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RESUMO

As plantas possuem um grande potencial biossintético, porém, o percentual deste potencial
utilizado atualmente é apenas uma fracdo do que as plantas podem nos oferecer. A procura por
novas fontes de produtos naturais e farmacos oriundos de plantas tem se expandido, principalmente
sobre aqueles com acentuado potencial terapéutico ja comprovado. A familia Rubiaceae é talvez a
familia de plantas mais estudada na drea de produtos naturais, pois ja foram identificados diversos
metabdlitos secundarios com atividade bioldgica comprovada. O género Duroia que pertence a
familia Rubiaceae possui 30 espécies, de onde ja foram identificadas substancias como flavonoides,
iridoides, terpenos, compostos aromaticos e alcaloides. Porém, todas estas substancias foram
identificadas em apenas duas espécies do género, o que mostra a importancia de estudos com outras
espécies. A espécie Duroia saccifera foi escolhida como objeto deste estudo por abordagem
guimiotaxondmica. A finalidade do estudo foi a inducdo e multiplicacdo de calos in vitro, estudo
fitoquimico e avaliacdo da atividade biolégica dos extratos como antibacteriano, antiofidico e
antitumoral. A espécie Duroia saccifera foi estabelecida in vitro a partir de sementes coletadas na
reserva Adolfo Ducke, no municipio de Manaus — AM. As sementes foram inoculadas em meio de
cultura MS com a adigao de GAs3 e apos 90 dias de cultivo 50% das sementes haviam germinado. As
folhas das plantulas obtidas da germinacdo in vitro foram inoculadas em meio MS com a adicdo de
diferentes reguladores de crescimento para a indugdo de calo. Ao final de 30 dias de cultivo, foi
observado que 80% das folhas desenvolveram calo quando inoculados em meio MS com a presenca
de 2,4-D e KIN. Foram obtidos trés extratos a partir dos calos: extrato hexano, extrato acetato de etila
e extrato metanol. O extrato hexano quando analisado em ressondncia magnética nuclear
apresentou picos que indicam a presenca de terpenos e esteroides. Quanto as atividades bioldgicas,
o extrato hexano teve uma atividade significativa na inibicdo da fosfolipase A, do veneno de Bothrops
atrox. Com relacdo a atividade antitumoral, o extrato hexano demonstrou atividade em menor

concentracdo frente a linhagem tumoral adenocarcinoma de mama (MCF-7).

PALAVRAS-CHAVE: Duroia saccifera; Calo; Antitumoral; Antimicrobiano; Antiofidico; Micropropagacao



ABSTRACT

Plants have a great biosynthetic potential, however, the percentage currently used is only a
fraction of what plants can offer. The search for new sources of natural products and drugs derived
from plants has expanded, especially on those with great therapeutic potential proven. The
Rubiaceae family is perhaps the most studied plant family in the area of natural products, as several
secondary metabolites have been identified with proven biological activity. The Duroia genre that
belongs to Rubiaceae family has 30 species of which have been identified substances such as
flavonoids, iridoids, terpenes, aromatic compounds and alkaloids. However all these substances were
identified in only two species of the genus, which shows the importance of studies with other species.
The Duroia saccifera was chosen as the object of this study by chemotaxonomic approach. The aim
of the study was the induction and proliferation of callus in vitro, phytochemical study and evaluation
of the biological activity of the extracts as an antibacterial, and antitumor antiophidic. The specie
Duroia Saccifera was established in vitro from seeds collected in the reserve Adolfo Ducke in the city
of Manaus - AM. The seeds were inoculated onto MS culture medium with the addition of GAs and
after 90 days of cultivation 50% of the seeds had germinated. The leaves of the seedlings obtained in
vitro germination were inoculated onto MS medium with the addition of different growth regulators
for callus induction. After 30 days of cultivation, it was observed that 80% of the leaves developed
callus when inoculated on MS medium in the presence of 2,4-D and KIN. three callus extracts were
performed: hexane extract, ethyl acetate extract and methanol extract. The hexane extracts when
analyzed by nuclear magnetic resonance showed peaks indicating the presence of terpenes and
steroids. As for biological activities, hexane extract had a significant activity in inhibiting
phospholipase A, Bothrops atrox venom. Regarding the antitumor activity, the hexane extract

showed activity in lower concentrations against tumor type breast adenocarcinoma (MCF-7).

KEYWORDS: Duroia saccifera; Callus; Antitumor; Antimicrobial; antiophidic; Micropropagation;
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1. INTRODUCAO

A cultura de tecidos vegetais in vitro é uma técnica na qual, em condicGes assépticas, células,
orgdos, tecidos ou mesmo planta inteira, podem ser mantidos em cultivo em laboratério sob
condi¢Bes controladas de fatores ambientais e nutricionais. Estas condi¢des incluem a oferta
adequada de nutrientes, pH, temperatura, fotoperiodo e fonte de carbono (MORAIS et al., 2012).

Pequenos pedacos de tecido vegetal denominados explantes (fig.1) podem ser retirados de
uma planta matriz e utilizados para produzir milhares de novas plantas num processo continuo, em
um periodo de tempo relativamente curto (AKIN — IDOWU, 2009).

Esta técnica de cultivo vegetal tem sido amplamente estudada desde o inicio do século 20,
com a finalidade de compreender rotas metabdlicas primarias e secundarias, além de auxiliar estudos
relacionados a morfogénese vegetal. No entanto, os potenciais medicinais e nutracéuticos de plantas
oriundas da cultura de tecidos vegetais vém sendo mais profundamente estudados nos ultimos 50

anos (DAVIES, DEROLES, 2014; DIAS et al., 2016).

Figura 1 - Explantes retirados de folha e de segmento nodal de andiroba (Carapa guianensis). Imagem: Souza, J.
C.

1.1 Producdo de Metabdlitos Secundarios Por Meio da Cultura de Tecidos Vegetais

Recentemente, a biotecnologia vegetal vem se tornando importante para as industrias
farmacéutica e de produtos naturais, pois meio da propagacdo vegetativa in vitro, permite a

eliminacdo de doencas e o melhoramento genético das plantas, levando a producdo de microplantas



e/ou biomassa vegetal de excelente qualidade fitossanitaria e genética —em curto espaco de tempo
e reduzida area fisica, o que é de extrema importancia na producdo de metabdlitos secundarios.

Com a crescente demanda por produtos de origem natural, contrapondo-se a perda de
populacBes vegetais, da diversidade genética e a degradacdo do meio ambiente e extingdo de
espécies, a cultura de tecidos e células vegetais in vitro surgiu como uma ferramenta para a producao
em larga escala de biomassa vegetal, para diversificados fins (ROBERTO e FRANCESCA, 2011).

Para Nunes e colaboradores (2013), a principal motivacdo para a adog¢do do cultivo de plantas
in vitro no setor florestal brasileiro, tem sido a pesquisa com a finalidade de aumentar a producéo
sustentdvel de madeira e produtos florestais ndo-madeireiros, incluindo a caracterizagdo genética,
manipulagao e melhoramento de espécies florestais nativas do Brasil. Segundo os mesmos autores,
esséncias aromaticas, frutas e 6leos da Amazonia, utilizados como matérias-primas pelas industrias
guimicas de cosméticos, produtos farmacéuticos, inseticidas e fungicidas provenientes de espécies
amazoOnicas podem ser consideradas fontes renovaveis de ativos bioldgicos.

Sendo assim, essa tecnologia deve ser aprimorada constantemente para que seja capaz de
suprir a demanda, e sua exploracdo deve ser feita em uma base sustentavel, pois espécies como
Aniba rosaeodora (pau-rosa) e Dicypellium caryophyllaceum (pau-cravo) se encontram na lista
vermelha das espécies ameacadas de extin¢do devido ao seu uso indiscriminado (NUNES et al., 2013;

MURTHY et al., 2015).

1.2 Totipoténcia celular

A técnica de cultura de tecidos é baseada no conceito de totipoténcia celular, que é
caracterizada como “a capacidade de uma célula vegetal, viva, nucleada, com sistema laminar intacto
e ja diferenciada, de ser induzida a voltar ao estado meristematico, podendo redefinir seu padrdo de
diferenciacdo celular, podendo desenvolver novos orgdos e até mesmo individuos inteiros”
(TERMIGNONE, 2005).

Todo tecido vegetal que possui células vivas e nucleadas é totipotente e, por assim dizer, pode
vir a desenvolver crescimento e/ou diferenciacdo celular induzida pelo meio. Apds uma sinalizagdo
correta ao tecido do explante, as células estabelecem um processo continuo de mitose (AITCHINSON
et al.,, 1977). Juntamente com a totipoténcia, a capacidade das células para alterar o seu

metabolismo, crescimento e desenvolvimento também é igualmente fundamental.



1.3 Meios de Cultura e Reguladores de Crescimento

Para que o potencial da totipoténcia seja expresso na sua totalidade, é necessario fornecer
ao explante as condicBes nutricionais e a devida sinalizacdo hormonal. E normalmente utilizado como
base, o meio de cultura desenvolvido por Murashige e Skoog ,em 1962, (meio MS) composto de
macronutrientes, micronutrientes, vitaminas, ferro, EDTA entre outros compostos organicos, fonte
de carbono e a presenca ou ndo de um agente geleificante (para meios sélidos ou semi-sélidos).

O pH do meio também é importante, pois afeta a absorgao dos nutrientes e reguladores de
crescimento presentes no meio de cultura. Murashige e Skoog (1962) recomendam o ajuste do pH
entre 5.7 e 5.8, porém algumas espécies como as bromelidceas podem ter ajuste de pH entre 6.5 a
7.

Com o passar do tempo, suplementacdes e alteragcdes nos componentes foram feitas e novos
meios foram surgindo para se adequar ao metabolismo de diversas espécies vegetais. A manipulacao
da formulacdo dos meios de cultura, assim como, das fontes de sacarose, combinacles e
concentracdes de reguladores de crescimento, naturais e/ou sintéticos, além do uso de diversos
agentes fisicos ou quimicos como elicitores, tém sido utilizados para mudancas morfogenéticas e
acumulo de metabdlitos de interesse (NAMDEO, 2007).

As composi¢Ges do meio de cultura, especialmente dos reguladores de crescimento, tém
efeitos profundos sobre a resposta do explante nas diferentes fases do cultivo in vitro. Os reguladores
de crescimento sdo responsaveis pela determinacdo do desenvolvimento de células, tecidos ou
plantas em meio de cultura.

Reguladores de crescimento sdo um grupo de moléculas de ocorréncia natural nos tecidos
vegetais e seus andlogos sintéticos, que possuem acao de sinalizadores, influenciando os diferentes
estagios do desenvolvimento da planta. Para a cultura de células e tecidos vegetais in vitro, a
utilizacdo de reguladores de crescimento adicionados ao meio de cultura é necessaria para garantir
que o objetivo do estudo seja alcancado (TAIZ & ZEIGER, 2013).

As auxinas e citocininas sdo as duas classes de reguladores de crescimento mais utilizadas. A
concentracdo e combinacao dos diferentes tipos de auxinas e citocininas para suplementar o meio
de cultura, dependem principalmente da espécie da planta, do tipo de tecido ou 6rgao e do objetivo
da pesquisa.

