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RESUMO

A obtencdo de substancias bioativas originarias de produtos naturais € uma
preocupacao da medicina moderna. Para isso a biotecnologia fornece algumas
ferramentas como o cultivo de calos in vitro, com a finalidade de obter
substancias de interesse. Estudos atuais com Deguelia duckeana revelaram
potencial anticancer de flavonoides isolados a partir das raizes da espécie.
Neste trabalho, objetivamos inicialmente realizar o estabelecimento e o cultivo
in vitro da espécie vegetal. Uma vez obtidos os calos, estes foram secos e
extraidos com hexano e acetato de etila. Os extratos foram fracionados, a fim
de isolar as substancias produzidas pelos calos. Como resultados obtidos
estdo que: o estabelecimento de calos in vitro dessa espécie foi possivel, as
culturas assépticas se deram a partir de folhas jovens de D. duckeana que
passaram por um processo de desinfestacdo, seguido de inducdo e
multiplicacdo em meio MS adicionado de 3 mg.L* de 6-benzilaminopurina
(BAP) + 2 mg.L™" de 4cido 1-naftaleno acético (ANA) + 2 mg.L™ de cinetina
(Kin). Os calos foram secos em liofilizador e a combinagdo de 1:1 dos
solventes hexano/acetato de etila se mostrou a melhor para extrair os
metabdlitos presentes. O fracionamento do extrato hexano/acetato de etila 1:1
dos calos permitiu isolar os triterpenos 3B-hidroxi-20(29)-lupen-28-al
(betulinaldeido) e lupeol. Suas estruturas foram confirmadas através da analise
dos espectros de RMN de *H e de *C, e mapas de contorno COSY, HSQC e
HMBC.



ABSTRACT

Obtaining bioactive substances from natural products is a concern of modern
medicine. For this, biotechnology provides some tools such as calli in vitro
culture, to obtain substances of interest. Current studies with Deguelia
duckeana revealed anticancer potential of flavonoids isolated from the roots of
the species. In this work, we initially aimed to establish and in vitro culture of the
plant species. Once callus obtained, they were dried and extracted with hexane
and ethyl acetate. The extracts were fractionated to isolate the substances
produced by the callus. As results obtained are that: in vitro callus
establishment of this species was possible, aseptic cultures were obtained from
young leaves of D. duckeana that underwent a disinfestation process, followed
by induction and multiplication in MS medium added of 3 mg.L™ of BAP + 2
mg.L™ of NAA + mg.L™ of 2 Kin. The calli were dried in lyophilizer and the 1: 1
combination of the hexane/ethyl acetate solvents proved to be the best for
extracting the present metabolites. Fractionation of hexane/ethyl acetate 1:1
extract from callus allowed to isolate the triterpenes 33-hydroxy-20(29)-lupen-
28-al (betulinaldehyde) and lupeol. Their structures were confirmed by analysis
of *H and *C NMR spectra, and COSY, HSQC and HMBC contour maps.
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1. INTRODUCAO

A demanda por produtos de origem natural no mundo é alta e vem
crescendo ainda mais ao longo dos anos (MURTHY et al., 2015), desta forma,
a obtencdo de substancias bioativas originarias de produtos naturais € uma
preocupacao da medicina moderna (NOSOV, 2012). As plantas, através de seu
metabolismo, sdo capazes de produzir e acumular substancias organicas com
atividade biologica, tais como: substancias aromaticas, Oleos essenciais,
alcaloides, entre outros. Sendo assim, a pesquisa fitoquimica é fundamental
para conhecer 0s constituintes quimicos e determinar quais sdo as substancias
que constituem os organismos investigados (SIMOES et al., 2010), a etapa da
elucidacéo estrutural do principio ativo de uma planta medicinal é indispenséavel
para a compreensao do seu mecanismo de acdo (HOSTETTMANN et al.,
2003).

A obteng&o de produtos oriundos da biodiversidade com a finalidade de
se extrair valor econbmico para as industrias farmacéutica, alimenticia,
agropecuaria, entre outras, € denominada bioprospeccao. Esta ferramenta tem
como objetivo encontrar recursos biolégicos, ou derivados, para a
comercializacdo dos mesmos, garantindo o uso sustentavel, sendo possivel
utilizar estratégias para a conservacdo dos recursos naturais (SACCARO
JUNIOR, 2011).

Até algum tempo atras, as substancias bioativas de plantas medicinais
ou aromaticas eram obtidas a partir de plantas selvagens ou cultivadas, sendo
gue a maior parte, cerca de 80 a 90%, advinha de extrativismo. No fim dos
anos 90, a coleta anual realizada na Europa de plantas aromaticas ou
medicinais oscilava entre 20.000 a 30.000 toneladas, levando a uma
superexploracdo dos recursos naturais (LANGE, 1998), prejudicando assim, a
populacao natural de muitas espécies. No mundo todo, diversas espécies estao
ameacadas de extincao como: Podophyllum hexandrum, fonte de
podofilotoxina e Pilocarpus jaborandi, fonte de pilocarpina, espécies selvagens
de Dioscorea e populacdes naturais de Panax ginseng também correm risco de
desaparecer (FAOSTAT, 2013).



Apesar dos dados apresentados pelo Ministério do Meio Ambiente
serem imprecisos, € sabido que o Brasil possui a maior diversidade vegetal do
mundo. O Projeto Reflora estima que atualmente sejam conhecidas 46497
espécies para a flora brasileira sendo que destas, 33101 sdo espécies de
Angiosperma (Flora do Brasil 2020 em Construcdo, 2018). Parte destas
espécies é endémica do nosso pais, sendo que grande parte dessas espécies
se encontram nas florestas ombrofilas densas, representadas pela Floresta
Amazoénica e Floresta Atlantica (DINIZ & FERREIRA, 2000).

O bioma amazonico € rico em recursos naturais e, segundo os dados do
Museu Paraense Emilio Goeldi em 2015 possuia mais de trinta mil espécies
vegetais catalogadas, 10% da flora mundial com cinco mil espécies de arvores
(MUSEU-GOELDI, 2018). Entre estas espécies podemos destacar as
pertencentes a familia Fabaceae, que apresenta uma distribuicdo abrangente,
e representada como uma das maiores familias de angiospermas e com
grande interesse econdmico (SOUZA & LORENZI, 2012).

1.1 FABACEAE

A familia Fabaceae, anteriormente conhecida como Leguminosae,
possui 650 géneros e 19.000 espécies. Destes, 200 géneros e 2.700 espécies
ocorrem no Brasil, representando assim uma das maiores familias de
Angiospermas (SOUZA & LORENZI, 2012).

A familia possui uma relevancia global para a alimentacdo e nutricdo
humana e animal, por apresentarem alto teor de proteina, possuindo o dobro
ou triplo de peptideos quando comparado aos cereais, 0s frutos sédo ricos em
carboidratos, fibras dietéticas, e fornecem micronutrientes como vitaminas,
acidos graxos, acido félico e minerais, que sdo altamente benéficos para a
saude humana e animal (JACOB et al., 2016).

A maior parte das Fabaceae possui a capacidade de gerar interacoes
simbidticas com bactérias chamadas Rhizobium fixando nitrogénio atmosférico
(N2) em troca fornece carbono para a bactéria (PAGAN et al. 1975; HEATH &
TIFFIN 2009; PEIX et al. 2015), e liberando nitratos no solo de forma que fique

disponivel para ser utilizado pelas plantas.



Sendo assim, as Fabaceae se destacam para 0 uso em sistemas de
producdo sustentaveis e reabilitacdo de solos, reduzindo o custo de producao e
risco de poluicdo do meio ambiente pelo uso de fertilizantes com nitrogénio
sintético (MENDES et al., 2003; HUNGRIA et al., 2006; SALVAGIOTTI et al.,
2008, SOUZA, 2012).

No entanto muitas espécies dessa familia correm risco de extingdo por
conta da fragmentacdo das florestas. Havendo apelo principalmente para as
utilizadas industrialmente. A producédo de leguminosas gera em torno de 785
milhdes de toneladas anualmente em produtos para consumo humano e animal
(FAOSTAT, 2013). A cultura mais importante é a de soja (Glycine max)
considerada principal fonte de proteina para a alimentacdo animal e segunda
maior fonte de 6leo vegetal mundial (ERS, 2012). A contribuicdo da familia
Fabaceae na alimentacdo também ¢é atribuida a outras espécies como alfafa
(Medicago sativa), trevo (Trifolium spp.), feijdo (Phaseolus vulgaris), amendoim
(Arachis hypogaeae), ervilha (Pisum sativum), grédo-de-bico (Cicer arietinum) e
lentilha (Lens culinaris), entre outros; os produtos destas espécies podem ser
utilizados de diferentes formas tanto em sua forma natural, como processados.

Existem inimeras espécies de Fabaceae que despertam interesse
econdbmico para 0 uso ornamental, devido as belas inflorescéncias e
capacidade de reabilitacdo de solos aridos, fornecimento de madeira para
construcdo civil e combustivel (SOUZA, 2012). Além disso, mais de 4000
flavonoides foram descritos para plantas vasculares, sendo que, grande parte
destes flavonoides foi descrito em espécies da familia Fabaceae e estariam
envolvidos na especificidade de interacdo com bactérias nitrificantes (PERRET
et al., 2000).

Além de serem descritas por possuirem algum efeito biolégico, tais como
anticonvulsivante em Bauhinia outimouta (QUINTANS-JUNIOR et al. 2008),
antimicrobiana, antiparasitaria, inseticida, antitumoral, hepatoprotetora e
laxativa em Senna occidentalis (LOMBARDO et al., 2009) e Deguelia
duckeana, que possui atividade antimicrobiana comprovada frente a
Staphylococcus aureus (LIMA et al., 2012) e potencial anticancer (CURSINO et
al., 2016).

No entanto, é sabido que sementes de Fabaceae possuem conhecida

natureza recalcitrante, sendo que algumas das espécies apresentam
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tegumento rigido, o que impede a entrada de agua e/ou oxigénio e a
emergéncia da radicula. Algumas técnicas sdo utilizadas com sucesso para
que ocorra a germinacdo destas sementes, como a escarificacdo quimica,
mecanica e fisica destas (CENKCI et al., 2008).

A Cassia siamea (cassia amarela ou cassia-de-Sido), € uma Fabaceae
de grande importancia econdmica € resistente a variacdes climaticas, possui
crescimento r4pido e fixagdo de nitrogénio polivalente, apresenta atividades
biolégicas de grande interesse para a indastria farmacéutica como acéo
laxativa, purgativa, hepatoprotetora, agente no combate a urticaria e remédio
para a perda de apetite por problemas gastrointestinais e rinite. Sendo
tradicionalmente propagada por sementes, no entanto, € ameacada pela
contaminagdo por fungos, brocas e o parasita Dendrophthoe falcata, que
causam grande dano e morte da planta. Parveen e colaboradores (2010)
estabeleceram uma rapida multiplicacdo in vitro da espécie garantindo a
qualidade fitossanitaria, producédo de biomassa e conservagédo de germoplasma
desta espécie a partir do né cotiledonar de plantas assépticas germinadas in
vitro.

