncia da temperatura na produgao de
artemisinina ndo é padrao, sendo variavel para
diferentes gendtipos. Resultados demonstrando
respostas diferentes entre gendtipos distintos
numa mesma temperatura, foram encontrados por
Chen & Zhang (1987), Magalhaes (1996) e
Wallaart ef al. (2000).

18/28°C

amplitudes térmicas
FIGURA 1. Teor de artemisinina na massa seca de folhas em plantas de A.annuacom 88 dias, submetidas

as amplitudes térmicas 11/20°C e 18/28°C, durante 16 dias. *** Significativo (p<0,003) pelo teste t de

Student.

Para rendimento de artemisinina por
planta (Tabela 1), independente do resultado
obtido para o teor de artemisinina, nao foram
encontradas diferengas estatisticas significativas
entre os tratamentos 18/28°9C ¢ 11/20°C, apesar
de ter sido observado aumento do rendimento da
molécula por planta na amplitude 18/28°C. Para
a produgao de MSF, também nao foram
encontradas diferengas significativas entre os
tratamentos 18/28°C e 11/20°C (Tabela 1).
Contrariamente, Magalhdes (1996) havia
verificado aumento da MSF em temperaturas
mais elevadas.

Os outros parametros analisados foram
a MSR e a relagdo MSF/MSR (Tabela 1). Para as
plantas submetidas a amplitude 18/282C,

verificou-se redugao significativa na MSR e, por
consequéncia, aumento significativo na relagac
MSF/MSR, quando comparadas as plantas do
tratamento 11/20°C. Resultado semelhante para
a relagac MSF/MSR foi encontrado pur Magalhaes
(1996), onde temperatluras mais elevadas
aumentaram significativamente este parametro.
A relacdo MSF/MSR trata-se de parametro
importante a ser observado no processamento
industrial de A.annua, uma vez que DS ramos
conlém substancias graxas que dificultam o
isolamento e a purificagao da artemisinina, e
quanto maior for a relagdo, melhor é a extragao
da molécula (Magalhaes, 1996).
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TABELA 1. Rendimento de artemisinina/planta, massa seca foliar (MSF), massa seca de ramos (MSB) @
relagdo massa seca foliar/massa seca de ramos (MSF/MSR) em plantas de A.annua com 88 dias submetidas
as amplitudes térmicas 11/20°C e 18/28°C, durante 16 dias.

parametro analisado

amplitudes térmicas (noite/dia)

11/20°C 18/28°C

rendimento de artemisinina

{(mg/planta) 41,33
MSF’
(g/planta) 5,30
MSR’ =
____ lg/planta) B 9,79 7,57 _
relagao MSF/MSRA ' 072"

' Média de 09 repetigbes.

*(p< 0024) e *** (p < 0,008 sao significativos

pelo leste I de Student.

Pode-se concluir que quando submetidas
a amplitude térmica de 18/28°C, plantas do hibrido
2/39x1V apresentam maiores teores de
arlemisinina na MSF do que quando submetidas
a amplitude de 11/20°C. Todavia, apesar de
observar-se aumento do rendimento da molécula
por planta na amplitude 18/28°C, este ganho nao
e significativo estatisticamente, uma vez que
ocorreu maior produgao de MSF na amplitude 11/
20°C. Isto resulta em rendimentos de artemisinina
(por planta), semelhantes para as duas amplitudes
térmicas estudadas.
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