As auxinas possuem diversas funcdes no desenvolvimento vegetal na natureza, entre as quais,
o alongamento do caule, domindncia apical e o enraizamento, e sdo amplamente utilizadas nas

culturas de células e tecidos por induzir a divisdo celular. Na planta, as auxinas sdo produzidas nas



regi®es de crescimento celular localizadas nos apices dos ramos e, em menor quantidade, das raizes,
e seu transporte ocorre do topo da planta em direcdo a base.

Ja, as citocininas estdo envolvidas em processos de divisdo celular, proliferacdo e
morfogénese da parte aérea e sdo utilizadas nas culturas in vitro para a regenerac¢do das plantas ou
inducdo de novos ramos. Na planta, a sintese das citocininas ocorre nas raizes e seu transporte é feito
da base em direcdo as partes aéreas (HARTMANN et al.,, 1988; NARAYANASWAMY, 2004; TAIZ e
ZEIGER, 2013).

Estes dois reguladores sdo, portanto, produzidos em locais diferentes e possuem fungdes
antagonicas. Se houver um equilibrio entre as concentra¢8es de ambas, ocorrerad o desenvolvimento

de uma massa celular indiferenciada comumente chamada de callus ou calo (HUSSAIN et al., 2012).

1.4 Producdo de calos

Na natureza, as plantas podem gerar calo em resposta a um estresse, causado por ferimento
ou infeccdo patogénica. A formacdo de calo, também denominada calogénese, pode também ser
induzida in vitro por niveis elevados de reguladores de crescimento, onde ocorre a desdiferenciacdo
das células do explante, que sdo induzidas a retornarem ao estado inicial meristematico (VIJAYASREE,
2010).

As regifes do explante que sofreram sinalizacdo se estabelecem primeiramente na periferia
do explante isolado e, de forma gradativa, em pontos internos do tecido, onde camadas e regides de
crescimento ativo na forma de cunhas passam a se formar e dependendo do balanco dos reguladores
de crescimento utilizados no meio de cultura, diversos tipos celulares do explante poderdo se
desdiferenciar, caracterizando assim o novo sistema que passa a ser chamado de calo (TERMIGNONI,
2005).

Segundo Aitchinson et al. (1977) e Stafford e Warren (1991), o estabelecimento da cultura de
calos a partir de explantes (sendo raizes, caules, folhas, flores, etc.) é dividido em trés etapas (fig. 2):

(1) inducdo: preparacdo do tecido isolado com a ativacdo do metabolismo para a
desdiferenciacdo e divisdo celular (mitose);

(2) divisdo propriamente dita: as células dividem-se ativamente em células de tamanho
menor, iniciando pelas areas periféricas e posteriormente ocupando a regido central do exlante;

(3) desdiferenciacdo: o tecido perde sua identidade histoldgica, as células tornam-se maiores,

vacuolizadas, a taxa de divisdo diminui e entdo ocorre o equilibrio entre a divisdo e a expansao celular.



Figura 2 - Fases do estabelecimento da cultura de calos, em explante foliar de andiroba (Carapa guianensis). 1 —
Inducdo; 2 — Divisdo; 3 — Desdiferenciacdo. Imagens: Souza, J. C.

O calo pode ser produzido em resposta a uma injuria fisica ou quimica, mas é necessario saber
gue nem todas as células de um explante formam calo com facilidade ou produzem o metabdlito de
interesse, por isso a escolha do explante é fundamental para um bom resultado, no entanto, é sabido
gue, os tecidos jovens sdo mais adequados que os adultos. Pinto e Lameira (2001) descrevem o
parénguima como o melhor tecido para o desenvolvimento de calos, pois se trata de um tecido de
consideravel plasticidade.

A formacdo de calo é importante na biotecnologia vegetal, podendo ser utilizada na
propagacdo de clones sauddveis de uma determinada espécie — como tem sido estudada para a
conservacao de espécies ameacadas de extingdo, como o pau-brasil (WERNER et al., 2009) e espécies
alimenticias, como o adocante Stevia rebaudiana (AHMAD et al., 2011) e as amazOnicas cacau e o
cupuacu (Venturieri e Venturieri, 2004); além de ser necessdria para a incorporacdo de genes por
biobalistica e para suspensdo celular para a produgdo de metabdlitos secundarios (PISTELLI, 2010).

A suspensdo celular é utilizada atualmente para culturas em grande escala de células vegetais,
a partir das quais podem ser extraidos metabdlitos secundarios. Uma cultura em suspensdo é feita
por meio da transferéncia de uma quantidade de calo para um meio liquido e mantida sob condicdes
adequadas de aeracgdo, agitacdo, luz, temperatura entre outros parametros. A vantagem desse
método é que uma vez otimizado o protocolo, é possivel o fornecimento de uma fonte continua de
biomassa. Outra vantagem inclui a possibilidade de induzir a producdo de metabdlitos secundarios

de uma forma continua utilizando elicitores tanto bidticos quanto abidticos (CUSIDO et al., 2014).



Nos ultimos anos foram desenvolvidas diversas configuracdes de biorreatores, que tém se
adaptado com sucesso a producdo de células e tecidos in vitro. O uso desta tecnologia possibilita que
os nutrientes sejam efetivamente entregues as células, diferentemente do que pode ocorrer em
cultura em meio de cultura semi-sélido (GEORGIEV, et al.,, 2013; MURTHY, et al.,, 2015). Neste
ambiente também é possivel manipular as varidveis citadas anteriormente, além de aeragdo e forma

de fornecimento do meio de cultura, podendo ocorrer de forma constante ou nao.

1.5 Producdo de Metabdlitos Secundarios in vitro

As plantas possuem um grande potencial biossintético, porém, o percentual deste potencial
utilizado atualmente é apenas uma fracdo do que as plantas podem nos oferecer. A procura por
novas fontes de produtos naturais e farmacos oriundos de plantas tem se expandido, principalmente
sobre aqueles com acentuado potencial terapéutico ja comprovado (FOGLIO et al., 2006).

A producdo de farmacos provenientes de plantas, principalmente aqueles obtidos de espécies
de arvores florestais, é dificultada por diversos fatores, tais como: qualidade da matéria prima
utilizada, acessibilidade, raridade de espécies de valor comercial e medicinal, principalmente aquelas
localizadas em ecossistemas ameacados de extingdo (GONCALVES & ROMANO, 2012; MORAIS et al.,
2012). Além disso, algumas espécies produzem quantidades muito pequenas da substancia bioativa
de interesse, como é o caso do taxol, utilizado no tratamento contra o cancer, onde sdo necessarias
as cascas de trés arvores de aproximadamente cem anos de idade para produzir a quantidade
suficiente para o tratamento de uma pessoa (NOSQOV, 2012).

A biossintese de metabdlitos secunddrios é restrita a alguns tipos de células e tecidos
especializados, o que dificulta os processos laboratoriais e industriais de producdo, extracdo e
purificacdo dos metabadlitos secundarios (SERAFINI et al., 2001). Estas dificuldades tém feito com que
muitos produtos naturais derivados de metabdlitos secunddrios identificados, sejam atualmente
produzidos por de sintese quimica, porém, a complexidade de algumas substancias e o alto custo da
sintese tem garantido sua producdo bioldgica.

Para Grattapaglia e Machado (1998), as principais vantagens da producdo de metabdlitos in
vitro sdo: a independéncia dos fatores ambientais, o aumento do controle da producdo, o uso de
linhagens que garantam uma qualidade consistente do produto, a simplificacdo dos métodos de

processamento e recuperacao do produto alvo, o aproveitamento de novas rotas de sintese a partir



de linhagens mutantes, a utilizacdo de elicitores no direcionamento da producdo e o aproveitamento
das biotransformacdes que ocorrem durante o cultivo de células vegetais in vitro, entre outras.

Estudos comparativos de metabdlitos secundarios produzidos em plantas obtidas da natureza
com plantulas e/ou calos in vitro tém sido realizados, assim como ensaios de atividades bioldgicas.
Estudos de atividade antioxidante realizados com a espécie Thymus lotochephalus revelaram que
extratos hidroalcodlicos de calos apresentam maior concentragdo de substancias antioxidantes do
que as plantas coletadas, particularmente acido rosmarinico, apresentando assim, um maior
potencial antioxidante do que extratos obtidos de plantas de campo (COSTA et al., 2012).

Estudos comparativos realizados com o género Cyclopia, que possui atividade bioldgica
comprovada como antioxidante, antimutagénica, anticancerigena, fitoestrogénica, antidiabética e
redutora de colesterol, identificaram diversas substancias polifendlicas nos extratos a partir de
plantas de campo e calo, onde trés substancias diferentes das encontradas em plantas de campo
foram identificadas no calo, sendo a primeira vez que derivados de benzofenona e dihidrochalcona
foram encontradas no género Cyclopia (KOKOTKIEWICZ, et al., 2012).

A vincristina e vimblastina sdo substancias com comprovada a¢do antitumoral, porém as
quantidades dessas substancias na planta (Catharanthus roseus) é muito pequena (SAIMAN et al.,
2014). Diversos grupos de pesquisa pelo mundo estdo trabalhando para o melhoramento da
producdo dessas substancias e para isto estdo utilizando a producdo de células em suspensdo para a
inducdo por elicitores tanto fisicos quanto quimicos (FUKUYAMA et al., 2015; FATIMA et al., 2015),
quanto a inducgdo in vitro por meio da genética (PRAKASH et al., 2015; MOERKERCKE et al., 2013),
demonstrando que esta técnica pode ser uma grande ferramenta para auxiliar tanto na pesquisa
guanto na producdo de metabdlitos com aplicagdes farmacoldgicas.

A artemisinina, importante antimaldrico extraido de espécies do género Artemisia, é outra
substancia para a qual estad sendo estudado o aumento da producgado por suspensdo celular. Seguindo
o mesmo plano de agdo para a vincristina e vimblastina, estdo sendo testados o aumento da producdo
em suspensdo celular utilizando elicitores (ALl et al., 2014; TARIQ et al., 2014).

Mathew e Sankar (2014) quantificaram os principais metabdlitos secundarios de espécies do
género Ocimum (alfavaca e manjericdo) obtidos de culturas in vivo, culturas de calos in vitro com
elicitores e in vitro sem elicitores. Observaram volumes mais elevados de fendis, alcaloides e
terpendides nas culturas de calos in vitro com elicitores em funcdo da acdo destes na via do

chiguimato, principal via responsdvel pela producdo dos metabdlitos secundarios.



Deepthi e Satheeshkumar (2016) obtiveram uma produgdo de camptotecina 3 vezes maior
em suspensado celular de calos de Ophiorrhiza mungos, se comparado aos niveis encontrado na planta
in vivo. A camptotecina é um alcaloide quinolinico com acdo anticancerigena que estd sendo utilizado
em medicamentos de Ultima geracdo. O aumento na producdo de metabdlitos, no caso, substancias
fendlicas e tocoferdis, também foi observado em culturas de calos de uma espécie de uva (Vitis
vinifera) com elicitores (CETIN, 2014; CETIN et al., 2014).

Diante destes fatores se comprova a necessidade da busca por novos meios de obtencao
dessas substancias bioativas de forma répida e segura. Sendo assim, a cultura de células/tecidos
vegetais in vitro é uma ferramenta eficaz para a producdo em larga escala de biomassa vegetal para
a extracdo de metabdlitos secunddrios de interesse, sem que ocorra a exploracdo predatdria de
populacBes selvagens. Uma vez que os demais métodos de cultivo vegetal sdo muitas vezes limitados,
onerosos e demandam mais tempo para producdo dos metabadlitos (GONCALVES & ROMANO, 2012;
MORAIS et al., 2012).