A biotecnologia vegetal apresenta técnicas para que a germinacao,
multiplicacdo e obtencao de biomassa vegetal de espécies de Fabaceae seja
possivel. Um exemplo do que ja vem sendo desenvolvido sdo os protocolos de
germinacdo e multiplicacdo de Cassia angustifolia (Sene-da-india), planta
medicinal amplamente estudada por possuir antraquinona, um poderoso
laxativo natural, foram desenvolvidos para suprir a demanda mundial
(AGRAWAL & SARDAR, 2003; AGRAWAL & SARDAR, 2006; RAMCHANDER
et al., 2017).

Dentro da familia Fabaceae esta o género Deguelia, que contém apenas
20 espécies, encontradas na Ameérica do Sul tropical. No Brasil estas espécies
sdo encontradas principalmente nos estados do Amazonas e Para, possuem
habito lianescente, raramente arborescente, encontrada geralmente em locais
abertos, de pleno sol. Aléem de descri¢cdes taxondmicas, tem sido sugerido que
os perfis fitoquimicos de espécies desse género possam auxiliar a elucidacao
da separacdo filogenética para géneros dessa familia (MAGALHAES et al.,
2001).



1.1.1. Deguelia duckeana

Dentre as espécies do género, a espécie Deguelia duckeana (figura 1),
conhecida popularmente como timbé, timborana e canambi, é reconhecida por
ser um arbusto escandente, pequeno, rasteiro de lugares abertos, secos ou
alagados, na floresta pode atingir grandes dimensodes e por ser uma liana, subir
em arvores muito altas. Suas flores sdo na cor réseas-violaceas (SILVA et al.,
1977). Sendo as folhas com 7 ou 9 foliolos (raramente 5 ou 11), estipulas
ausentes, peciolo estriado no geral com um sulco ventral, raquis semelhante ao
peciolo, sub-angular. Inflorescéncia ereta, pseudo-racemosa, auxiliar, multiflora
e bractéola (TOZZI, 1989).

Figura 1. Espécie Deguelia duckeana mantida no viveiro do LABB-INPA. A: Planta
jovem. B: Planta adulta apresentando padréo escandente.

A espécie possui acao toxica sobre peixes, sendo utilizada desde a
época pré-colombiana e, no entanto o uso das raizes maceradas para a pesca
esta proibida (TOZZI, 1989). A atividade toxica desta espécie foi comprovada
em ensaios de toxicidade em Artemia salina realizados por Lima e
colaboradores (2012), onde até a menor concentracdo testada se mostrou

toxica para os microcrustaceos (5,0 pg/mL).

1.1.2 METABOLITOS SECUNDARIOS NO GENERO DEGUELIA

Quimicamente, o género Deguelia & uma fonte promissora de
flavonoides e outros metabdlitos secundarios, sendo que o0 género se
caracteriza pela presenca de isoflavonoides, com predominéancia de rotenoides
(MORAES, 2000).



Os flavonoides sdo metabdlitos secundarios amplamente distribuidos
nas plantas, onde mais de 8000 substéncias s&o conhecidas. Possuindo
diversas fungdes nas plantas, com destaque para a protecéo contra herbivoria.
Podendo ser encontrados em todas as partes da planta ou ser encontrados
somente em determinados 6rgaos vegetais, como € o caso das antocianidinas
gue conferem a cor vermelha, rosa e azul, ocorrem somente nas flores, assim
como as chalconas e flavonois conferem a cor amarela (BUCHANAN et al.,
2000; DEWICK, 2009; XIE, 2011).

Os flavonoides estédo relacionados a diversos processos de crescimento
e desenvolvimento vegetal, e também sdo ativos na relacdo entre planta e
micro-organismo agindo na rizosfera, como na simbiose das espécies da
familia Fabaceae e Rhizobium (ROMERO & SIQUEIRA, 1996), sendo possivel
observar, em algumas espécies desta familia, grande quantidade de
flavonoides nas raizes (WESTON & MATHESIUS, 2013). Estudos relacionam a
presenca de flavonoides com a germinagao e crescimento micelial de fungos
micorrizicos (SOARES et al.,, 2005; AIKAWA et al.,, 2000; ROMERO &
SIQUEIRA, 1996).

De acordo com a literatura, sdo descritas para o género Deguelia,
chalconas, flavonoides, isoflavonoides, estilbenos, rotenoides e triterpenos
(CURSINO, 2015). Para a espécie Deguelia duckeana foram identificados
estilbenos e chalconas por Lima e colaboradores (2012) (fig. 2).

Outro estudo relatou a atividade antimicrobiana frente a cepa
Mycobacterium tuberculosis em concentragcdes acima de 200 pg/mL (CARRION
et al., 2013).

Em outro estudo realizado por Cursino e colaboradores (2016), foram
identificadas nove substancias e além de comprovar a atividade téxica de
alguns flavonoides isolados de D. duckeana (fig. 3), apresentando resultados
inéditos que revelam o potencial antitumoral de flavonoides isolados de

extratos obtidas das raizes da espécie.



Figura 2. Substancias isoladas de D. duckeana por Lima (2012), e testadas frente ao
potencial antitumoral por Cursino (2015).
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1.3 BIOTECNOLOGIA VEGETAL

O cultivo em campo de plantas medicinais pode ser uma alternativa
viavel, no entanto, estas culturas ocupam um espaco fisico amplo e algumas
espécies levam muitos anos para produzirem a quantidade de biomassa
necessaria, o que eleva o valor final da matéria prima produzida (WU et al.,
2015).

Além disso, a obtencdo de metabdlitos de interesse a partir de plantas
depende de fatores como sazonalidade, idade da planta e tecido do qual o
metabolito é produzido e/ou armazenado, além da possibilidade de
contaminacdao e infestacao, leis de protecdo de areas e espécies, entre outros.
Em alguns casos, o metabdlito de interesse se encontra nas raizes, por
exemplo, onde, para obté-lo deve ser sacrificada a planta inteira, levando
algumas espécies ao risco de extincdo (VERPOORTE et al, 1999;
VERPOORTE et al., 2000; TREJO-TAPIA & RODRIGUEZ-MONROY, 2007).

Outra problematica de culturas em campo € a incapacidade de remocéao
completa de contaminantes quimicos externos, presentes na irrigacdo ou
adubacao, que podem afetar o metabolismo vegetal e qualidade do produto
final (WU et al., 2015).

A quantidade de producéo de substancias bioativas € muito baixa, como
€ 0 caso do taxol, utilizado no tratamento do céncer, onde s&o necessarias
cascas de trés arvores de aproximadamente cem anos de idade para produzir
a quantidade suficiente para o tratamento de uma pessoa (NOSQV, 2012).

O cultivo in vitro de Taxus spp. ja foi estabelecido e foi comprovado que
através do uso de elicitores, engenharia genética e metabdlica, € possivel que
a producdo em larga escala de taxanos seja conseguida em biorreatores
(JAZIRI et al., 1996; ZHAO et al.,, 2005; CUSIDO et al.,, 2014), além deste
método o taxol ja vem sido obtido a partir do cultivo dos fungos endofiticos. A
producéo de taxol a partir de fungos endofiticos se iniciou no ano de 1993 com
Stierle e colaboradores, que conseguiram isolar o principio ativo a partir do
fungo Taxomyces andreanae, reduzindo, assim, a exploragdo da planta
(STIERLE et al., 1993).

Entre estas linhas de pesquisa, a biotecnologia fornece trés alternativas

para a producdo de substancias bioativas: cultivo de células vegetais in vitro,



cultivo de tecidos e 6rgaos de plantas (incluindo raizes transformadas) in vitro,
engenharia genética aplicada ao cultivo de microrganismos eucariotos
(levedura) e procariotos (bactérias) (NOSOV, 2012).

1.3.1 CULTURA DE TECIDOS E CELULAS VEGETAIS IN VITRO

O cultivo de tecidos, células e 6rgaos vegetais in vitro, se tornou uma
ferramenta para a producdo em larga escala de biomassa vegetal para
obtencdo de substancias de interesse, a fim de atender as necessidades
industriais na fabricacdo de drogas. Esta técnica foi desenvolvida tendo em
vista a crescente demanda por produtos de origem natural e crescente
conscientizacdo sobre a ameaca da perda de populacdes e diversidade
genética vegetal, juntamente com a preocupacdo com a atual degradacao do
meio-ambiente (ROBERTO & FRANCESCA, 2011; YUE et al., 2016, ISAH,
2016).

Esta técnica tem sido amplamente empregada desde o inicio do século
XX, inicialmente utilizada a fim de compreender as rotas metabdlicas primarias
e secundarias, além de auxiliar estudos relacionados a morfogénese vegetal,
com a finalidade de aumentar a producdo sustentavel de madeira e produtos
florestais ndo-madeireiros, incluindo a caracterizagdo genética, manipulacao e
melhoramento de espécies. No entanto, o potencial medicinal e nutracéutico de
plantas oriundas da cultura de tecidos vegetais vém sendo mais profundamente
estudado nos ultimos de 50 anos (THORPE, 2006; NUNES et al.,, 2013;
DAVIES & DEROLES, 2014; MURTHY et al., 2015; DIAS et al., 2016).

A cultura de células, tecidos e 6rgao vegetais in vitro, permite a
producdo em larga escala de biomassa vegetal, de alta qualidade genética e
fitossanitaria, em curto espaco de tempo e pequeno espaco fisico
(AITCHINSON et al., 1977). Pois, como descrito por diversos autores, qualquer
espécie vegetal pode dar origem a estas culturas, onde cada célula viva e
nucleada do tecido vegetal tem todos 0os genes necessarios para todas as
funcbes da planta, a isso se da o nome de totipoténcia e, pode vir a
desenvolver crescimento e/ou diferenciacdo celular induzida pelo meio,
incluindo a producdo de metabdlitos secundarios (AITCHINSON et al., 1977;
VERPOORTE et al., 1999; ZHAO et al., 2005; TREJO-TAPIA & RODRIGUEZ-
MONROQY, 2007).



Apés uma sinalizacdo correta ao tecido do explante, as células
estabelecem um processo de mitose, que ocorre primeiramente na periferia do
explante e, de forma gradativa, em pontos internos do tecido, onde camadas e
regides de crescimento ativo passam a se formar, e dependendo do balanco
dos fitohormdnios utilizados no meio de cultura, diferentes tipos celulares do
explante poderao se desdiferenciar, caracterizando assim um novo sistema que
passa a ser chamado de calo (TERMIGNONI, 2005).

Aitchinson e colaboradores (1977) caracterizaram a existéncia de trés
fases durante a formacao de um calo (figura 4), sendo a primeira fase chamada
de inducdo, onde ha uma ativacdo metabdlica que levara as células a mitose,
ou seja, ha a preparacdo do tecido isolado para iniciar a fase de divisdo
(segunda fase). A segunda fase se inicia pela divisdo das células periféricas do
explante, posteriormente ocupando a regido central. Logo apds inicia a terceira
fase, caracterizada pela desdiferenciacdo, quando o tecido perde sua
identidade histologica.

Figura 4. Fases da indugéo de calos in vitro. A: selegcdo do explante, observando
caracteristicas da planta mée. B: Inducéo, selecdo da melhor formulagdo do meio. C:
multiplicacao.

O calo pode ser produzido em resposta a uma injaria fisica ou quimica,
ou a mudanca nos balancos enddgenos de fitohormdnios. No entanto é
necessario saber que nem todas as células de um explante formam calo com
facilidade ou produzem o metabolito de interesse, por isso a escolha do
explante € fundamental para um bom resultado, no entanto, os tecidos jovens
sao mais adequados que os adultos (PINTO & LAMEIRA, 2001).
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1.3.2 METABOLITOS SECUNDARIOS EM CULTURA DE CALOS

Diversos autores relatam que as principais vantagens da obtencao de
metabodlitos secundarios a partir de culturas de calo in vitro sdo: a
independéncia de fatores ambientais, o aumento do controle da producéao,
possibilidade do uso de linhagens que garantam uma qualidade consistente do
produto, simplificacdo dos métodos de processamento e extracdo dos
metabdlitos de interesse, aproveitamento de novas rotas de sintese a partir de
linhagens mutantes ou nao, a utilizacdo de elicitores, manipulacdo do meio de
cultura no direcionamento da producdo de metabolitos, aproveitamento de
biotransformacdes que podem ocorrer durante o cultivo de células vegetais in
vitro, uso da metaboldmica para otimizar o processo, entre outras
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998; DICOSMO & MISAWA 1995;
VERPOORTE et al.,, 1999; VERPOORTE et al.,, 2002; KOLEWE 2011,
HUSSAIN et al. 2012; ISAH et al. 2017).

A producdo de metabdlitos secundarios in vitro, muitas vezes pode ser
menor do que a obtida por planta em campo ou até nula. A desdiferenciacdo
pode levar a perda da capacidade de producdo dos metabdlitos de interesse,
mas a obtencéo destes a partir de tecidos diferenciados in vitro pode ser igual
ao obtido na planta. No entanto, a producdo em larga escala de tecido
diferenciado (raizes fasciculadas, microplantas, embrides sométicos, etc.), se
torna economicamente invidvel por necessitar de maior area e mais gasto com
insumos para a producédo (VERPOORTE et al., 1999; SAIMAN et al., 2015).

A vantagem de se obter biomassa vegetal a partir de calos esta na
possibilidade de se conseguir maior quantidade de material vegetal, além de
haver a possibilidade de manipulacédo dos fatores que influenciam a producédo
dos metabdlitos secundarios (VERPOORTE et al., 2002; TREJO-TAPIA &
RODRIGUEZ-MONROY, 2007).

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 atividade bioldgica. Estudos de atividade
antioxidante realizados com a espécie Thymus lotochephalus revelou que
extratos hidroalcoodlicos de calos da espécie apresentam maior concentracao

de substancias antioxidantes do que das plantas coletadas, particularmente o
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acido rosmarinico, apresentando assim, um maior potencial antioxidante do
que extratos obtidos de plantas de campo (COSTA et al., 2012).

Quando realizados estudos comparativos com o género Cyclopia, que
possui atividade biolégica comprovada como antioxidante, antimutagénico,
anticancerigeno, fitoestrogénico, antidiabética e redutor de colesterol,
identificaram diversas substancias polifendlicas nos extratos a partir de plantas
de campo e calo, onde trés substancias diferentes dos encontrados em plantas
de campo foram identificadas no calo, sendo a primeira vez que derivados de
benzofenona e dihidrochalcona foram encontrados no género Cyclopia
(KOKOTKIEWICZ et al., 2012).

Ha inUmeros estudos sendo realizados com a otimizacao e sele¢cédo da
formulacdo dos meios de cultura, assim como, das fontes de sacarose,
combinacgBes e concentracdes de fitohormdnios, naturais e/ou sintéticos, além
do uso de diversos agentes fisicos ou quimicos como elicitores. Todas essas
variacbes tém sido estudadas com a finalidade de obter mudangas
morfogenética, além da possibilidade de manipular a producdo, acumulo e
extracdo de metabdlitos de interesse, podendo levar a um aumento na
producdo de 20 a 30 vezes (VERPOORTE et al., 1999; VERPOORTE et al.,
2002; NAMDEO, 2007; ISAH et al.., 2017).

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

As duas classes de reguladores de crescimento mais utilizadas em
estudos com cultivo vegetal in vitro sdo as auxinas e as citocininas. Sendo que
as auxinas possuem diversas fun¢des no desenvolvimento vegetal na natureza,
entre as quais, o alongamento do caule, dominancia apical e o enraizamento,
sdo amplamente utilizadas nas culturas de células e tecidos por induzir a
divisao celular (KERBAUY, 2012; TAIZ & ZEIGER, 2013).

Na planta, as auxinas sao produzidas nas regides de crescimento
celular localizadas nos 4pices dos ramos e, em menor quantidade, das raizes,

e seu transporte ocorre do topo da planta em direcéo a base.
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Ja as citocininas estdo envolvidas em processos de divisdo celular,
proliferacdo e morfogénese da parte aérea e séo utilizadas nas culturas in vitro
para a regeneracdo 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 a parte aérea (HARTMANN et al., 1988; NARAYANASWAMY, 2004,
KERBAUY, 2012; TAIZ & ZEIGER, 2013).

Além dessas variaveis, embora 0 uso de biorreatores para a cultura de
células e tecidos de plantas seja recente, nos ultimos anos foram
desenvolvidas diversas configuracfes de biorreatores, que tém se adaptado
com sucesso a producdo de células e tecidos in vitro. O uso desta tecnologia
possibilita que o0s nutrientes sejam efetivamente entregues as células,
diferentemente do que pode ocorrer em cultura em meio de cultura semi-sélido
(VERPOORTE et al., 1999; VERPOORTE et al., 2002; GEORGIEV et al., 2013;
MURTHY et al., 2015; YUE et al., 2016).

Neste ambiente também € possivel manipular outras variaveis, como a
aeracado e forma de fornecimento do meio de cultura, podendo ocorrer de forma
constante ou ndo, além do fornecimento de elicitores, como estressores ou
precursores da biossintese de metabdlitos secundéarios (FIGUEIREDO et al.,
2000; CUSIDO et al., 2014; SAIMAN et al., 2015).

A classe de metabdlitos secundarios mais estudada na cultura de
tecidos in vitro, tem sido os alcaloides, classe quimica que possui cerca de
12.000 substancias, e é restrita a algumas familias (FACCHINI & DE LUCA,
2008; NEWMAN & CRAGG, 2016).

Todos os fatores manipulados em laboratério que a plantula, embrido ou
calo sofrem no meio de cultura, como fonte de carbono, fonte de nitrogénio,
fitohormonios, além de tipo de fonte luminosa, ou auséncia de luz, podem ser
responsaveis pela producdo e acumulo de diferentes metabdlitos secundario
(CIOC et al., 2017; ISAH et al.,2017).

Um exemplo € o estudo realizado sobre o efeito dos fatores nutricionais
sobre a producao de colchicina em Gloriosa superba, presenca dos ions sulfato
e nitrato de amonio (40 mM cada) promoveram a producdo do metabdlito de
interesse nas culturas de calo, o uso do precursor tirosina também influenciou

no aumento da produgédo de colchicina, enquanto uma alta concentracdo de
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fosfato e calcio inibiram a biossintese do alcaloide (BHARATHI & PHILOMINA,
2010),

A producdo de alcaloides inddlicos monoterpenoides (Vincristina e
Vimblastina) em culturas in vitro de Catharanthus roseus € estudada ha muitos
anos, por diversos grupos de pesquisa, 0 uso de elicitores para o aumento da
producao por cultura de células in vitro € de grande importancia para a industria
farmacéutica. No entanto em conjunto com 0s ensaios de elicitacdo diversas
analises foram realizadas, utilizando  métodos  espectroscopicos,
espectrométricos, genéticos, metabolémicos e outros.

Entre os elicitores utilizados estdo 0 uso dos precursores triptamina e
loganina em conjunto com os fitohorménios &acido 2,4 diclorofenoxiacético,
acido salicilico, metil jasmonato e acido abscisico, onde o metil jasmonato se
mostrou eficiente no aumento da producdo alcaldides inddlicos
monoterpendides, nessas condi¢cbes (EL-SAYED & VERPOORTE; 2002)

O conhecimento das rotas biossintéticas dos metabolitos secundarios é
de grande importancia para o desenho experimental, este fato pode ser de
grande restricdo, parte das vias sdo conhecidas apenas ao nivel dos
intermediarios (VERPOORTE et al., 1999).

Paz e colaboradores (2017) revelaram o perfil protebmico de Maytenus
ilicifolia (espinheira santa) cultivada in vitro, a fim revelar as rotas biossintéticas
dos metabdlitos secundarios de interesse nessa cultura, este estudo revelou a
presenca de enzimas precursoras de triterpenos quinometideos, conhecidos
por possuir alta e ampla atividade antitumoral.

Outra possibilidade, através do conhecimento da rota biossintética da
classe quimica desejada, utilizar precursores para a inducdo da producédo do
metabdlito desejado, como o realizado com a espécie Centella asiatica por
Kiong e colaboradores (2005), que utilizaram quatro precursores que, direta ou
indiretamente, estdo envolvidos na rota biosintetica de triterpenos, foram eles:
esqualeno, farnesil pirofosfato (FPP), isopentenil pirofosfato (IPP) e leucina,
estes foram adicionados a culturas de calo, os autores revelam que os calos
tratados com esqualeno foram os que mais produziram os triterpenos de
interesse, bem como produziram a maior biomassa entre os calos tratados com

precursores.
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1.3.2.1. TERPENOS

Os terpenos constituem a maior classe de metabdlitos secundarios de
plantas, e sua biossintese se da através de duas rotas diferentes, a rota do
acido mevalbnico, também conhecida como a rota do mevalonato, que ocorre
no citosol. A rota do mevalonato €& responsavel pela formacdo de
sesquiterpenos (Cjs) e triterpenos (Czo), tendo como precursores acetil CoA e
piruvato. A outra rota biossintética é a rota do metileritriol fosfato (MEP), o qual
origina 0os monoterpenos (Cjo), diterpenos (Cy) e tetraterpenos (Cao),
ocorrendo nos cloroplastos e outros plastideos (CROTEAU et al.,, 2000;
VERPOORTE et al., 2000; AHARONI et al.,2003; TAIZ & ZEIGER, 2013).