A investigacdo de principios ativos oriundos de plantas Uteis as mais diversas vertentes do
ramo da biotecnologia, tais como as industrias cosméticas e farmacéuticas, tem incentivado a
realizacdo de pesquisas como esta, levando ao aprofundamento no conhecimento de espécies
vegetais pouco estudadas ou sem estudos prévios quanto a sua constituicdo quimica quando
cultivadas in vitro, além de fornecer alternativas para a producdo de biomassa para a producdo de

farmacos através da biotecnologia vegetal e cultura in vitro.



1.6 Metabdlitos Secundarios de Duroia

O género Duroia pertence a familia Rubiaceae. Esta é uma das maiores familias da

classe das Magnoliopsida, que abrange cerca de 550 géneros e 9000 espécies. As

Rubiaceae possuem um grande potencial medicinal, com uma grande variedade de

classes de metabdlitos ja encontradas, tais como: alcaloides, esteroides, terpenos,

flavonoides e cumarinas (MARTINS e NUNEZ, 2015).
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Figura 3 - Estrutura quimica de algumas substancias isoladas de Rubiaceae
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Ja foram comprovadas diversas atividades farmacoldgicas a partir de substancias
obtidas de espécies de Rubiaceae: antidiarreica, anticancerigena, antimicrobiana, anti-
inflamatodria, antioxidante, analgésica, entre outras (CORDELL et al., 2001; TAKAYAMA,
2004; HEITZMAN et al., 2005). Esta familia vegetal também é conhecida por possuir
espécies de grande importancia econémica, como o café (Coffea sp.) e o jenipapo (Genipa
sp.), e medicinal, como a Cinchona pubescens Vahl, produtora da quinina utilizada no
tratamento de malaria (SILVA e ARAGAO, 2009).

O género Duroia possui 30 espécies com distribuicdo neotropical (TAYLOR et al.,
2004). Das espécies deste género ja estudadas, destacam-se: D. hirsuta e D. macrophylia.

A espécie D. hirsuta é conhecida popularmente por “jardim-do-diabo”, pois nenhuma
outra espécie vegetal cresce ao redor dela. Acreditava-se que este fato ocorria em fungdo
de forte alelopatia causada por aleloquimicos téxicos como o iridoide plumericina (PAGE
et al., 1994), porém, estudos mais recentes (FREDERICKSON et al., 2005, FREDERICKSON
e GORDON, 2009) indicaram a atividade de formigas associadas, que ao impedir que
outras espécies vegetais crescam, estariam protegendo a D. hirsuta cujas domaceas lhe
servem de ninho.

D. macrophylla, é a espécie na qual foram encontrados os triterpenos acido ursélico
e acido oleandlico, com atividade frente a Mycobacterium tuberculosis (MARTINS et al.,
2013); e substancias aromaticas (fendis e flavonoides), terpenos e alcaloides, com
atividade antioxidante, inseticida sobre Sitophilus zeamais e toxicidade frente a Artemia
salina (MARTINS et al., 2014). Desta espécie foi isolado o alcaloide inddlico raunitidina
(NUNEZ et al., 2009), também um alcaloide inédito com atividade antitumoral e outros
alcaloides com atividade sobre Mycobacterium tuberculosis (os quais geraram duas
patentes depositadas no INPE) (NUNEZ e VASCONCELOS, 2012; NUNEZ et al., 2014).

A espécie D. saccifera (figura2) foi selecionada para este estudo pela abordagem
guimiotaxonémica, por pertencer a uma familia e a um género de plantas que se
destacam na producdo de metabdlitos com atividades biolégicas comprovadas. Apesar
desta espécie se destacar pela abundancia na floresta amazdnica, poucos estudos sdo
encontrados a respeito dessa espécie. Sobre a sua fitoquimica, pouco se conhece,

encontrando apenas um relato de presenca de triterpendides no extrato metandlico de
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suas folhas, sem toxicidade frente a Artemia salina e com propriedades antioxidantes

(MESQUITA et al., 2012).

e .

Figura 4 - A — espécime de Duroia saccifera; B — Detalhe de um ramo; C -
Detalhe do tamanho de uma folha; D — Detalhe de uma domacea; E — Detalhe
do tamanho de uma doméacea. Fonte: Souza, J.C.
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D. saccifera é uma arvore de pequeno porte, com folhas grandes, pilosas, com um
par de domaceas caracteristicas na base das folhas, ritidoma (superficie externa do caule)
marrom e escamoso, encontrada na Venezuela, Colébmbia, Peru e Brasil (figura 3)
(RIBEIRO et al., 1999). No Brasil, ocorre nos Estados do Acre, Amazonas, Para e Rondonia,
podendo crescer tanto em floresta de igapd, quanto em floresta de terra firme ou de
varzea (FLORA DO BRASIL, 2016). E conhecida popularmente como hormiga caspi e
huitillo (Peru), palo de baba (Venezuela) e jiquitaya (Brasil) (GRANDTNER e CHEVRETTE,
2013), ou ainda purui-da-mata, purui-grande, caa-jucara, folha-de-comichdo ou cabeca-
de-urubu (PEIXOTO et al., 1998). E uma espécie conhecida por sua mirmecofilia —
associacdo mutualistica com espécies de formigas nas domaceas (FONSECA e GANADE,

1996; FONSECA, 2009; RAZAFIMANDIMBISON et al., 2005; PASSMORe et al., 2012).
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Figura 5 - Distribuicéo geografica da espécie Duroia saccifera. Fonte GBIF.
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1.7 Atividades Bioldgicas dos Metabdlitos Secundarios

Segundo a Organiza¢do Mundial de Saude (WHO, 2010; 2013), em todo o mundo, até
cinco milhdes de pessoas por ano sdo picadas por serpentes, sendo que entre estas
serpentes, as peconhentas causam considerdavel morbidade e mortalidade. Sdo
estimados cerca de 2,4 milhGes de acidentes por animais peconhentos por ano, entre
94.000 a 125.000 mortes, com adicional de 400.000 amputacdes e outras consequéncias
de saude graves, como infec¢des, tétano, cicatrizes, contraturas musculares e sequelas
psicoldgicas. A peconha também pode causar paralisia respiratdria, insuficiéncia renal e

causar danos teciduais graves e irreversiveis.

As espécies do género Bothrops tem comportamento agressivo quando se sentem
ameacadas e respondem por até 95% dos acidentes ofidicos no Brasil, sendo a espécie B.
atrox (figura 4) com maior frequéncia de registros em diversos estudos na Amazonia
Central e possivelmente responsavel pela maioria dos acidentes ofidicos nesta regido
(FRAGA et al., 2013). Juntamente com a B. brazili, a espécie B. atrox (jararaca do norte,
surucucurana ou jararaca do rabo branco) parece ser responsavel por quase 100% dos
acidentes na regido do Alto Rio Negro, no Amazonas (SOARES, 2006; CARDOSO et al.,
2009),

Figura 6 - Imagens de B. atrox. Fonte: FRAGA et al., 2013.
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Os venenos de serpentes sdo misturas complexas de substancias, principalmente de
proteinas, produzidas por uma glandula seromucosa e inoculados por um aparato
especializado composto por dentes acanalados. Estas proteinas podem ser classificadas
como miotoxinas, hemorraginas, nefrotoxinas, neurotoxinas e toxinas coagulantes
(SANDOVAL et al., 2011). A fisiopatologia do envenenamento por serpentes botrdpicas
depende da agdo de uma ou da combinacdo das seguintes toxinas: PLA; (fosfolipases),
SVMP (metaloproteinases) e SVSP (serinoproteases), sendo a PLA, o componente

majoritario, com uma variedade de efeitos farmacoldgicos (GUTIERREZ, 2002).

Atualmente, o Unico tratamento cientificamente validado é o tratamento com soro
antiofidico, porém, existem algumas dificuldades como: o acesso limitado ao soro das
populacdes distantes dos grandes centros, variacdes na composicdo dos venenos devido
as diversidades taxonOmicas e geograficas das serpentes, reacdes adversas causadas pela
presenca de proteinas junto ao soro (produzido geralmente com soro de cavalo), além
da efetividade limitada da soroterapia de proteger contra os danos locais (dor, edema,
necrose, inflamacao, hemorragia) causados pelas picadas (SOARES et al., 2005; CARDOSO
et al., 2009; SILVA et al., 2015).

A falta de acesso aos cuidados basicos de salde e a escassez de antiveneno,
aumentam a gravidade das lesGes e suas consequéncias (WHO, 2010). Este € um
problema agravado na regidao Amazodnica, devido as longas distancias existentes entre os
locais de ocorréncia de acidentes ofidicos e o atendimento médico, tornando o acesso ao
tratamento soroterdpico ainda mais dificil (DOS-SANTOS et al., 1995; DOS-SANTQOS,
2009).

Em virtude destas dificuldades, a populacdo utiliza uma variedade de plantas para
complementar a terapia com soro antiofidico, ou mesmo em alternativa ao soro quando
este n3o estd disponivel (MORS et al., 2000; OTERO e JIMENEZ, 2000; CARDOSO et al.,
2003; SOARES et al., 2005, SILVA et al., 2016). Segundo Moura et al. (2015), existem
contravenenos comercializados preparados a base de plantas, como o Especifico Pessoa
(fabricado em Sobral, no Ceard), o Pau X (produzido em Alenquer, no Para), indicados
para envenenamentos por serpentes e escorpides, Especifico Composto P. Esser

(fabricado em Santa Catarina) e Kutelak (comercializado no litoral norte do Estado de Sdo
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Paulo). Neste sentido, tornam-se de extrema importdncia os estudos de validagdo da
atividade das plantas de conhecimento tradicional, bem como para descobrir novas

moléculas ativas contra os efeitos dos venenos ofidicos.

Além dos efeitos causados pela peconha, a lesdo no local da picada pode ser alvo de
infeccdes secundarias causadas pelos microrganismos existentes na cavidade oral das
serpentes, agravando o quadro geral do paciente e gerando o risco de septicemia e até
mesmo a amputacdo do membro (GUTIERREZ e LOMONTE, 2009). Estes microrganismos

sdo inoculados juntamente com a peconha no momento da picada.

Dentre os microrganismos encontrados na cavidade oral de serpentes e nos abcessos
causados pela picada estdo: Morganella morganii, Enterobacter sp., Escherichia coli,
Proteus sp., Citrobacter sp., Providencia sp., Serratia sp., Staphylococcus sp., Aeromonas
hydrophila, Enterococcus sp,., Klebsiella sp., Pseudomonas sp., Streptococcus sp.,
Acinetobacter sp., Bacillus sp., Clostridium sp., Salmonella enterica (JORGE et al., 1990;
JORGE et al., 1994; JORGE et al., 1998; BLAYLOCK, 2001; VALSAN et al., 2007; LOPEZ et
al., 2008; BASTOs et al., 2008; GARG et al., 2009; LAM et al., 2010; JHO et al., 2011,
SUBRAMANI et al., 2013). Seria de grande relevancia encontrar substancias que, além de
neutralizar os efeitos da pegonha, também protegessem contra infecgdo secundaria por

microrganismos.