A rota do MEP tem como precursores o gliceraldeido-3-fosfato e dois
atomos de carbono derivados do piruvato. Ambas as rotas produzem o
isopentenil difosfato (IPP) com cinco carbonos, sendo convertido em seu
isébmero difosfato de dimetilalii (DMAPP) nos plastideos pela isopreno sintase
(ISPS). Os precursores IPP e DMAPP séao ainda condensados formando os
intermediarios prenil difosfato, que servem como substrato para a formacgao de
compostos terpenoides (fig. 5) (DUDAREVA et al., 2006; NAGEGOWDA et al.,
2010; PULIDO et al., 2012; VRANOVA et al., 2012; TAIZ & ZEIGER, 2013).
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Figura 5. Esquema geral da biossintese de intermediarios de terpenos (ROBERTS,

2007)
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O difosfato de isopentenila (IPP) e o difosfato de dimetilalila (DMAPP) se
condensam para formar precursores de terpenos de ordem superior, incluindo
o precursor de monoterpenos, difosfato de geranila (GPP), o precursor dos
sesquiterpenos, difosfato de farnesila (FPP) e o precursor de diterpenos
difosfato de geranilgeranila (GGPP). Duas moléculas de FPP condensadas
formam o esqualeno, precursor dos triterpenos e duas moléculas de GGPP
condensadas formam os tetraterpenos (ROBERTS, 2007).

1.3.2.1.1. TRITERPENOS

As subunidades de isopreno (Cs) se condensam formando precursores
para diferentes classes de isoprenoides. A biossintese dos triterpenoides é
iniciada a partir da unido de seis unidades de isopreno para formar o esqualeno
(Cs0). O esqualeno serve de precursor para esterois, brassinoesteroides e
triterpenos (VERPOORTE & ALFERMANN, 2000; DEWICK, 2002; PHILLIPS et
al., 2006; ROBERTS, 2007; VRANOVA et al, 2012).
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A formacéo dos triterpenos se da pela ciclizacdo do oxidoesqualeno,
pela acdo da oxidoesqualeno ciclase (OSC) também chamada de triterpeno
sintase. Phillips e colaboradores (2006) clonaram mais de 40 OSC a partir de
plantas superiores, relatando a obtencdo de produtos distintos conforme os
diferentes dobramentos da molécula de oxidoesqualeno, o que contribui para a
diversidade estrutural dos triterpenos encontrados na natureza (XU et al., 2004;
PHILLIPS et al., 2006; ROBERTS, 2007; WANG, 2010; VRANOVA et al.,
2012).

Os triterpenos sao constituintes estruturais importantes das membranas
vegetais, os triterpenos livres servem para estabilizar a bicamada lipidica das
membranas celulares vegetais quando estas sofrem injlrias fisicas ou
quimicas. Por possuir estruturas hidrofébicas tém a capacidade de interagir
com porcdes hidrofébicas de proteinas e/ou lipidios que podem ser expostos
pelas células quando estas sofrem injuria (LIBY et al., 2007). Roberts (2007)
relata a importancia dos triterpenos onde mais de 40.000 estruturas ja foram
isoladas de micro-organismos, plantas e animais. Onde, além da funcao
estrutural, permeabilidade de membrana, fotoprotecdo, também possui funcao
para crescimento, desenvolvimento das plantas.

Os triterpenos possuem apelo econdémico, sendo utilizados como
realcadores de cor e sabor, além de ter apelos pelas atividades biol6gicas. As
atividades bioldgicas incluem a capacidade de imunoestimulacdo, atividade
anticancer, anti-inflamatérias entre outras. Diversas espécies vegetais, de
importancia econdmica, vém sendo estudadas quanto ao seu contetdo e agéo
de triterpenos, como é o caso da Ginkgo biloba, Aloe vera, Mangifera indica,
Olea europaea (CONNOLLY & HILL, 2002; PHILLIPS et al., 2006; LIBY et al.,
2007; ROBERTS, 2007).

Por possuir grande interesse econdmico, diversos estudos quanto a
producdo destes metabdlitos de forma confiavel, renovavel e sem que haja
prejuizo para meio-ambiente, tém sido realizados. Entre eles a sintese total,
semi-sintese a partir de precursores isolados, uso de engenharia genética da
via metabdlica de plantas em micro-organismos e a cultura de tecidos
(ROBERTS, 2007; FRENSE, 2007). Todas as formas de produzir triterpenos

possui vantagens e desvantagens, a sintese e a semi-sintese, podem ser as
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formas mais seguras de se obter a substancia de interesse, no entanto pode
tornar o produto final muito caro.

A producdo de terpenos e derivados de terpenos para a industria
farmacéutica, através da cultura de tecidos vegetais in vitro estd sendo
produzidos através de suspensfes celulares. Algumas substancias estéo
sendo produzidas em suspensfes de célula vegetal, € o caso da shikonina de
Lithospermum erythrorhizon, berberina de Coptis japonica, camptotecina de
Camptotheca acuminata e Nothapodytes foetida, além da hipericina de
Hypericum perforatum (ROBERTS, 2007).

Espécies brasileiras da familia Fabaceae também tém sido estudadas
quanto a presenca de triterpenos, como € o caso da espécie do cerrado, toxica
para o gado Enterolobium contortisiliguum que, em estudo fitoquimico dos seus
frutos foram isolados sete triterpenos (MIRANDA et al., 2015). Além da espécie
amazobnica, Diplotropis purpurea, da qual foram isolados 3 triterpenos lupeol,
taraxerol e B-amirina (CURSINO, 2015). Braz Filho e colaboradores (1975)
isolaram os triterpenos lupenona e lupeol a partir das raizes de Deguelia
amazonica. Até o momento nao foi relatado nenhum triterpeno para a espécie

Deguelia duckeana.

1.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A busca por novos antibioticos € constante, e as plantas tem sido grande
fonte de substancias para estes estudos. O aumento da hiperviruléncia e
resisténcia a antibidticos por bactérias como Staphylococcus aureus, tem
aumentado a preocupacdo com a busca de novos antibiéticos (CHUNG et al.,
2014).

A familia Fabaceae tem demonstrado potencial antibiotico, como € o
caso da Pterodon emarginatus, onde os extratos metanolicos foram ativos
contra cepas de bactérias como Rhodococcus equi, Micrococcus luteus,
Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa, Enterobactercloacae e
também foi eficiente contra o fungo Candida albicans (BUSTAMANTE et al.,
2010).

Em estudo realizado anteriormente com a planta D. duckeana revelou

potencial antibacteriano para extratos dos galhos da planta frente a
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Staphylococcus aureus (Lima et al. 2012), além disso, os terpenos possuem
atividades antimicrobianas bem descritas, sendo que a classe dos triterpenos é
amplamente utilizada e relatada como eficiente como antibiético (CARVALHO
& FONSECA, 2006; HANSON, 2008). Triterpenos pentaciclicos como o0s
hopanos e lupanos, tem apresentado diversas atividades biolégicas, como
atividade anticancer, anti-inflamatoria, antibacteriana, entre outras (PATOCKA,
2003; LIU etal., 2014).

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.

Assim, Deguelia duckeana foi selecionada para este estudo a fim de
produzir calos in vitro visando a obtencdo dos metabdlitos de interesse e
aprimorar o processo, através da manipulacdo de meios de cultura com
composicdo especifica e usando diferentes tipos e concentracbes de

reguladores de crescimento.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Obter calos de Deguelia duckeana e estudar a sua composi¢ao quimica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estabelecer um protocolo para obtencédo de biomassa vegetal a partir de
calos de D.duckeana;

e Obter os extratos hexano/acetato de etila dos calos de D. duckeana;

e Avaliar o potencial antioxidante de extratos, fracdes e substancias
isoladas frente aos ensaios quimicos como o radical DPPH e o ion de
Fe**/Fenantrolina;

e Avaliar a atividade biolégica dos extratos dos calos obtidos frente a
micro-organismos patogénicos;

e Fracionar os extratos dos calos de D. duckeana,;

e Identificar as estruturas das substancias isoladas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. ESTABELECIMENTO DO CULTIVO DE CALOS IN VITRO

3.1.1. MATERIAL VEGETAL

Foram utilizados como fonte de explantes folhas de diferentes entre nés
de plantas jovens de Deguelia duckeana mantidas no viveiro do Laboratorio de
Bioprospecgéo e Biotecnologia (LABB) do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia/INPA, originarias da Praia Dourada, ambos localizados no municipio
de Manaus, AM.

3.1.2. DESINFESTACAO

Para a fase inicial da cultura de tecidos foram estabelecidas culturas
assépticas in vitro, onde os explantes foram submetidos a 21 tratamentos
(quadro 1) de desinfestacdo na presenca ou auséncia solucdo fungicida
contendo Mancozeb® e detergente Tween 20, etanol 70%, hipoclorito de calcio
4%, hipoclorito de sodio nas concentracbes 0,5, 1,0 e 2,0%, em diferentes
combinac¢Bes e tempos de imersdo, com trés lavagens em agua destilada e
esterilizada entre cada agente desinfestante. Os explantes passaram por uma
pré-desinfestacdo que consistiu em lavagem suave com sabdo neutro e agua
corrente. Os tratamentos de desinfestacdo foram nomeados como DDO1 a
DD21

Posteriormente, os explantes (1 cm x 0,5 cm) foram inoculados em meio
de Murashige e Skoog (1962) (MS) com 100% dos nutrientes, preparacao
comercial em p6 produzida pela Sigma Chemical Co., suplementado com 87,6

mM de sacarose, utilizando como agente geleificante 8 g.L™ de agar.
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Quadro 1. Combinacdes e tempos de imersdo em agentes desinfestantes utilizados
em explantes foliares de Degueliaduckeana.

TRATA- | FUNGI- | ETANOL | NACLO | NACLO NACLO CA(OCL),
MENTO CIDA 70% 0,5% 1,0% 2,5% 4%
(T, Hy* (T,MIN) | (T, MIN) | (T, MIN) (T, MIN) (T, MIN)
DD 01 - 3 15' - -
DD 02 - 3 - - - 15
DD 03 - 3 7 - - 7
DD 04 - 3 - - 10 10
DD 05 - 3 - - - 10
DD 06 - 3 30 : : -
DD 07 - 4 20 : : 10
DD 08 - 4 - - 40 8
DD 09 17 3 - - 6 10
DD 10 17 3 - - 15 -
DD 11 17 3 - : 5 5
DD 12 17 3 - : 10 -
DD 13 17 3 - : : 10
DD 14 17 3 - : 5 -
DD 15 17 3 - - 10 -
DD 16 17 3 - - - 15
DD 17 17 3 - - 10 10
DD18 48 3 - - 10 -
DD19 48 3 - 15 : -
DD20 23 3 - 15 : -
DD21 23 3 - : 10 -

Legenda: *(t) = tempo; DD = Desinfestacdo dos explantes da espécie Deguelia duckeana.

3.1.3 INDUCAO E MULTIPLICACAO DE CALO

ApoOs o estabelecimento das culturas assépticas, os explantes foram
transferidos para meios de cultura MS com 100% dos nutrientes, preparagao
comercial em po produzida pela Sigma-Aldrich, adicionados de reguladores de
crescimento em combinagdes e concentragdes variadas (quadro 2), conforme

pesquisas bibliogréficas, visando promover a inducéo e multiplicacdo dos calos,
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suplementado com 87,6 mM de sacarose, utilizando como agente geleificante 8

g.L! de agar.

Quadro 2. Combinagbes e concentracbes (mg.L') de auxinas e citocininas
adicionadas ao meio de cultura MS para a Indugéo de calos em Deguelia duckeana.

TRATAMENTO [AUXINA] (mgL™) [CITOCININA] (mgL™)
DDI 01 2 ANA 3 BAP
DDI 02 10 Pic 2 Kin
DDI 03 15 Pic 2 Kin
DDI 04 2 ANA 6 BAP
DDI 05 22,4-D -
DDI 06 42,4-D 2Kin
DDI 07 42,4-D -
DDI 08 2 ANA 3 BAP + 2Kin
Legenda: DDI = Inducdo de calos da espécie Deguelia duckeana. 2,4-D: éacido 2,4-

diclorofenoxiacético; ANA: acido a-naftalenoacético; BAP 6-benzilaminopurina; Kin: Cinetina;

Pic: picloram (4cido 4-amino-3,5,6-tricloro-2-piridinacarboxilico)

As culturas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura
controlada de 25 + 2 °C, sob fotoperiodo de 16:8 horas (claro/escuro), provido
por lampadas fluorescentes. Estas condi¢cdes foram utilizadas em todos os
experimentos. Apos 30 e 60 dias do inicio dos experimentos, amostras dos
calos foram coletadas para as analises dos metabdlitos secundarios. Foram

utilizadas no minimo 20 repeticBes por tratamento.

3.1.3.1 SUSPENSAO CELULAR

Para as suspensdes celulares, foram coletados calos provenientes do
meio de cultura semissélido MS adicionado de 2 mgL™ ANA + 3 mgL™ BAP + 2
mgL™ Kin, suplementado com 87,6 mM de sacarose, aparentemente friaveis de
10 tubos de ensaio, onde 10 foram seccionados ao meio, e 10 foram mantidos
inteiros e transferidos para 20 frascos,devidamente identificados, contendo
meio de cultura MS com 100% dos nutrientes, preparagdo comercial em po6
produzida pela Sigma-Aldrich, adicionado de 2 mgL™ ANA + 3 mgL™ BAP + 2
mgL™ Kin, suplementado com 87,6 mM de sacarose, sem o uso de agente

geleificante.
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3.1.4 DETERMINAGAO DO TEOR DE AGUA DOS CALOS

Para determinacdo do teor de agua na massa fresca total dos calos,
estes foram pesados imediatamente apds serem retirados do meio de cultura
em seguida congelados e posteriormente liofilizados até retirada completa
agua, até atingir o peso constante. O teor de agua foi expresso em

porcentagem de agua contida na massa fresca em relacdo a massa seca.

3.1.5 ANALISES ESTATISTICAS PARA CULTURA DE TECIDOS

Todos os experimentos foram montados de acordo com o delineamento
estatistico completamente casualizado. Quando necessario, 0s resultados
obtidos foram analisados através de andlise de variancia simples ou
multifatorial, seguido do teste de separacdo de médias de Tukey, considerando
um intervalo de confianca de 99% e nivel de significancia de 1% (p< 0,01). Os
calculos foram realizados com o auxilio do software Microsoft Excel®, com
planilha desenvolvida para analise estatistica do Departamento de Tecnologia

Agroindustrial e Socioeconomia Rural da Universidade Federal de Sao Carlos.

3.2. ESTUDO FITOQUIMICO DOS CALOS DE D. DUCKEANA

Para os estudos fitoquimicos, foram utilizados calos obtidos das culturas
in vitro, do 5°, 7°, 11°, 12° e 15° repiques, foram coletados, pesados, nomeados
e acondicionados separadamente em frascos de vidro, onde foram congelados
em seguida secos em liofilizador para a retirada completa da agua, apds isso

foi realizada a pulverizacdo com ajuda de cadinho e pistilo.

3.2.1 PREPARACAO E CONCENTRAGCAO DOS EXTRATOS

Para a extracdo dos metabdlitos secundarios foi feito primeiro um teste
extraindo os calos dos 5° e 7° repiques com hexano, seguido de extracdo com
acetato de etila e finalmente com metanol, utilizando banho de ultrassom por
20 min e o procedimento foi feito 5 vezes para cada solvente. Os extratos
foram concentrados em rota-evaporador e comparados por cromatografia em
camada delgada comparativa (CCDC) e por ressonancia magnética nuclear
(RMN) de *H. Observou-se que os extratos hexanicos e acetato de etila eram
iguais. Por esta razdo, optou-se por extrair os demais na mistura dos solventes

hexano/acetato de etila 1:1.
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Assim, o material vegetal obtido de calos provenientes de culturas in
vitro dos 11°, 12° e 15° repiques, previamente secos (item 3.3), foram reunidos
e extraidos com a mistura dos solventes hexano/acetato de etila (AcOEt) 1:1
seguido de extracdo com metanol (MeOH) (fig. 6), onde, para cada 1 g de
massa seca foi utilizado 10 mL do solvente. Foram realizadas cinco extracdes
para o sistema hexano/AcOEt 1:1 utilizando ultrassom durante 20 minutos para
cada extracdo, posteriormente o material foi filtrado e seco em ambiente
controlado de laboratério +/- 24 °C, foi realizado o mesmo procedimento para
obtencdo do extrato metanodlico. Para a concentracdo dos extratos foram

utilizados o evaporador rotativo sob pressao reduzida, em temperatura < 50 °C.

Figura 6. Fluxograma geral da preparagéo dos extratos

Material
vegetal

- Extragdo com Hexano/AcOEt por 20 min} 5X
-Filtracao

-Evaporacdo do solvente

Extrato Material
hexano/acetato vegetal

- Extragdo comMeOH por 20 min \JL 5X
-Filtragao

-Evaporacdo do solvente

Extrato

Residuo
metanol

Para o presente estudo somente 0s extratos hexano/acetato de etila 1:1

do 11°, 12° e 15° repiques foram utilizados.
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3.2.2 ANALISE POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCDC) DOS
EXTRATOS E FRACOES

Os extratos obtidos a partir da extragdo hexano/AcOEt 1:1 dos calos,
bem como as fracdes obtidas a partir das colunas cromatogréaficas abertas
(CCA) foram analisados em CCDC em cromatofolhas de silica com indicador
de fluorescéncia UV 254 nm, utilizando solventes organicos em gradiente
crescente de polaridade como eluente das amostras.

Foram reveladas com luz UV (comprimento de onda de 254 nm e 365

nm), e quimicos (iodo, sulfato cérico, cloreto férrico, cloreto de aluminio).

3.2.3 ESPECTROMETRIA DE MASSAS
Os espectros de massas de alta resolucdo foram obtidos em um
espectrometro de massas modelo UltrOTOFQ (ESI-TOF Mass Spectrometer,

Bruker Daltonics), operando no modo positivo ou negativo.

3.2.4. ANALISE ESPECTROSCOPICA POR RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
(RMN) pE *H E 3C pbos ExTRATOS

Os extratos e fracGes foram analisados no espectrometro Bruker Fourier
300, operando em 300 MHz para o nlcleo de *H e em 75 MHz para o nucleo
de **C, uni e bidimensionais. Foram utilizados solventes deuterados para

solubilizar as amostras e TMS como padrao interno.

3.3. FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS

3.3.1 FRACIONAMENTO DO EXTRATO HEXANO/ACETATO DE ETILA

Visando purificar as substancias presentes nos extratos dos calos, foi
realizado o fracionamento do extrato hexano/AcOEt (fig. 7), dos 1,63 g de
extratos obtidos, 1,5 g foi destinado ao fracionamento e 0,13 g para ensaios
biolégicos.

O fracionamento foi realizado em coluna cromatografica aberta de 26 cm
de altura da silica por 2,5 cm de diametro, com 105 g de silica gel 60 (CCA de
SiO,, 200-400 Mesh), usando gradiente de DCM em hexano, DCM 100%,
MeOH em DCM até MeOH 100% (quadro 3).

26



Figura 7. Fluxograma da obtencao de extratos e substancias.

Extrato hexanofacetato
1.5q)

CC de Si0,
Hex/DCH/MeOH
o
| | l l | 40 |42 l
0 11— 14 2530 35 (9.6 mg) [ - ]
[ (20mg) ] [8[5 ma) ] [ (40 mg) ] [ (44.8 mg) ] [ Subst | (17 ma) 66 (1 mg)
. CCA de Si0 CCA de Si0
ﬁgif[?gr.ﬁlrﬁgmq Hex-'DCf.1.n'r.1;OH DCMIMeOH :

S Il T i [ R G

(20,5 mg)

Quadro 3. Sistema de eluicdo do fracionamento do extrato Hex/AcOEt dos calos de
D.duckeana.

FRACOES COLETADAS SISTEMA DE ELUICAO
DDCOFO - DDCOF06 Hex/DCM 1:1
DDCOF06 — DDCOF11 Hex/DCM 3.7
DDCOF12 - DDCOF17 DCM 100%
DDCOF18 — DDCOF23 DCM/MeOH 98:2
DDCOF24 — DDCOF29 DCM/MeOH 95:5
DDCOF30 - DDCOF35 DCM/MeOH 9:1
DDCOF36 — DDCOF41 DCM/MeOH 8:2
DDCOF42 — DDCOF50 DCM/MeOH 7:3
DDCOF51 — DDCOF56 DCM/MeOH 1:1
DDCOF57 - DDCOF66 MeOH 100%

O volume de cada sistema de eluicAo adicionado a coluna
cromatografica foi de 250 mL. Foram obtidas 66 fragBes, analisadas em
cromatografia em camada delgada comparativa conforme item 3.5.

A partir da observacdo das cromatoplacas eluidas e reveladas com
reveladores fisicos e quimicos, foram selecionadas e reunidas, as fracfes 11 a
14 (40 mg) (DDCO1); 25 a 30 (44,8 mg) (DDCO02) e 40 a 42 (17 mg) (DDCO3),
para serem refracionadas. As fracbes DDCOFO, DDCOF08, DDCOF19-20,
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DDCOF23-24 e 35 foram analisadas por espectrometria de massas conforme
item 3.6.