Para garantir a seguranca na utilizacdo de produtos naturais é imprescindivel que
sejam realizados estudos da citotoxicidade desses produtos. Os ensaios mais utilizados
atualmente sdo os de cultivo celular in vitro, que avaliam a viabilidade das células quando
em contato com um determinado composto ou substdncia. Estes ensaios foram
otimizados para serem feitos em microplacas de 96 pocos, e esta miniaturizacdo permite
gue sejam analisadas muitas amostras simultanea e rapidamente, utilizando um leitor de
placas de ELISA (WEYERMANN et al., 2005). Diversas linhagens celulares sdo utilizadas
para este tipo de ensaio, podendo ser células saudaveis, que indicardo a
biocompatibilidade de um composto ou substancia; ou linhagens de células tumorais,

gue podem avaliar a descoberta de um possivel potencial anticancer.
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2 OBIJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Obtencdo de calos de Duroia saccifera para estudo quimico e avaliagdo bioldgica de

seus extratos.

2.2 Objetivos Especificos

1. Estabelecer um protocolo para a obtencdo e multiplicacdo de calos de Duroia
saccifera;

2. Avaliar a influéncia dos reguladores de crescimento na indugcdo e multiplicacdo
dos calos;

3. Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos;

4. Avaliar cito toxicidade dos extratos sobre linhagens celulares saudaveis e
neoplasicas;

5. Avaliar a atividade bloqueadora da fosfolipase A, dos extratos;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material Vegetal

Para o estabelecimento das culturas in vitro, foram utilizadas sementes provenientes
de um individuo adulto de Duroia saccifera, coletadas na Reserva Adolfo Ducke localizado
no municipio de Manaus (Latitude, 2°55'46.25"S, longitude 59°58'29.69"0), que foram
coletadas no més marco de 2012. Sendo uma exsicata depositada para a confirmacdo da
espécie no herbdrio do Instituto Nacional de pesquisas da Amazonia-INPA sob o registro

n® 259229.

3.2 Meios de Cultura e Condi¢des de Cultivo

O meio de cultura de Murashige & Skoog (1962) (MS) (tabela 1), além dos sais
minerais e vitaminas, teve como fonte de carbono a sacarose a 3% e agar 0,8% como
agente geleificante. Foram utilizados 5 mL do meio de cultura em tubos de ensaio de 16
X 160 mm. O pH dos meios foi ajustado para 5.7 + 0,1 e em seguida foi realizada a
autoclavagem com temperatura média de 120 °C + 1 °C e pressdo de 1,3 Kgf/cm? (1 atm),
durante 20 minutos. Apds resfriamento, os tubos foram armazenados em temperatura
ambiente até o momento da utilizacdo. As culturas foram mantidas em sala de
crescimento sob temperatura constante de 26 °C £ 2 °C e fotoperiodo de 16 horas de luz

branca, com intensidade de 40 a 50 umol.m2.s 1.

3.3 Cultura de Tecidos Vegetais

3.3.1 Germinagao
Foi realizada uma pré-desinfestacdo do fruto em bancada utilizando-se uma solucédo

desinfestante contendo Mancozeb® 2 g.L + Estreptomicina 100 mg.L por 30 minutos,
seguido de imersdo em etanol 70% v/v por 5 minutos. Posteriormente, foi realizada a
desinfestagdo em camara de fluxo laminar utilizando etanol 70% v/v por 1 minuto seguido
de imersdo em hipoclorito de sédio 2% v/v por 5 minutos, com trés lavagens em agua
destilada autoclavada entre os agentes desinfestantes. Apds a desinfestacdo, as
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sementes foram inoculadas em meio MS semissdlido acrescido de 5 mg/L de acido

giberélico (GAs), e cultivadas durante 90 dias, sendo avaliadas a cada 10 dias.

Tabela 1 - Composi¢do do meio de cultura segundo Murashigue & Skoog, 1962, (meio MS)

Macronutrientes (mg.L?)
MgS04.7H,0 370,0
KH2PO4 170,0
NH4NO3 1650,0
KNO3 1900,0
CaCl,.2H,0 440,0
Micronutrientes (mg.L?)
KI 0,83
H3BOs3 6,20
MnS04.4H20 22,30
ZnS04.7H20 8,6
Na;Mo04.2H,0 0,25
CuS04.5H,0 0,025
CoCl,.6H,0 0,025
Fe EDTA (mg.L?)
NaEDTA 37,3
FeS04.7H20 27,8
Vitaminas (mg.L?)
Glicina 2,0
Tiamina HCl 0,1
Piridoxina HCl 0,5
Acido nicotinico 0,5
Mio Inositol 100,0

3.3.2 Inducédo dos Calos
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Para o ensaio de inducdo de calo, foram coletados, a partir das plantulas germinadas
in vitro com 90 dias, explantes foliares que foram inoculados em meio MS na presenca
dos reguladores de crescimento acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4D), cinetina (KIN) e 6-
benzilaminopurina (BAP) em diferentes concentracdes e combinacdes (Tabela 2). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 5 tratamentos, tendo 20
repeticdes, onde cada repeticdo constou de um tubo de ensaio contendo uma folha
inteira. As culturas foram avaliadas aos 15 e 30 dias considerando-se a inducdo e
intensidade da producdo de calo sendo usados como parametros: inicio da formacdo de
calo, 50% da superficie da folha com calo formado e 100% da folha com calo formado. A

andlise dos dados foi feita por analise de variancia (ANOVA) pelo teste de Tukey (p<0,05).

Tabela 2 - Meio MS com adi¢édo ou ndo de diferentes concentracdes e combinac6es de reguladores
de crescimento para a fase de indugdo de calo de Duroia saccifera. (N=20)

Reguladores de crescimento

2,4-D KIN BAP

Segmento

foliar (mg.L?)

TIC1 - - -
TIC2 2 - 2
TIC3 4 - 2
TIC4 2 2 -
TICS 4 2 -

3.3.3 Multiplicacdo dos Calos
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Os calos provenientes da fase de indugdo foram inoculados em meio MS com 2,4D e
KIN combinados, com variacdo na concentragdo (Tabela 3). O delineamento experimental
foi casualizado com 3 tratamentos sendo 20 repeticGes para cada tratamento, onde cada
repeticdo consistiu de 1 tubo de ensaio contendo 3 gramas de calo. As culturas foram
avaliadas a cada 10 dias em relacdo ao peso fresco em gramas. A analise dos dados foi

feita por analise de variancia (ANOVA) pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Tabela 3 - Meio MS com 2,4D e KIN combinados com variacédo de concentragdo para a fase de
multiplicacio de calos em Duroia saccifera. (N=20)

Tratamento - Reguladores de crescimento
2,4D KIN
(mg.L?)
™1 2 1
T™M2 4 2
™3 4 4

3.4  Fitoquimica

3.4.1 Extracdo dos Calos
Os calos foram retirados dos tubos de ensaio e pesados para aferir o peso total de

massa fresca, em seguida foram secos em liofilizador e novamente pesados. Foi realizada
a pulverizacdo com ajuda de cadinho e pistilo. Apds a pulverizacdo, o material foi extraido
com os solventes hexano, acetato de etila e metanol. O esquema geral para a preparagao
de todos os extratos estd ilustrado na figura 5. Foram realizadas trés extracdes com cada
solvente utilizando o banho em ultrassom por 20 minutos em cada extracdo. Apds o
banho em ultrassom, o material foi filtrado, e o residuo vegetal apds as trés extracdes
com cada solvente foi seco em temperatura ambiente. Esse mesmo material vegetal foi

extraido com os proximos solventes, em ordem crescente de polaridade. Os extratos

32



foram concentrados em rotaevaporador (extratos hexano e acetato de etila) e

concentrador de amostras (metanol).

3.4.2 Analise cromatografica dos extratos
Analises iniciais dos extratos foram realizadas por cromatografia em camada delgada

comparativa (CCDC), empregando cromatofolhas de aluminio, com silica gel com
indicador de fluorescéncia UVasa. A eluicdo das cromatofolhas foi realizada com
diferentes solventes, em diferentes proporcdes. O extrato hexanico foi eluido com uma
combinacdo de hexano/DCM 1:1. A revelacdo das cromatoplacas empregou luz UV (254
e 365 nm), iodo e sulfato cérico. O extrato acetato de etila foi eluido em AcOEt/acetona
1:1 e revelado com luz UV (254 e 365 nm), iodo, sulfato cérico. E o extrato metandlico
foi eluido com cloroférmio/MeOH/H20 70:30:4 e 5:5:1, cloroférmio/acido
acético/MeOH/H20 60:32:12:8 e 50:40:12:10 e revelado com luz UV (254 e 365 nm) e

anisaldeido sulfurico.

3.4.3 Ressonancia Magnética Nuclear
Os espectros de RMN de 'H foram realizados no espectrémetro Bruker Fourier 300,

operando em 300 MHz para o nucleo de 'H e foram utilizados os solventes Cloroférmio
e dimetilsulfoxido, ambos deuterados, para dissolver as amostras. E como padrdo interno

foi utilizado TMS.
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Material Vegetal

- Extracdo ¢/ Hexano por 20 min
- Filtracao
- Evaporagao do solvente

Extrato | Torta
Hexano

- Extragdo ¢/ AcOEt por 20 min
- Filtracao
- Evaporagao do solvente

v \ 4

Extrato Torta
AcOEt

Extragdo ¢/ Metanol por 20 min
Filtracdo
- Evaporacgdo do solvente

y
Extrato | Residuo I
Metanol

Figura 7 - Fluxograma geral da preparacéo dos extratos

3.4.4 Fracionamento dos Extratos

3.4.4.1  Fracionamento do Extrato Hexdnico

O fracionamento do extrato hexanico (400 mg) foi realizado em coluna aberta (46,3
x 0,6 cm) de silica gel 60 (200-400 Mesh), usando gradiente de Hexano/DCM, DCM puro
e DCM/acetona (tabela 4).
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Tabela 4 - Sistema de elui¢do do fracionamento do extrato hexanico de Duroia saccifera.

Fracdes

Coletadas Sistema de Eluicdo

0-1 Hex/DCM
Hex/DCM
Hex/DCM
Hex/DCM

DCM 100%
DCM/ACcOEt (9:1)
8-9 DCM/Acetona (8:2)

N O o bW

O volume de cada sistema de eluicdo adicionado a coluna foi de 15 mL e o volume
das fracBes recolhidas foi de 10 mL. Foram obtidas 8 fracdes, as quais foram analisadas

em CCDC e reunidas (tabela 5).

Tabela 5 - Massa das fracbes reunidas do fracionamento do extrato hexanico.

FracOes reunidas Massa (mg)
0-1 164,2
2 37,1
3 15,3
4-5 24,2
6-7 51,8
8 16,6

A partir das fragdes reunidas da primeira coluna do extrato bruto foram escolhidas
algumas para continuar o fracionamento, sendo denominadas HEXF1 (fracdo 1, 164,2
mg), HEXF2 (fracdo 2, 37,1 mg), HEXF4-5(fracdo 4-5, 24,2 mg) e HEXF6-7(fracdo 6-7, 51,8
mg), todas analisadas por CCDC.

O processo de purificacdo da fracdo HEXF1 (164,2 mg) foi realizado em coluna aberta
(37 x 0,3 cm) em silica gel 60, com um volume de 70 mL para cada sistema, usando

gradiente de Hexano/DCM até DCM puro (Tabela 6).
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Tabela 6 - Sistema de elui¢io do fracionamento da fragdo HEXF1

FracOes Sistema de
Coletadas Eluicdo
0-12 Hex/DCM (7:3)
13-24 Hex/DCM (6:4)
25-40 Hex/DCM (1:1)
41-56 Hex/DCM (3:7)
57-68 DCM 100%

Foram obtidas no total 68 fragdes, porém somente 23 possuiam massa de no minimo

1 mg (tabela 7).

Tabela 7 - Massa das fracdes reunidas do fracionamento da fracdo HEXF1

Fracdes com massa Massa (mg)
5 1,1
6 1
9 1
17 1,7
18 1,9
19 1,7
20 1,7
21 2
22 1
23 2,1
24 1,5
25 1,3
26 1
32 2,3
33 1,4
36 1,4
48 1,6
51 1
54 1,1
55 1,1
56 1,5
60 1,1
62 1,4
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Algumas fragdes com menos de 1 mg de massa foram reunidas pois apresentaram
indicios de metabdlitos secundarios de interesse quando reveladas em CCDC. Apds a

andlise em CCDC as fragBes foram reunidas para posterior andlise (tabela 8).

Tabela 8 - Massa das fracdes reunidas do fracionamento da fracdo HEXF1

FracOes com massa Massa (mg)
5 1,1
7-8 1
9-11 2,1
14-15 1,8
25-27 2,8
29-37 7,7
40-42 1
43-48 2,4

O processo de purificacdo da fracdo HEXF 2 (37,1 mg) foi realizado em coluna aberta
(37 x 0,3 cm) em silica gel 60, com um volume de 25 mL para cada sistema, usando

gradiente de Hexano/DCM, DCM puro até DCM/Metanol (tabela 9).

Tabela 9 - Sistema de elui¢io do fracionamento da fragdo HEXF2

FracOes Sistema de
Coletadas Eluicdo
0-9 Hex/DCM (9:1)
10-17 Hex/DCM (8:2)
18-24 Hex/DCM (7:3)
25-31 Hex/DCM (6:4)
32-38 Hex/DCM (1:1)
39-47 Hex/DCM (4:6)
48-54 Hex/DCM (3:7)
55-61 Hex/DCM (2:8)
62-70 DCM 100%
DCM/Metanol
71-78 (9:1)

Foram obtidas no total 78 fragdes, porém somente 12 possuiam massa de no minimo
1 mg (tabela 10)
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Tabela 10 - Massa das fragdes reunidas do fracionamento da fracdo HEXF2

FracOes com massa Massa (mg)
48 1,1
51 1
52 1
66 1,2
67 1
71 1,3
72 1,1
73 6,4
74 1
75 1
76 1,5
77 1,4

Apds andlise por CCDC foram reunidas as fracdes 72-73 e 74-77 para posterior
analise.

O processo de purificacdo da fragdo HEXF4-5 (24,2 mg) foi realizado em coluna aberta
(30 x 0,3 cm) em silica gel 60, com um volume de 10 mL para cada sistema, usando

gradiente de Hexano/DCM, DCM puro até DCM/Metanol (tabela 11).

Tabela 11 - Sistema de elui¢do do fracionamento da fracdo HEXF4-5

FracOes Sistema de
Coletadas Eluicdo
0-2 Hex/DCM (9:1)
3-4 Hex/DCM (8:2)
5-6 Hex/DCM (7:3)
7-8 Hex/DCM (6:4)
9-10 Hex/DCM (1:1)
11-12 Hex/DCM (4:6)
13-14 Hex/DCM (3:7)
15-16 Hex/DCM (2:8)
17-18 DCM 100%
DCM/Metanol
19-20 (9:1)

38



Foram obtidas no total 20 fracGes, porém somente 8 possuiam massa de no minimo

1 mg (tabela 12)

Tabela 12 - Massa das frac¢6es do fracionamento da fragdo 4-5

FracOes com massa Massa (mg)

4 1,7
5 2,2
6 1,3
9 1

11 2,1
14 1

15 1,8
19 3,9

Foram obtidas no total 20 fragGes, porém somente 7 possuiam massa de no minimo

1 mg. Apds analise por CCDC foram reunidas as fragdes 5-6, 8-18 e 19-20 e juntamente

com a fracdo 4 foram enviadas para posterior analise.

O processo de purificacdo da fracdo 6-7 (51,8 mg) foi realizado em coluna aberta (30

x 0,3 cm) em silica gel 60, com um volume de 10 mL para cada sistema, usando gradiente

de Hexano/DCM, DCM puro até DCM/Metanol (tabela 13).

Tabela 13 - Sistema de elui¢do do fracionamento da fracao 6-7

FracOes Sistema de
Coletadas Eluicdo

0-2 Hex/DCM (9:1)
3-4 Hex/DCM (8:2)
5-6 Hex/DCM (7:3)
7-8 Hex/DCM (6:4)
9-10 Hex/DCM (1:1)
11-12 Hex/DCM (4:6)
13-14 Hex/DCM (3:7)
15-16 Hex/DCM (2:8)

17-18 DCM 100%
DCM/Metanol

19-20 (9:1)
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Foram obtidas no total 20 fracGes, porém somente 7 possuiam massa de no minimo
1 mg (tabela 14). Apds andlise por CCDC foram reunidas as fra¢es 5-6, 9-10,16-18, 19-

20 e juntamente com a fragdo 4 foram enviadas para posterior analise.

Tabela 14 - Massa das frac@es do fracionamento da fracéo 6-7

FracOes com massa Massa (mg)
4 1,3
5 1
10 9,3
16 1
18 1
19 5
20 2,4

3.4.4.2  Fracionamento do Extrato Acetato de Etila

O fracionamento do extrato hexano (900 mg) foi realizado em coluna aberta (45,4 x
1 cm) de silica gel 60 (200-400 Mesh), usando gradiente de DCM/AcOEt, AcOEt puro,

AcOEt /acetona, acetona pura, acetona/metanol e metanol puro (tabela 15).

Tabela 15 - Sistema de eluig¢do do fracionamento do extrato acetato de etila de Duroia saccifera

ciﬁaeigﬁis Sistema de Eluicdo
0-1 DCM/ACOEt (9:1)
2-6 DCM/ACOEt (8:2)
7-11 DCM/AcOEt (7:3)
12-14 DCM/AcOEt (1:1)
15-16 DCM/AcOEt (4:6)
17-18 DCM/AcOEt (3:7)
19-20 AcOEt 100%
21-22 AcOEt/Acetona (1:1)
23-24 Acetona 100%
Acetona/Metanol
25-26 )
27-28 Metanol 100%
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O volume de cada sistema de eluicdo adicionado a coluna foi de 30 mL e o volume
das fracOes recolhidas foi de 15- 20 mL. Foram obtidas 28 fra¢des, as quais foram

analisadas em CCDC e reunidas (tabela 16).

Tabela 16 - Massa das fracdes reunidas do fracionamento do extrato acetato de etila.

FracOes reunidas Massa (mg)

1 11,3

2 4

3 2,2

4 2,6

5 2,4

6 2,6
7 4,1
8-9 15,6
10-17 34,6
18-19 13,6
20-21 14,5
22 7,4
23-24 14,5
25 14,5
26 2,3
27 4,8
28 2,9

A partir do resultado das placas cromatograficas, foram escolhidas algumas fracdes
para a analise por ressonancia magnética nuclear, foram elas, fracdo 2 (4 mg), fracdo 7

(4,1 mg), fracdo 8-9 (15,6 mg) e fracdo 10-17 (34,6 mg).

3.4.4.3  Fracionamento do Extrato Metandlico

O extrato metandlico, apds uma analise prévia por RMN de 'H, mostrou possuir uma
grande quantidade de agUcares em sua composicdo, e a andlise em CCDC ndo encontrou
um sistema ideal para a realizacdo do fracionamento. Devido a esses fatores e a falta de
tempo, foi definido que o extrato metandlico seria estudado em outra ocasido (num

possivel estagio pds-doutoral ou por outro aluno).
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3.5 Ensaios bioldgicos

3.5.1 Atividade bloqueadora de PA; do veneno de Bothrops atrox

A inibicdo da atividade fosfolipasica foi mensurada pela atividade hemolitica
indireta em gel de agarose. A dose minima hemolitica indireta (DMHi) foi calculada
segundo Gutiérrez et al. (1988) e determinada como uma medida da atividade da
fosfolipase A, definida como a quantidade de proteina que produz um halo minimo de
10 mm, padronizada em 1,25 ug, para o pool de veneno utilizado (Moura et al., 2014).

O efeito blogueador dos extratos de Duroia saccifera na hemolise foi avaliado
inicialmente incubando-os previamente por 30 minutos a 37 °C com 2DMHi do veneno
na propor¢ao de 1:10 e 1:20 (veneno:extratos, m:m). Aliquotas de 15 plL contendo as
misturas foram aplicadas nos pocos sobre as placas de vidro cobertas com a mistura
(agarose 1%, gema de ovo e eritrocitos). A atividade enzimdtica foi expressa como
percentual de inibicdo, onde 100% de inibicdo correspondem a auséncia do halo. Foi
utilizado como controle negativo solucdo salina 0,9% e cada ensaio foi realizado em
quadruplicata e expresso como média + desvio padrdo da média.

O veneno utilizado nos experimentos foi extraido de serpentes adultas de Bothrops
atrox, provenientes da Floresta Nacional do Tapajés (FLONA), localizada no Km 83 da BR-
163, Santarém, PA, Brasil. A coleta de serpentes e a extracdo do veneno foram aprovadas
pelo Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade — ICMBio, pelo Sistema
de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO - n2 14018). Os espécimes foram
mantidos no biotério das Faculdades Integradas do Tapajos- FIT, Santarém-PA, sob a
responsabilidade do MSc. Hipdcrates de Menezes Chalkidis e com autorizacdo do
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal - CONCEA nimero 26/2013. 0
veneno foi coletado in natura, liofilizado e mantido a -20 °C, até o momento do uso. Os
testes foram realizados pel Dra. Valéria Mourdo, no laboratério de Imunoquimica no
Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade

Federal do Amazonas, sob supervisdo da Prof?. Dra. Maria Cristina dos Santos.

3.5.2 Atividade antimicrobiana
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A acdo antimicrobiana dos extratos foi testada pela técnica de difusdo em agar,
seguindo a metodologia descrita por HU et al. (2004), com modificacdes. Placas de agar
Mueller-Hinton foram inoculadas com as bactérias teste, nas quais foram perfurados
pocos de 6 mm de didmetro e inoculados 50 uL do extrato, na concentracdo de 2 mg/mL.
As placas foram mantidas em estufa por 24h a 30 ou 37 °C e, apds, realizada a medicado
dos halos, em mm.

Os microrganismos utilizados foram: Candida albicans (ATCC 10231), Citrobacter
freundii (ATCC 8090), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145), Aeromonas hydrophlla
(IOC/FDA 110-36), Acinetobacter baumanii (ATCC 19606), Edwardsiella tarda (ATCC
15947), Propionibacterium acnes (ATCC 6919), Pseudomonas fluorescens (ATCC 13525),
Staphylococcus aureus (ATCC 12600), Yersinia enterocolitica (ATCC 9610), Enterobacter
cloacae (ATCC 13047), Escherichia coli (ATCC 11775), Klebsiella pneumoniae (ATCC
13883), Morganella morganii (ATCC 00082), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228),
Salmonella entérica (ATCC 13076) e Serratia marcencens (ATCC 13880). As cepas foram
adquiridas na Fundacdo André Tosello, Campinas e Fundacdo Osvaldo Cruz - FIOCRUZ,
Brasil. O controle utilizado foi o antibidtico oxitetraciclina (125 ug/mL).