O processo de purificagcdo das fracdes reunidas DDCOF11- DDCOF14
(40 mg) foi realizado em coluna cromatografica aberta de 10 cm de altura por
1,5 cm de diametro, com 400 mg de silica gel 60 (200-400 mesh), usando
gradiente de DCM em hexano, DCM 100%, MeOH em DCM até MeOH 100%.
Conforme o quadro 4. O volume de cada eluicdo adicionada a coluna

cromatografica foi de 30 mL, rendendo 53 fracdes.

Quadro 4. Sistema de eluigdo do fracionamento da amostra - DDCOF11-- DDCOF14
obtidas do extrato Hex/AcOEt dos calos de D. duckeana.

FRACOES COLETADAS SISTEMA DE ELUICAO
DDC1FO - DDC1F08 Hex/DCM 1:1
DDC1F9 - DDC1F15 Hex/DCM 4:6
DDC1F16 — DDC1F20 Hex/DCM 3:7
DDC1F21 - DDC1F25 DCM 100%
DDC1F26 — DDC1F30 DCM/MeOH 99:1
DDC1F31 - DDC1F35 DCM/MeOH 98:2
DDC1F36 — DDC1F40 DCM/MeOH 9:1
DDC1F41 - DDC1F53 MeOH 100%

O fracionamento das frac6es reunidas DDCOF25- DDCOF30 (44,8 mg)
foi realizado em coluna cromatografica aberta de 12 cm de altura da silica por
1,5 cm de didametro, com 448 mg de silica gel 60 (200-400 mesh), usando
gradiente de DCM em hexano, DCM 100%, MeOH em DCM até MeOH 100%,
(quadro 5). O volume de cada sistema de eluicao foi de 30 mL, o que rendeu

49 fragoes.
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Quadro 5. Sistema de eluicdo do fracionamento da amostra 25-30 obtidas do extrato
Hex/AcOEt dos calos de D. duckeana

FRACOES COLETADAS SISTEMA DE ELUIGAO
DDC2F0 - DDC2F10 Hex/DCM 4.6
DDC2F11 - DDC2F15 Hex/DCM 3.7
DDC2F16 — DDC2F20 Hex/DCM 2:8
DDC2F21 - DDC2F25 DCM 100%
DDC2F26 — DDC2F30 DCM/MeOH 98:2
DDC2F31 - DDC2F35 DCM/MeOH 95:5
DDC2F36 — DDC2F40 DCM/MeOH 9:1
DDC2F41 - DDC2F49 MeOH 100%

O processo de purificacdo das fragcdes reunidas DDCOF40-DDCOF42 (17
mg) foi realizado em coluna cromatogréfica aberta de 16 cm de altura de silica
por 0,5 cm de didmetro, com 105 g de silica gel 60 (200-400 Mesh), usando
gradiente DCM 100%, MeOH em DCM até MeOH 100%(quadro 6), O volume
de cada eluicdo adicionada a coluna cromatogréfica foi de 10 mL, rendendo 31

fracoes.

Quadro 6. Sistema de eluicao do fracionamento da amostra DDCOF40-42 obtidas do
extrato Hex/AcoEt dos calos de D. duckeana.

FRACOES COLETADAS SISTEMA DE ELUICAO
DDC3FO0 - DDC3F04 DCM 100%

DDC3F5 - DDC3F8 DCM/MeOH 99:1
DDC3F9 - DDC3F12 DCM/MeOH 98:2
DDC3F13 — DDC3F16 DCM/MeOH 97:3
DDC3F17 — DDC3F20 DCM/MeOH 9:1
DDC3F21 — DDC3F25 DCM/MeOH 8:2
DDC3F26 - DDC3F31 MeOH 100%

As fragOes obtidas foram analisadas por meio de CCDC e reveladas com
luz UV (comprimento de onda de 254 nm e 365 nm), iodo, sulfato cérico e

cloreto férrico.
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3.4. ENsAlOs BloLoaGIcos E QuiMicos

3.4.1. CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método de micro diluicdo em
placas de 96 pocos e a determinacdo do crescimento microbiano foi dada por
leitura em espectrofotobmetro, metodologia adaptada de CLSI, 2012. Os
indculos foram preparados com o auxilio de uma alca calibrada descartavel,
onde colbnias bacterianas provenientes de culturas puras, reativadas e
crescidas por 24 horas foram inoculadas em caldo Mdueller Hinton e
homogeneizadas.

A turvacdo do inoculo foi comparada e ajustada a turvacédo do tubo 0,5
da escala de MacFarland, que corresponde a uma suspensdo contendo
aproximadamente 1-2 x 10° unidades formadoras de colénias (UFC/mL). Em
seguida, cada microrganismo-teste foi diluido na proporcéao de 1:20 e 10 pL de
cada foi inoculado nas placas. Foram feitas diluicbes sucessivas do extrato
(1000, 500, 250, 125, 62,25, 31,12 e 15,5 pg/mL), e em seguida, 100 pL de
cada diluigdo foram adicionados em cada poco da placa.

As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h e apés esse periodo, lidas
em espectrofotbmetro a 625 nm e os valores de crescimento das bactérias
obtidos e analisados. As leituras da absorbancia, em espectrofotdbmetro com
comprimento de onda de 625 nm, foram realizadas antes das placas serem
levadas a estufa por 24 horas e ap6s este periodo de tempo. A atividade
inibitoria foi obtida pelas diferencas das densidades épticas entre essas duas
leituras.

Os micro-organismos testados foram: Acinetobacter baumannii ATCC
19606, Aeromonas hydrophila I0C/FDA 110-36, Candida albicans ATCC
10231, CBS 6431, Candida parapsilosis ATCC 22019, CBS 604, Citrobacter
freundii ATCC 8090, Edwardsiella tarda ATCC 15947, Enterobacter cloacae
ATCC 13047, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883, Morganella morganii ATCC 00082, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 10145, Pseudomonas fluorescens ATCC 13525 (NCTC 10038),
Salmonella enterica ATCC 13076, Serratia marcescens ATCC 13880 e
Staphylococcus aureus ATCC 12600.
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O controle positivo utilizado foi o antibiético oxitetraciclina a 125 ug.mL™
e como controle negativo, o préprio meio de cultura. Os microrganismos
utilizados foram doados pelo Laboratério de Micro-organismos de Referéncia
do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude, da Fundacado
Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro, 2016).

3.4.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Para avaliacdo da atividade antioxidante utilizando o método com DPPH
foi preparada uma solucédo de DPPH solubilizando 28 mg do DPPH em 1 mL de
DCM e adicionando MeOH até atingir o volume de 100 mL. Também foi
preparada uma solucdo do acido ascorbico com agua deionizada em uma
concentracdo de 900 pg/mL a partir da qual foram preparadas diluicdes
resultando nas seguintes concentracdes: 0, 90, 180, 360, 540 e 720 pug/mL.

Posteriormente foram preparadas as curvas com DPPH, adicionando-se
em seis micro-tubos 990 pL de DPPH mais 10 pL da solucdo de acido
ascorbico nas diferentes concentracfes. Apds 30 minutos, foi realizada a leitura
da absorbancia em espectrofotdbmetro no comprimento de 517 nm. Apds a
verificagdo da curva de calibracdo e sua linearidade, foi adicionada uma
solugcéo dos extratos na concentracdo de 0,5 mg/mL nas solu¢bes de DPPH,
em triplicata. Foi realizada a leitura da absorbancia (517 nm) no
espectrofotdmetro das solu¢des apds 30 minutos de reacao.

Para avaliacdo da atividade antioxidante utilizando o método com Fe** a
curva foi feita adicionando em seis novos micro-tubos 10 uL da solucido de
acido ascorbico nas diferentes concentragdes, mais 10 uL da solucdo padréo
de Fe*" e 980 pL da solucdo 1,10-fenantrolina 0,25%. Ap6s 1 hora foi realizada
a leitura da absorbéancia em espectrofotometro no comprimento de 508 nm.

Apoés a verificagdo da curva de calibracdo e sua linearidade, foram
adicionadas uma solucdo dos extratos na concentracdo de 0,5 mg/mL nas
solucdes de Fe*'ffenantrolina, em triplicata. Foi realizada a leitura da
absorbancia (508 nm) no espectrofotdmetro das solu¢des apos 1 h de reacgéo.

Para ambos o0s testes o0s resultados obtidos s&o expressos em
equivaléncia com o acido ascorbico, e comparados com os valores do quadro
7.
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Quadro 7. Escala para interpretacdo dos resultados da atividade antioxidante
(Martinset. al., 2014).

Andlise da atividade antioxidante

o Escala de comparacéao
(mg de extrato/ mg de ac. ascOrbico)

Menor que 1,0 Muito ativo
Entre 1,1e 2,0 Ativo

Entre 2,1 e 3,0 Atividade moderada
Maior que 3,1 Inativo
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. OBTENCAO DE CALOS DE Deguelia duckeana

4.1.1. DESINFESTACAO DOS EXPLANTES DE D. duckeana

Para o tratamento de desinfestacdo foram testadas 21 combinacdes de
agentes desinfestantes (tabela 1), utilizando ou ndo imersao prévia em solucéo
fungicida. Imersdo em etanol 70% por 3 minutos, em todos os tratamentos, e
variando apenas as concentracdes e combinagdes dos hipocloritos de sédio e
calcio.

Sendo que apenas quatro combinacfes apresentaram resultados
considerados satisfatorios, a elas foram dados os codigos de DD18, DD19,
DD20 e DD21. Os quatro tratamentos foram realizados com maiores tempos de
imersdo em solucéo fungicida, quando comparado aos outros 17 tratamentos.

Onde DD18 e DD21 apresentam os mesmos tempos de imersdao em
etanol 70% e Ca(OCI), 4% (3 e 10 minutos respectivamente), e os tratamentos
DD19 e DD20 os mesmos tempos de imersdo em etanol 70% e NaClO 2,5% (3
e 15 minutos respectivamente).

Nos tratamentos DD18 e DD19,as folhas ficaram em solucdo fungicida
por 48 horas, no entanto, apesar de ndo apresentarem contaminacao, estas
folhas sofreram morte celular, apresentando necrose ap6s 3 dias da
inoculacdo. Os tratamentos DD20 e DD21, com imersdo prévia em fungicida
Mancozeb® por 23 horas, apresentaram sucesso em 75 e 90% das culturas,
respectivamente. Ambos os tratamentos foram repetidos para a confirmacao
dos resultados.

Na cultura de tecido a utilizacdo de etanol 70% na assepsia € muito
difundida. Um dos motivos € que este grau de hidratagdo do alcool € o ideal
para a desinfestacdo, por permitir que este agente penetre na membrana dos
micro-organismos e desnature proteinas, levando a morte. Concentracdes
maiores de etanol podem desnaturar a célula e também apresentar efeito
bacteriostatico. Além da sua agdo germicida, o etanol 70% remove as ceras

superficiais dos tecidos e, se aplicado inicialmente, facilita a acdo de outros
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agentes desinfestantes (PELCZAR et al., 1980; GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1998).