Considerando o didmetro dos halos de inibicdo, a atividade do extrato foi classificada
em: baixa atividade (até 0,6 cm), média atividade (até 1,3 cm) e alta atividade (maior que
1,3 cm). O ensaio foi realizado em triplicata e o controle utilizado foi o antibidtico
oxitetraciclina (125 pg/mL).

A concentracdo minima inibitdria dos extratos foi testada seguindo a metodologia de
microdiluicdo descrita por ELOFF (1998), com modificacdes. Os extratos que
apresentaram resultados positivos no ensaio de difusdo em agar foram testados quanto
ao potencial inibidor do crescimento das bactérias, nas concentragdes de 1000, 500, 250,
125, 60 e 30 ug/mL, em triplicatas. O antibiotico oxitetraciclina (125 pg/mL) foi utilizado
como controle positivo e o meio Mueller-Hinton, apenas com bactérias, foi utilizado
como controle negativo. As leituras da absorbancia, em espectrofotdmetro com
comprimento de onda de 625 nm, foram realizadas antes das placas serem levadas a
estufa por 24 horas e apds este periodo de tempo. A atividade inibitdria foi obtida pelas
diferencas das densidades épticas (D.O.) entre essas duas leituras. Os resultados estdo

expressos como média das leituras da D.O. e desvio padrao.
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3.5.3 Atividade Citotoxica

A citotoxicidade foi avaliada pelo método de alamar blue segundo AHMED et al.
(1994). As células foram plaqueadas na concentracdo de 1 x 10* células/pogo em placas
de 96 pocgos. Apds 24 horas de incubacdo e aderéncia das células, as mesmas foram
tratadas com os extratos na concentracdo de 50 pg/mL, durante um periodo que de 72
horas. Como controle positivo de morte, foi avaliada a citotoxicidade da doxorrubicina (5
ug/mL) e controle negativo DMSO. Apds o periodo de tratamento foi adicionado 10 pL
de resazurina 0,4% (diluida 1:20). Apds o tempo de metabolizacdo da resazurina
padronizado, que compreendeu de 2 horas, foi realizada a leitura da fluorescéncia. Os
extratos que apresentaram viabilidade menor que 50% foram realizadas curvas em
diferentes concentracgdes para o cdlculo da CI50. A viabilidade foi calculada conforme a
formula abaixo, onde Ft = (fluorescéncia da célula + meio + substancia + resazurina) e AFb

= (fluorescéncia da célula + meio + resazurina).

% viabilidade = Ft x 100
Fb

Para a realizacdo do ensaio foram utilizadas as linhagens tumorais: MCF-7
(adenocarcinoma de mama humano); SK-MEL-3 (melanona humano); HCT-116
(carcinoma colorectal) e fibroblasto humano da linhagem MRC5. As células tiveram as
condicGes de cultivo adaptadas para o Laboratdério de Atividade Bioldgica Il (BIOPHAR 1)
da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), ensaio realizado por Patricia Danielle
Oliveira de Almeida, sob supervisdao da Prof?. Dra. Marne de Carvalho Vasconcelos. As
células foram cultivadas em meio DMEM contendo 10% de soro fetal bovino (FBS), 50
U/mL de penicilina e 50 ug/mL de estreptomicina (Invitrogen) a 37°C em estufa a 5% de

COa».
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Germinagao

O ensaio de germinacdo de sementes de Duroia saccifera foi realizado apds uma pré-
desinfestacdo em bancada, onde o fruto foi despolpado e foi retirado o arilo das
sementes. Foram inoculadas 108 sementes em meio de cultura MS acrescido de 5 mg/L
de GAs. Apds 90 dias de cultivo, 50% das sementes haviam germinado. Do total de 108

sementes iniciais, 24% desenvolveram contaminagdo (fungos) e 25% ndo germinaram.

Apds o término do experimento, estas sementes que ndo iniciaram a germinacao
foram deixadas por mais 30 dias no meio de cultivo, porém, mesmo neste tempo
excedente ndo houve germinagao, sugerindo que estas sementes ndao estavam viaveis.
No total foram obtidas 54 plantulas em boas condi¢cdes para o prosseguimento do

trabalho (figura 6).

O GAs3 é um regulador de crescimento do grupo das giberelinas, que possuem
participacdo na quebra da dorméncia de sementes (LAVAGNINI, 2014). Ele é muito
utilizado na cultura de tecidos para reduzir o tempo e melhorar a porcentagem de

germinacao in vitro.

Ndo foram encontrados na literatura dados sobre a porcentagem de germinacdo da
espécie Duroia saccifera para comparativos, porém, Ferreira et al. (2016) aumentaram a
taxa de germinacdo de Morinda citrifolia (Rubiaceae) in vitro de 40% para 90%
adicionando 0,5 mg/L de GAs ao meio »?MS no periodo de 30 dias de cultivo. Para a cultura

de tecidos, uma taxa de germinagao de 50% ja pode ser considerada satisfatoria.
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Figura 8 - Germinagéo das sementes de Duroia saccifera ao longo de 90 dias; A: semente inoculada
no meio de cultura MS; B: Inicio da germinacdo ap6s 30 dias; C: Plantula formada aos 90 dias de
cultivo.

4.2 Inducgao de Calo

Para a inducdo de calo, os explantes foliares obtidos das plantulas in vitro foram
inoculados em meio semissolido de Murashige & Skoog (1962) (MS) adicionado ou ndo
dos reguladores de crescimento acido-2,4-diclorofenoxiacetico (2,4-D), Cinetina (KIN) e
6-benzilaminopurina (BAP). A inducdo do tecido foliar para a formacdo de calo foi medida
visualmente utilizando-se como parametro a formacdo inicial de calo, 50% da folha

coberta de calo e 100% da folha coberta de calo, como ilustrado na figura 7.

Figura 9 - Inducéo de calos em tecido foliar de Duroia saccifera; A- inicio da formacéo de calo; B-
50% da folha coberta de calo; C- 100% da folha coberta de calo. Fotos: Souza, J.C.

O tratamento TIC5 (tabela 17) onde foi utilizado 4 mg/L de 2,4-D e 2 mg/L de KIN

se mostrou o mais eficiente na inducdo de calo aos 30 dias de cultivo, onde, 80% das
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folhas apresentaram 100% da superficie coberta de calo, diferindo dos outros
tratamentos pelo teste de Tukey (p < 0,05). Os tratamentos onde foi utilizado BAP ndo
foram eficientes, sendo que aos 30 dias de cultivo, apenas 15% das folhas apresentavam

formacdo inicial de calo na superficie.

Tabela 17 - Meio MS com adicdo ou ndo de diferentes concentracgdes e combinacdes de reguladores
de crescimento para a fase de inducédo de calo de Duroia saccifera. (N=20)

Reguladores de crescimento Avaliacdo
2,4-D  KIN  BAP Inicial 50% 100% Inicial 50% 100%
mg.L? 15 dias 30 dias
(%)

TiC1 - - - 00aB 00aB 00aA 00aB 0,0aB 0,0aB
TIC2 2 - 2 0,0aB 0,0aB 0,0aA 0,0aB 0,0aB 00a8B
TIC3 4 - 2 00aB 00aB 00aA 0,15aB 0,0aB 00aB
TicA 2 2 - 020aB 005aB 00aA 0,30abA 0,45aA 0,10b B
TICS 4 2 - 060aA 040aA 00bA 00bB 020bAB  0,80aA

Médias seguidas da mesma letra maiuscula na coluna e minuscula na linha ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey (p>0,05).

A concentracdo alta de 2,4-D combinada ao KIN fornece as condi¢des para a
formacdo de um calo esbranquicado, de aspecto fridvel, um indicador de uma massa
celular indiferenciada. Segundo Figueiredo et al. (2014) o 2,4-D é a auxina mais utilizada
paraainducdo de calo. Cid e Teixeira (2012) relataram que a acdo do 2,4-D é mais potente
gue a do AlA (acido-3-indolacético) e o ANA (acido naftalenoacético), além de ser mais
termoestdvel em altas temperaturas (autoclavagem) e menos fotossensivel, sendo

necessario uma concentragao menor para se obter o mesmo efeito.

4.3 Multiplicacdao dos Calos
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Os calos induzidos na fase anterior foram transferidos para meio MS com a adicdo
de 2,4-D e KIN combinados em diferentes concentragdes, para avaliar o aumento de
massa. O crescimento dos calos foi inferido através do peso fresco em gramas. Foram
realizadas 4 pesagens, sendo a primeira em tempo zero de cultivo, outras aos 10, 20 e 30

dias de cultivo.

Como demonstrado na tabela 18, através da andlise de variancia (ANOVA) pelo
teste de Tukey (p < 0,05), o tratamento TM1 composto de 4 mg/L de 2,4-D mais 2 mg/L
de KIN teve uma diferenca significativa aos 30 dias de cultivo em relagdo aos outros dois
tratamentos. Os tratamentos TM2 e TM3, visualmente obtiveram um crescimento

parecido com o TM1, porém estatisticamente foram inferiores.

O tratamento TM1 é o mesmo utilizado para a inducdo dos calos. Este tratamento
foi utilizado, pois percebeu-se que os calos, apds a indugdo, continuaram se
desenvolvendo, entdo optou-se por utiliza-lo junto com duas variages. Este mesmo
tratamento foi utilizado por Maciel et al. (2003) para a inducdo e multiplicacdo de Coffea

arabica, espécie da mesma familia que a Duroia saccifera (Rubiaceae).

Tabela 18 - Efeito de reguladores de crescimento 2,4-D e KIN combinados, sobre a multiplicacéo de
massa celular indiferenciada de Duroia saccifera durante 30 dias de cultivo (N=20).

Tratamento Peso inicial 10 dias 20 dias 30 dias

()
™M1 MS +42,4D + 2 KIN 3,0a 3,05a 3,89a 4,74 a
T™M2 MS+4 2,4D + 4 KIN 3,0a 3,35a 3,37 a 3,45b
TM3 MS+22,4D +1KIN 3,0a 3,33a 3,32a 3,09b

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de
Tukey (p>0,05).

O crescimento dos calos foi uniforme, sem a ocorréncia de variacdo na morfologia

ou coloragdo (figura 8), e produzindo calos fridveis (ndo compactados, capazes de se
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fragmentar). Para a obtencdo de calos com essas caracteristicas, deve-se equilibrar o
balanco entre auxina e citocinina, até que o resultado esperado seja alcancado. A
obtencdo de calos nestas condicdes nem sempre é simplificado, Pereira et al. (2007)
obtiveram calos de Uncaria guianensis (Rubiaceae) que variaram em coloragcdo e
consisténcia, enquanto Almeida et al. (2010), sé obtiveram calos com melhor aspecto e

desenvolvimento quando na presenca de auxina juntamente com a citocinina.

Figura 10 - Aspecto dos calos ap6s 30 dias de cultivo em meio de multiplicacdo. Fotos: Souza, J.C.