Recomenda-se ainda que o etanol seja utilizado em conjunto com outros
agentes desinfestantes, principalmente a base de cloro, como o hipoclorito de

sédio e hipoclorito de célcio.

Tabela 1. Combinacdes e tempos de imersdo em agentes desinfestantes e
porcentagem de contaminacdo e sobrevivéncia de explantes foliares de
D.duckeana submetidas a diferentes desinfestacfes, e inoculadas em meio
sélido de Murashige & Skoog (1962) (MS), apds 14 dias de cultivo in vitro (n =
40).

TRATA- FUNGI- ETANOL NACIO NACIO NACIO CA(OCl), CONTAMI- SOBREVIVEN-

MENTO  CIDA (T) 70% 0,5% 1,0% 2,5% 4% NACAO (%) CIA* (%)
DD 01 3 15' 100 f 0
DD 02 3 15' 100 f 0
DD 03 3 7 7 100 f 0
DD 04 3 10 10’ 100 f 0
DD 05 3 10 100 f 0
DD 06 3 30' 100 f 0
DD 07 4 20 10 100 f 0
DD 08 4 40' 8' 100 f 0
DD 09 17 h 3 6' 10 100 f 0
DD 10 17 h 3 15 100 f 0
DD 11 17 h 3 5' 5' 100 f 0
DD 12 17 h 3 10’ 725¢€ 24,5
DD 13 17 h 3 10 100 f 0
DD 14 17 h 3 5' 67,5 de 32,5
DD 15 17 h 3 10 40 bc 60
DD 16 17 h 3 15 50 cd 50
DD 17 17 h 3 10 10' 80 ef 20
DD18 48 h 3 10 5a
DD19 48 h 3 1% 7,5a
DD20 23 h 3 15 25 ab 75
DD21 23 h 3 10 10 a 90

Legenda: Médias seguidas da mesma letra n&o diferem significativamente entre si, pelo teste de

Tukey (p < 0,01); *Sobrevivéncia observada apds duas semanas de cultivo.
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Segundo Estrela (2002), os hipocloritos apresentam atividade
antimicrobiana por sua reagdo complexa quando em contato com 0S micro-
organismos presentes no local a ser higienizado. Estes agem, primeiramente,
degradando acidos graxos em sais de acidos graxos (detergente) e glicerol
(@lcool), o que reduz a tensdo superficial da solucdo, permitindo que este
penetre no tecido vegetal e entdo ha membrana citoplasmatica.

ApGs isso o hipoclorito neutraliza os aminoacidos formando agua e sal,
essa reacdao libera uma hidroxila. Neste momento o acido hipocloroso presente
na solucdo, quando em contato com tecido organico, age como solvente
liberando cloro, que se combina com o0 grupo amino das proteinas, formando
as cloraminas, e estas interferem no metabolismo celular das bactérias.

Sendo assim, o acido hipocloroso e os ions de hipoclorito conduzem a
degradacdo e hidrolise de aminoacidos, causando danos irreversiveis a
membrana citoplasmatica, interferéncias no metabolismo celular e inibicbes
enzimaticas irreversiveis.

Essas acdes também ocorrem em outros tecidos organicos, como da
prépria planta, por isso tratamentos com hipocloritos (sodio e céalcio) devem ser
delineados experimentalmente em diferentes tempos e concentracdes sendo
cuidadosamente testados e avaliados, como foi demonstrado na tabela 1.

Como é possivel observar que o tratamento DD08 que ficou imerso em
hipoclorito de sédio a 2,5% por 40 minutos e 8 minutos em hipoclorito de célcio
a 4%, sem imersao prévia em solucdo fungicida, apresentou 100% de
contaminacdo e morte do tecido vegetal (fig.8), sugere-se que o proprio
tratamento levou a morte do tecido vegetal, ndo tendo nenhum tipo de acéo
sobre a contaminacéo fungica do explante.

A utilizagdo dos hipocloritos de sodio e calcio é bastante difundida na
cultura de tecidos, e o principal motivo da utilizacdo do Ca(OCl), é a
possibilidade de se obter tratamentos mais agressivos, com maiores
concentracdes de cloro, isso porque algumas culturas nédo respondem de forma
satisfatoria ao NaClO com concentragBes comerciais.

A eficiéncia na desinfestacdo depende muito da condicdo fitossanitaria
da planta matriz determinando a dificuldade em descontaminar o explante
durante o isolamento, é possivel observar que o0s explantes que passaram pela

pré-desinfestacdo com &gua e sabdo, mas ndo foram imersos em solucéo
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fungicida, ndo apresentaram sucesso na obtencéo de culturas assépticas nem
nos tratamentos que utilizaram maiores concentracdes de hipoclorito de sodio e
calcio, e maiores tempos de imerséo.

Figura 8. Calos de D. duckeana apresentando diferentes padrdes de contaminacao
por fungos A: Folha completamente contaminada ap6s uma semana de cultivo. B:
Inicio de contaminacg&o ocorrendo apds uma semana de cultivo.

Apesar de serem conhecidamente téxicas, as soluc¢des fungicidas sdo
comumente utilizadas na cultura de tecidos in vitro, e assim como outros
agentes quimicos, devem ser utilizados de forma controlada e equilibrada,
evitando que causem danos aos tecidos vegetais. A pulverizacdo sobre a
planta matriz € o método mais recomendado (SONEGO & GARRIDO, 2014),
no entanto, quando este método foi testado em nosso viveiro, desencadeou
uma grande infestacéo de formigas (dados néo publicados).

O uso de solucdo fungicida costuma ser por pequenos periodos de
tempo, infelizmente poucos estudos cientificos sobre a acédo de fungicidas em
cultura de tecidos foram encontrados. A maior parte se encontra em apostilas,
guias e boletins técnicos.

Para o estabelecimento de culturas in vitro de Mangifera indica a partir
de gemas laterais, 0 uso de fungicida por diferentes periodos de tempo aliado a
banho em ultra-som foram eficientes para a eliminacdo da contaminag&o por
fungos (ANDRADE et al., 2005).
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Alguns fungicidas causam danos a membrana celular pela inativacao de
enzimas ou proteinas essenciais, outros tém impactos especificos em vias do
metabolismo flngico, como na producéo de esterol ou quitina. Como € o caso
do mancozeb, fungicida da classe dos alquilenobis (ditiocarbamato), que causa
disfuncéo geral celular por acdo sobrea ligacdo do grupo hitrogénio-enxofre
(SH) de proteinas como a cisteina, aminoacido presente na parede celular dos
fungos, e metionina, um aminoacido essencial (FRAC, 2007; NELSON & COX,
2014).

Deste modo, a natureza de cada fungicida deve ser levada em conta. O
mancozeb é um fungicida de contato que age somente na superficie da planta,
e protegem a planta de uma nova infec¢ao, nédo tendo o poder de prevenir e
nem evitar uma nova infeccdo (McGRATH, 2004). Fungicidas sistémicos sdo
0s mais recomendados, pois estes penetram no tecido vegetal, agindo também
nos fungos endofiticos, dificuldades para adquirir estes fungicidas para o0 nosso
laboratério foram encontradas, impedindo que os mesmos fossem testados.

A possibilidade de se ter as plantas matrizes em viveiro diminui a
necessidade de um grande numero de testes de desinfestacdo, mesmo assim
foi necessério testar 21 combinacdes de reagentes quimicos.

A partir destes testes foi possivel observar que a variacdo no tempo de
imersdo de fungicida foi o suficiente para aumentar a eficiéncia do processo de
desinfestacdo e obter quantidade de material vegetal suficiente para que

fossem realizadas as etapas posteriores.

4.1.2. INDUCAO DE CALO

Os explantes que se mantiveram assépticos foram transferidas para os
meios de cultura com diferentes reguladores de crescimento, como
demonstrado na tabela 2, DDI 01 (2 mg.L"* ANA + 3 mg.L™ BAP) resultou numa
inducdo média de 30% de calos apdés duas semanas, assim como 0 meio de
cultura DDI 04 (6 mg.L™ BAP + 2 mg.L* ANA) e DDI 07 (4 mg.L" 2,4-D) que
também resultou em uma indugdo meédia de 30% de calos. Em DDI 03 (15
mg.L" Pic + 2 mg.L" Kin) induziu a formacdo de calos em apenas 15% dos
explantes. A prospeccdo de melhores resultados levou acombinacdo destes
reguladores de crescimento onde DDI 08 (3 mg.L* BAP + 2 mg.L™* ANA + 2 Kin)
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induziu calos em 75 % dos explantes avaliados, apds 2 semanas de cultivo (fig.
9).

Tabela 2. CombinacBes e concentragcbes (mg.L™) de auxinas e citocininas e

porcentagem de indug&o de calos em explantes foliares de Deguelia duckeana, apos
30 dias de cultivo in vitro (n = 20).

TRATAMENTO  [] AUXINA (mg.L") [] CITOCININA (mg.L) % INDUCAO

DDI 01 2 ANA 3 BAP 30b
DDI 02 10Pic 2 Kin Oc

DDI 03 15Pic 2 Kin 15 bc
DDI 04 2 ANA 6 BAP 30b
DDI 05 224D - 20 bc
DDI 06 42,4-D 2 Kin 20 bc
DDI 07 42,4-D - 30b
DDI 08 2 ANA 3 BAP+ 2 Kin 75 a

Legenda: Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de
Tukey(p < 0,01).

Figura 9. Inducéo de calo de Deguelia duckeana a partir de folnas em meio de cultura
semi-solido. A: Indugéo de calo em segmento foliar aos 30 dias de cultivo. B: Calo de
Deguelia duckena completamente formado ap0s o primeiro repique.

Embora a inducéo de calos seja possivel apenas com a adicdo de uma
auxina ao meio de cultura, muitas vezes a utilizacdo de uma auxina combinada
com uma ou duas citocininas pode ser necessaria para se obter melhores
resultados, como é o caso apresentado. Pois esta condicdo pode estar
relacionada a manutencdo do apropriado balanco enddgeno entre auxinas e
citocininas, que podem agir de forma sinérgica na regulacdo da divisdo celular,
processo essencial para a formacao do calo (JOHRI & MITRA, 2001; ROY &
BANERJEE, 2003).
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Os calos obtidos foram multiplicados no meio de cultura que apresentou
maior sucesso na indugdo (3 mg.L" de BAP + 2 mg.L"' de ANA + 2 mg.L" de
Kin), sendo repicados a cada 30 dias para obtencdo de biomassa para
posterior extracdo. O material vegetal coletado (fig.10) para obtencdo de
extratos no 5° e 7° repiques para analise prévia do perfil fitoquimico, e 11°, 12°
e 15° repiques para extragao fracionamento e isolamento de substancias,
apresentavam caracteristicas bastante diversas, deste modo ndo foram

separados por morfologia, e sim agrupados por data de repique.

Figura 10. Calos frescos coletados em frascos para congelamento, secagem e
posterior extracao.