Pelos resultados obtidos tanto na inducdo quanto na multiplicacdo dos calos,
percebeu-se que as células da espécie Duroia saccifera respondem a estimulos de
concentracdes hormonais bem especificos, visto que, as variagdes de concentracdo dos
reguladores de crescimento 2,4-D e KIN tanto na inducdo quanto na multiplicacdo de
calos ndo foi alta, e mesmo assim houve diferenca do desenvolvimento dos calos, o que
pode apontar uma estabilidade fisioldgica e genética da espécie, que sdo fatores

importantes nos estudo envolvendo cultura de tecidos vegetais.

4.4 Extracdo dos Calos

Os calos foram repicados a cada 30 dias, por um periodo de 150 dias para a
obtencdo de massa. Apds este periodo, os calos foram retirados do meio de cultivo e
pesados, resultando em 553,25 g de massa fresca. Os calos foram liofilizados por 72 horas

e pesados novamente, resultando em 38,92 g de massa seca.
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A massa seca de calos foi pulverizada com ajuda de graal e pistilo, formando um
po fino. Por meio de testes preliminares, observou-se que a ndo pulverizacdo dos calos
antes da extracdo reduz a sua eficiéncia, pois os calos quando secos formam
aglomerados, e as células no interior ndo sdo alcancadas pelos solventes, diminuindo a
eficiéncia do processo de extracdo. A pulverizagdo serve também para o rompimento da
parede celular (que na metodologia cldssica para extracdo de metabdlitos de plantas, é
feito com moinho de facas), outra barreira que impede a acdo dos solventes. Os calos
foram extraidos com solventes de polaridade crescente, resultando em 3 extratos (tabela

19) que foram secos e pesados.

Tabela 19 - Massa resultante rendimento da extragéo dos calos de Duroia saccifera

Massa Massa

calo calo Massa do Rendimento
Extrato
fresco  seco extrato (g) (%)
(8) (8)
553,25 38,92 Hexanico 0,45 1,1
A
ceta'to 109 28
de etila
Metanol 8,88 22,8

4.5 Analise em Cromatografia de Camada Delgada Comparativa (CCDC) Dos
Extratos Brutos

Os extratos foram analisados em CCDC em diferentes sistemas de eluicdo, para a
escolha do melhor sistema, de acordo com a polaridade da amostra. Para o extrato
hexanico, o sistema hexano/DCM 1:1 indicou a presenca de terpenos e substancias
alifaticas, apesar da presenca de rastros, ao analisar com os reveladores quimicos e fisicos

(figura 9).
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Figura 11 - Revelagdo das placas cromatogréaficas do extrato hexano dos calos cultivados in vitro de
Duroia saccifera: A- Luz ultravioleta 254 nm; B- Luz ultravioleta 365 nm; C- iodo; D- Sulfato
cérico.

Figura 12 - Revelagdo das placas cromatogréaficas do extrato acetato de etila dos calos cultivados in
vitro de Duroia saccifera: A- Luz ultravioleta 254 nm; B- Luz ultravioleta 365 nm; C- iodo; D- Sulfato
cérico.
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Para o extrato acetato de etila o sistema de eluicdo AcOEt/acetona 1:1 indicou a
presenca de terpenos e substancias alifaticas, tendo uma melhor separacao e permitindo

a anadlise com os reveladores quimicos e fisicos (figura 10).

Figura 13 - Revelacdo das placas cromatogréficas do extrato metandlico. Revelador: anisaldeido
sulfdrico; A - cloroférmio/MeOH/H20 70:30:4; B - cloroformio/MeOH/H20 5:5:1; C -
cloroférmio/acido acético/MeOH/H20 60:32:12:8; D - cloroférmio/acido acético/MeOH/H20
50:40:12:10

Para o extrato metandlico, diversos sistemas de eluicdo foram avaliados, entre
eles: cloroformio/MeOH/H,0 70:30:4 e 5:5:1, cloroférmio/acido acético/MeOH/H,0
60:32:12:8 e 50:40:12:10, porém nenhum mostrou ser capaz de separar

satisfatoriamente as substancias presentes (figura 11).

4.6 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

4.6.1 Ressonancia Magnética Nuclear do extrato hexanico

A andlise do espectro de RMN de 'H do extrato hexanico dos calos (figura 12)

indicou a presenca de algumas classes quimicas:
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Presenca de terpenos (esteroides e outros), pelos sinais entre 5 e 6 ppm,
referentes a hidrogénios de ligacdes duplas isoladas, entre 4 e 5 ppm referentes a
hidrogénios ligados a carbonos carbindlicos (com oxigénio ligado), presenca de diversos

sinais de metilas entre 0,6 e 1,0 ppm.

- Presenca de alcanos e alcenos de cadeias longas (“graxa”), pelo sinal bem
intenso em 1,25 ppm, referente aos hidrogénios de CH, de cadeias alifaticas longas, e

outro em 0,86 ppm referente as metilas terminais das cadeias dos alcanos e alcenos.

Para tentar purificar os terpenos presentes, o extrato hexanico foi submetido a

uma cromatografia em coluna aberta, descrita na metodologia.

4.6.2 Ressonancia Magnética Nuclear do extrato acetato de etila

A andlise do espectro de RMN de 'H do extrato acetato de etila dos calos (figura

13) indicou a presenca de algumas classes quimicas:
- Presenca de terpenos (esteroides e outros), pelos sinais entre 5 e 5,5 ppm,
referentes a hidrogénios de ligaces duplas isoladas, entre 3 e 4,5 ppm referentes a
hidrogénios ligados a carbonos carbonilicos (com oxigénio ligado), presenca de

diversos sinais de metilas entre 0,6 e 1,2 ppm. A concentracdo destes é bem maior
do que nos extratos hexanicos.

- Presenca de alcanos e alcenos de cadeias longas (“graxa”), pelo sinal bem
intenso em 1,25 ppm, referente aos hidrogénios de CH; de cadeias alifaticas longas, e
outro em 0,86 ppm referente as metilas terminais das cadeias dos alcanos e alcenos.
Porém, neste caso, a concentracao de alcanos e alcenos é bem menor que no extrato

hexanico.
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4.6.3 Ressonancia Magnética Nuclear do extrato metandlico

A analise do espectro de RMN de *H do extrato metandlico dos calos (figura 14)
indicou a presenca de alta concentracdo de acgucares, pelos sinais bem intensos entre 3
e 4,4 ppm referentes a hidrogénios ligados a carbonos carbindlicos (com oxigénio ligado),
e a presenca de trés sinais de hidrogénios anoméricos, sendo um em 5,20 ppm (d, /= 3,8
Hz, HB, forma a de acucar), em 5,02 ppm (d, J = 3,7 Hz, HB, forma a de acucar), e 4,43
ppm (d, J=7,9 Hz, Ha forma B de agucar).

Com isto, constata-se que ha trés aclcares majoritarios no extrato metandlico dos
calos, na proporcdo de 1:1,2:1,8. O sinal em 4,43 ppm é indicativo da presenca de B-
glicose. No meio de cultura foram adicionados os acuUcares sacarose e mio-inositol. O
deslocamento quimico do hidrogénio anomérico da sacarose é 5,42 ppm (ARAUJO,
2010), ja os hidrogénios pertencentes ao mio-inositol possuem deslocamentos quimicos
numa faixa mais ampla (ABRAHAM, 2005), ndo possuindo um valor mais especifico. Com
isto, conseguimos descartar a presenca de sacarose no extrato metandlico, mas ndo a do
mio-inositol. Assim, observa-se que as células de calos metabolizaram a sacarose em trés

acucares: 1 (ainda desconhecido), 1,2 (ainda desconhecido) e (1,8) B-glicose.

4.6.4 Ressonancia Magnética Nuclear da Fracdo HEXF1 29-37

A analise do espectro de RMN de 'H da Fracdo HEXF1 29-37 (figura 15) indicou a presenca

de algumas classes quimicas:

- Presenca de terpenos (esteroides e outros), pelos sinais entre 5 e 6 ppm,
referentes a hidrogénios de ligacdes duplas isoladas, entre 4 e 5 ppm referentes
a hidrogénios ligados a carbonos carbindlicos (com oxigénio ligado), presenca de
diversos sinais de metilas entre 0,6 e 1,0 ppm.

- Presenca de alcanos e alcenos de cadeias longas (“graxa”), pelo sinal bem
intenso em 1,25 ppm, referente aos hidrogénios de CH; de cadeias alifaticas
longas, e outro em 0,86 ppm referente as metilas terminais das cadeias dos

alcanos e alcenos.
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Figura 16 - Espectro de RMN de 1H do extrato metanolico (300 MHz, CDCI3) dos calos de Duroia
saccifera.
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Figura 17 - Espectro de RMN de *H da fracdo HEXF1 29-37 (300 MHz, CDCI3) dos calos de
Duroia saccifera.



4.6.5 Ressonancia Magnética Nuclear da Fracao HEXF4-5 4
A andlise do espectro de RMN de 'H da Fracdo HEXF4-5 4 (figura 16) indicou a presenca
de:

- Alcanos e alcenos de cadeias longas (“graxa”), pelo sinal bem intenso em 1,25 ppm,
referente aos hidrogénios de CH; de cadeias alifaticas longas, e outro em 0,86 ppm

referente as metilas terminais das cadeias dos alcanos e alcenos.

- Presenca do contaminante ftalato, pelos sinais entre 7,5 e 7,7 ppm, provavelmente

do solvente comercial utilizado.
4.6.6 Ressonancia Magnética Nuclear da Fracdo HEXF4-5 5-6
A anélise do espectro de RMN de 'H da Fragdo HEXF4-5 5-6 (figura 17) indicou a presenca
de algumas classes quimicas:

- Presenca de alcanos e alcenos de cadeias longas (“graxa”), pelo sinal bem intenso
em 1,25 ppm, referente aos hidrogénios de CH; de cadeias alifaticas longas, e outro

em 0,86 ppm referente as metilas terminais das cadeias dos alcanos e alcenos.
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4.6.7 Ressonancia Magnética Nuclear da Fracdo HEXF6-7 19-20

A anélise do espectro de RMN de 'H da Fracdo HEXF6-7 19-20 (figura 18) indicou a

presenca de algumas classes quimicas:

- Presenca de alcanos e alcenos de cadeias longas (“graxa”), pelo sinal bem
intenso em 1,25 ppm, referente aos hidrogénios de CH, de cadeias alifaticas longas, e

outro em 0,86 ppm referente as metilas terminais das cadeias dos alcanos e alcenos.
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4.7 Atividades Bioldgicas:

4.7.1 Atividade Fosfolipasica

Pelos resultados, podemos observar que o extrato acetato de etila e o extrato
hexanico tiveram uma atividade significativa na inibicdo da atividade fosfolipasica do
veneno de Bothrops atrox (figura 19), sendo que o extrato hexanico teve uma

porcentagem de inibicdo sobre o veneno de 60% na proporgao de 1:10.

Segundo Vilar et al. (2005), em um levantamento feito para verificar a acdo de
extratos de plantas contra o veneno de serpentes, foram citados varios compostos como
tendo possivel acdo antiofidica, entre eles triterpenos, esteroides, fendis e flavonoides.
Como foi observado nas analises de RMN, tanto o extrato hexanico quanto o extrato
acetato de etila apresentaram picos que indicam a presenca de terpenos e esteroides,
gue podem ser responsaveis pela acdo de neutralizacdo do veneno. O extrato metandlico
ndo apresentou bloqueio efetivo, ndo havendo diferenca significativa quando comparado

com O grupo controle somente com o veneno.
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4.7.2 Atividade Antimicrobiana

Os acidentes ofidicos podem ocasionar infec¢es secundarias causadas por bactérias
presentes na cavidade oral das serpentes ou na microbiota presente na pele da vitima,
gue sdo inoculadas junto com a pe¢onha (GRICE et al., 2011). Os abcessos resultantes
destas infecgdes representam um fator de risco para a amputacao de membros
(GUTIERREZ e LOMONTE, 2009). Muitas cepas de microrganismos tém surgido
apresentando resisténcia as terapias de antibidticos preconizadas, fato devido, entre
outros fatores, ao uso indiscriminado de drogas antimicrobianas e também a
transferéncia horizontal de genes entre os microrganismos. Os padrdes de resisténcia aos
antimicrobianos também sdo influenciados pela localizacdo geografica, ano em que as
cepas isoladas foram obtidas, classe dos agentes antimicrobianos e a pressdo exercida

pelo uso destes antibidticos (PEIRANO et al., 2006). Por estes motivos, faz-se importante
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a busca por novos ativos contra os microrganismos, sendo de notdvel relevancia que

estes ativos sejam eficazes também contra os efeitos da peconha de serpentes.

O teste por difusdo em agar indicou que os extratos testados, quando na
concentragdo de 2 mg/mL, possuem efeito inibitério no crescimento de nove bactérias e
uma levedura. A alta atividade inibitdria (considerando halo inibitério acima de 1,3 cm)
foi apresentada pelo extrato hexanico quando testado frente a Candida albicans,
Citrobacter freundii e Pseudomonas aeruginosa; e pelo extrato de acetato de etila frente
a P. aeruginosa. Os demais resultados demonstraram média (até 1,3 cm) ou baixa
atividade inibitdria (até 0,7 cm) em relacdo ao crescimento das bactérias Aeromonas
hydrophila, Acinetobacter baumanii, Edwardsiella tarda, Propionibacterium acnes,

Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus aureus e Yersinia enterocolitica (tabela 20).

Para esta concentracdo de extrato utilizada no ensaio, ndo foram detectados halos
de inibicdo do crescimento de Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Morganella morganii, Staphylococcus epidermidis, Salmonella entérica e

Serratia marcencens. O controle utilizado foi o antibiodtico oxitetraciclina (125 pg/mL).

Tabela 20 - Resultado do ensaio de halo de inibicdo de microrganismos

Microrganismo Hexano AcoET Metanol
Atividade

Aeromonas hydrophila Média Média -
Acinetobacter baumanii Média - -
Candida albicans Alta Média -

Citrobacter feundii Alta Média Média
Edwardsiella tarda Média - -
Propionibacterium acnes Média - -

Pseudomonas aeruginosa Alta Alta Média
Pseudomonas fluorescens Média - -
Staphylococus aureus Média - -
Yersinia esnterocolitica Baixa - -
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Com relacdo ao ensaio de CIM (concentracdo inibitéria minima) (tabela 21), os
resultados indicaram que o extrato hexanico tem maior potencial para inibir o
crescimento microbiano das cepas testadas do que os extratos metandlico e de acetato
de etila. Para as cepas utilizadas de Acinetobacter baumanii, Citrobacter freundii,

Edwardsiella tarda, o extrato hexadnico foi mais eficaz na concentragdo de 1000 pg/mL.

Frente as cepas utilizadas de Aeromonas hydrophila, Yersinia enterocolitica e
Staphylococcus aureus, o extrato hexanico foi mais eficaz para reduzir o crescimento
bacteriano na CIM de 500 pg/mL. Para a cepa de Pseudomonas fluorescens , foi observada
reducdo do crescimento em 250 ug/mL. Para Candida albicans, foi observada uma

pequena reducdo do crescimento em 1000ug/mL..

Os resultados encontrados em outras pesquisas com espécies da familia
Rubiaceae podem corroborar as atividades antimicrobianas observadas neste estudo.
Nifio et al. (2006) observou a atividade de outra Rubiaceae (Gonzalagunia rosea) frente
a Candida albicans. Substancias isoladas de Heterophyllaea pustulata foram ativas frente
a Staphylococcus aureus (COMINI et al., 2011). Uma revisdo de literatura sobre esta
familia revela que 48 dos seus 611 géneros sdo estudados por suas atividades

antimicrobianas (CHOUDHURY et al., 2012).

O extrato hexanico, que foi o mais ativo nos ensaios antimicrobianos, apresenta
sinais no RMN que indicam a presenca de terpenos. A familia Rubiaceae se destaca pela
producdo de metabdlitos secundarios e entre as classes encontradas estdo os terpenos
(MARTINS e NUNEZ, 2015). Por exemplo, a espécie Duroia macrophylla, que apresentou
atividade contra Mycobacterium tuberculosis e de onde foram isolados dois triterpenos
(MARTINS et al., 2013). A propriedade antibacteriana dos terpenos pode estar
relacionada as propriedades lipofilicas desta classe de metabdlitos e suas interagdes com

as bicamadas fosfolipidicas das células dos microrganismos (DORMAN e DEANS, 2000).
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Tabela 21 - Potencial antibacteriano do extrato hexanico sobre diferentes microrganismos (CIM)

Microrganismo Hexano

Mg/mL
Pseudomonas fluorescens 250
Aeromonas hydrophila 500
Staphylococcus aureus 500
Yersinia enterocolitica 500
Acinetobacter baumanii 1000
Candida albicans 1000
Citrobacter freundii 1000
Edwardsiella tarda 1000

4.7.3 Atividades Citotoxica em Células Tumorais e ndo-tumorais

As atividades citotdxicas e antitumoral foram avaliadas utilizando as linhagens
celulares tumorais: adenocarcinoma de mama (MCF-7), melanoma humano (SK-Mel-3),
carcinoma coloretal (HTC-116) e uma linhagem celular ndo tumoral: fibroblasto humano
(MRC5). Com relacdo as células de adenocarcinoma de mama (MCF-7) o extrato hexanico
foi o que demonstrou atividade em menor concentracdo (tabela 21) com relagdo aos
extratos acetato de etila e metanol. Fato também observado nos ensaios com carcinoma
coloretal (HTC-116) e fibroblasto humano (MRC5). No ensaio com melanoma humano

(SK-Mel-3) o extrato acetato de etila foi 0 mais efetivo em relagdo aos outros extratos.

Foram necessarias concentracdes muito menores de extratos para atingir 50% das
células de melanoma humano do que para atingir os fibroblastos. Da mesma forma, para
o extrato hexanico foi necessaria uma concentracdo muito menor para o
adenocarcinoma de mama do que para os fibroblastos. E importante ressaltar que os
fibroblastos sdo oriundos de linhagens ndo tumorais, portanto ha um indicio de que
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nesses extratos de calo testados pode haver substdncias com atividade antitumorais que

ndo prejudicam células normais.

Como foi discutido anteriormente, o extrato hexanico apresenta sinais no RMN
gue indicam a presenca de terpenos e esteroides, sendo que estes sdo usados em
medicamentos para o tratamento de cancer, principalmente o cancer de mama (MACIEL
et al., 2007), por exemplo o taxol, que é um diterpeno com agdo antitumoral obtido a

partir de plantas do género Taxus.

A doxorrubicina utilizada como controle no experimento é um quimioterapico
comercial ja utilizado no tratamento de cancer. Em funcdo disso, foram necessarias
guantidades muito menores para atingir 50% das células. Portanto, apesar de o extrato
hexanico ser aproximadamente 60 vezes menos potente que a droga-referéncia,
apresenta um potencial interessante a ser explorado buscando-se terpenos e esteroides,
que poderiam estar em sinergia com outras substancias, diminuindo seu potencial

citotdxico sobre as células tumorais.

Tabela 22 - Efeito de Clso dos extratos acetato de etila, metanol e hexano em células tumorais e uma
linhagem normal

Células Histotipo Acetato Metanol Hexano Doxorrubicina
ug/mL

MCF-7  Adenocarcinoma 239,2 >500 61,1 1,71
de mama

SK-Mel- Melanona 51,4 98,3 83,1 0,50
3 humano

HCT- Carcinoma 313,7 >500 102,2 1,02
116 colorectal

MRC5 Fibroblasto 277,7 >500 179,9 1,61
humano
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A familia Rubiaceae ja possui descrito na literatura diversas espécies que possuem
atividade antitumoral, como por exemplo Anthocephalus cadamba que obteve um
resultado significativo na diminuicdo do carcinoma de Ehrlich , um carcinoma mamario
de camundongo (DOLAI et al., 2012), e Morinda citrifolia que foi eficiente na inibicdo de
células de melanoma de rato (CANDIDA et al., 2014). Ambas as plantas possuem em
comum a presencga de terpenos em sua composicao, o que vai de encontro com o que foi
identificado na espécie de estudo. No género Duroia foi relatado efeitos antitumorais
apenas na espécie Duroia macrophylla (NUNEZ e VASCONCELOS, 2012). Ndo foi
encontrada na literatura nenhuma referéncia para antitumoral da espécie Duroia

saccifera, tornando de extrema relevancia estudos mais aprofundados desta espécie.
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5 CONCLUSOES

e A germinacdo in vitro de sementes de Duroia saccifera foi obtida de modo
satisfatério utilizando GAs na composicdo do meio de cultura, sendo que ndo é
necessaria uma desinfestacdo mais elaborada para o estabelecimento in vitro.

e Inducdo de calo em Duroia saccifera s6 ocorreu satisfatoriamente quando na
presenca combinada da auxina 2,4-D e da citocinina KIN.

e Multiplicagdo dos calos ocorreu de forma mais intensa também na presenca de
2,4-D e KIN nas mesmas concentragdes utilizadas na fase de inducdo, o que pode
apontar uma boa estabilidade fisioldgica das células.

e A extracdo dos calos s6 foi obtida apds incluirmos na metodologia empregada a
pulverizacdo da massa de calo seca.

e Aandlise por CCDC e RMN de 'H indicaram a presenca de terpenos e substancias
alifaticas (“graxas”) nos extratos hexanico e acetato de etila dos calos, sendo
maior a concentracdo de substancias alifaticas no extrato hexanico e maior a de
terpenos no extrato acetato de etila. No extrato metandlico hd a presenca
majoritaria de trés agucares, na proporcdo de 1:1,2:1,8, sendo que o majoritario
foi identificado como sendo a B-glicose. Os demais ndo foram identificados até o
fechamento deste trabalho.

e Os extratos hexanico e acetato de etila apresentaram atividade significativa na
inibicdo da atividade fosfolipasica do veneno da serpente Bothrops atrox.

e O extrato hexanico apresentou atividade antimicrobiana contra microrganismos
presentes na cavidade oral de serpentes.

e O extrato hexanico apresentou uma atividade mediana quando comparado com
a doxorrubicina sobre a linhagem de adenocarcinoma de mama, e baixo potencial
citotdxico sobre as demais linhagens celulares tumorais testadas e sobre a
linhagem ndo tumoral. Enquanto que os extratos acetato de etila e metandlico

apresentaram baixo potencial citotoxico sobre todas as linhagens testadas.
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