Tabela 3. Rendimentos de massa seca de calos de D. duckeana e Teor de agua em
porcentagem de agua, nos 5°, 7°, 11°, 12° e 15° repiques.

Repique Massa fresca (g) Massa seca (g) Teor de agua (%)
5 95,40 10,40 89,09
7 189,13 21,40 88,68
11 209,00 22,91 89,04
12 296,61 25,79 91,30
15 299,81 31,55 89,48

Total 805,42 80,50 90,00

Na tabela 3 é possivel observar os rendimentos de massa seca e
porcentagem de agua ao longo dos repiques, com estes valores é possivel
observar a constancia na quantidade de massa seca obtida com a

porcentagem de massa seca varia entre 9 e 11% de células.
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Quando avaliado o crescimento celular em calos, a massa seca se
apresenta como a medida mais precisa, pois, segundo Figueiredo e
colaboradores (2000) pode ocorrer acumulo de agua nos vacuolos apés o calo
ter atingido o seu crescimento maximo, sendo assim, a massa total dos calos
pode aumentar devido a absorcdo de agua do meio, e/ou esteja sendo
metabolizado os estoques de carbono da célula, quando o meio estiver se
exaurindo, o que diminui o percentual de massa seca em rela¢cdo massa fresca.

Pelos dados obtidos é possivel observar que o tempo de 30 dias para o
repigue € um tempo bom quando se visa a constancia na obtencdo de
biomassa para extracbes de metabdlitos secundarios, nao é possivel afirmar
que este € o tempo ideal, pois ndo foram realizados testes com outros tempos
de coleta.

O estabelecimento das suspensdes celulares ndo foi possivel, apos 3
semanas todas as culturas se encontravam escurecidas, aparentemente
oxidadas e mortas, as tentativas de se obter suspensdes foram repetidas por
duas vezes, e o resultado foi 0 mesmo em ambas. Acredita-se que as culturas
nao estavam friaveis o suficiente, além disso, outros meios de cultura nao

foram testados.
4.2. FiIToQuimicA DE CALOS DE D. duckeana

4.2.1 ANALISE EM CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA COMPARATIVA DOS
EXTRATOS DAS FRAGOES A PARTIR DA COLUNA 0 (DDCO)

As andlises cromatograficas em camada delgada comparativa das
fracbes foram realizadas com o intuito de verificaras possiveis classes
guimicas presentes na amostra, assim como o grau de pureza.

Ao analisar as 66 fracdes obtidas foi possivel observar que as fragdes 0,
8 e 35 quando reveladas com luz U.V. no comprimento de onda de 254 nm e
365 nm, apresentavam manchas fluorescentes, sugerindo a presenca de
substancias contendo ligagdes quimicas com duplas conjugadas. Quando
vaporizado por iodo foi possivel observar manchas amarelas em todas as
fracOes, sugerindo a presenca substancias com ligagdo quimica insaturada

(dupla ligagéao).
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Foi possivel observar que as trés fracbes quando reveladas com sulfato
cérico apresentaram uma coloracdo lilas indicando a possivel presenca de
terpenos, ressaltando que a fracdo 08 (DDCOF08) apresentou coloracao
avermelhada quando em contato com sulfato cérico, antes desta ser aquecida.

Com cloreto férrico se observou uma coloracdo castanho escuro
indicando a possivel presenca de flavonoides, ou outras substancias
aromaticas. Devido ao fato destas trés fracbes apresentarem caracteristicas
interessantes assim como um aparente grau de pureza quando comparadas as
outras fracoes, estas foram selecionadas paraandlise por EM e RMN de H.

As andlises por EM das fracgbes DDCOFO e DDCOF35 sugeriram
férmulas moleculares de triterpenos, e a fragdo DDCOF08 de flavonoide. No
entanto tanto a fracdo DDCOFO quanto a DDCOF08 quando analisadas por
RMN uni e bidimensionais apresentaram um nivel de mistura que ndo permitiu
identificacdo das substancias presentes. A partir da fragdo DDCOF35 foi
possivel identificar a substancia | (fig. 11).

Figura 11. Cromatografia em camada delgada comparativa das fragbes DDCOF35 da
coluna realizada a partir do extrato hexano/acetato dos calos de D. duckeana.

A\l C D E

Legenda: Reveladores A: luz ultravioleta 254 nm; B: luz UV 365 nm; C: iodo; D: sulfato cérico;
E: cloreto férrico. Sistema de eluicdo: Hexano/DCM 2:8.

4.2.2 ANALISE EM CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA COMPARATIVA DOS
EXTRATOS DAS FRACOES DA COLUNA 2 (DDC2)

As fragbes DDCOF25 a DDCOF30 foram reunidas e novamente
fracionadas. Desta, as fragbes DDC2F11 a DDC2F16 quando reveladas com
luz UV no comprimento de onda de 254 nm (A), revelaram manchas azul

escuro com bordas azul claro, indicando a presenca de grupos com ligacdes
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duplas e/ou atomos com elétron livres. No comprimento de onda de 365 nm foi
possivel verificar fluorescéncia de cor azul muito intensa. As fragfes revelaram
em cinza quando em sulfato cérico, e negra para cloreto férrico, que segundo a
literatura sugere a presenca de anéis aromaticos.

Devido a semelhanca apresentada pelas fracbes DDC2F11-DDC2F12 e
DDC2F16-DDC2F17 (fig. 12 e 13), as mesmas foram reunidas e enviadas para
anélise de EM, de 'H e de *C RMN, onde foi possivel identificar a substancia
Il.

Figura 12. Cromatografia em camada delgada comparativa das fracbes 9 a 13 da
coluna realizada a partir das fragdes 25 a 30

|
R [

Legenda: Reveladores A: luz uItravioIe?a—_2'54 nm; B: luz UV 365 nrﬁ; C: iodo; D: sulfato cérico;
E: cloreto férrico. Sistema de elui¢cdo: Hexano/DCM 4:6.

Figura 13. Cromatografia em camada delgada comparativa das fragbes 13 a 17 da
coluna realizada a partir das fra¢des 25 a 30.

e ’lD iE

An ~ “.l'o 13'.‘

FRCRUMURE . 4 15 16 17 13 14 15 16 17 Fqg 44 15 16 17

13 14 15 16 17

Legenda: Reveladores A: luz ultravioleta 254 nm; B: luz UV 365 nm; C: iodo; D: sulfato cérico;
E: cloreto férrico. Sistema de elui¢cdo: Hexano/DCM 3:7.

4.2.3. ANALISE EM CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA COMPARATIVA DOS
EXTRATOS DAS FRACOES DA COLUNA 3 (DDC3)

As fracbes DDC3F09, DDC3F10-11, DDC3F13-14, DDC3F17,
DDC3F18-19 foram selecionadas por apresentar absor¢cdo da luz quando
revelado em UV 254 nm, o que sugere a existéncia de substancias com duplas
conjugadas e sistemas aromaticos, além de revelarem para sulfato cérico o que
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sugere a presenca de terpenos, sendo assim foram enviadas para analise de
EM. No entanto observou-se que as mesmas estavam em mistura, ndo sendo
possivel a identificacdo ou elucidagdo estrutural. Motivo pelo qual ndo foram

analisadas por RMN.

4.3. IDENTIFICACAO DE TRITERPENOS DE CALOS DE D. duckeana

Ao analisar o espectro de RMN de 'H do extrato hexano/AcOEt de calos
de D. duckeana, foi possivel observar sinais na regido de entre 640,76 e 1,6
referente as metilas (A), outro sinal interessante foi a presenca de hidrogénios
com deslocamento em &y 9 0 que sugeriu a presenca de aldeido (B) (fig. 15).

Devido ao fato do espectro do extrato mostrar sinais interessantes,
indicando a possivel presenca de terpenos, o mesmo foi submetido a
fracionamento sucessivo como mostrado no item 3.3.1 sendo possivel isolar e

identificar duas substancias.
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Figura 14. Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) do extrato hexano/acetato 1:1 de calos de D. duckeana.
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Figura 15. Expansdo da regido entre &y O a 5 do espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCIl; suplementado com TMS) do extrato
hexano/acetato 1:1 de calos de D. duckeana.
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Figura 16. Expansdo da regido entre &4y 5 a 10) de espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCIl; suplementado com TMS) do extrato
hexano/acetato 1:1 de calos de D. duckeana.
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4.3.1. 3B-HIDROXI-20(29)-LUPEN-28-AL (BETULINALDEIDO) (1)

A substancia | (fracdo DDCOF35) foi obtida a partir da coluna realizada
com o extrato hexano/acetato, na forma de cristais, solivel com diclorometano.
Quando analisado em EM apresentou o pico ion quasi-molecular em [M+H]" de
441,3705 m/z, consistente com a férmula do triterpeno CzoHss0-.

Quando analisados os espectros de RMN *H e *3C observaram-se os
sinais entre &y 0,75 e 1,14 (fig. 18 e 19), referente as metilas de triterpenos,
além disso, foi observado sinais tipicos de moléculas de lupeol, dois singletos
com deslocamento em &y 4,61 e 4,74 referentes aos dois hidrogénios da
ligacdo dupla terminal (H-29) o qual foi confirmado pelo espectro de HSQC
onde é possivel observar que o carbono metilénico (C-29) com deslocamento
em d. 110,18 se acopla com os hidrogénios referentes a ligacao dupla (fig. 25).

No espectro de *3C, além do sinal em &, 110,18 (C-29), foi observado
também um carbono quaternario com deslocamento em &. 149,7 ppm
correspondente ao C-20, ambos caracteristicos do grupo olefinico (fig. 21).

Outro sinal caracteristico observado foi no espectro de RMN de *H (fig.
20), um singleto em &y 9,68 se correlacionando com o sinal de carbono
quaternario com deslocamento em &¢ 206,77 (fig. 23) que indica a presenca de
um aldeido ligado ao C-28 na molécula, confirmado pelo mapa de contorno
HSQC. Todos esses dados permitiram a identificacdo da molécula como sendo
0 3B-hidroxi-20(29)-lupen-28-al (fig. 17).

Mahato e Kundu (1994) relatam o grande numero de moléculas
derivadas do lupeol ocorrendo de forma natural em diversas espécies vegetais,
entre elas o 3B-hidroxi-20(29)-lupen-28-al, também chamado de betulinaldeido.
Esta substancia teve seus dados de RMN *3C relatados por Monaco e Previtera

(1984) quando realizavam o estudo fitoquimico de folhas de Quercus suber.
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Figura 17. Estrutura do betulinaldeido obtido dos calos de D. duckeana

3B-hidroxi-20(29)-lupen-28-al (betulinaldeido) (1)

Quando analisados os mapas de contornos bidimensionais COSY,
HMBC e HSQC desta substancia foi possivel observar que € necessaria a
correcdo da atribuicdo dos dados de RMN de **C da substancia 3p-hidroxi-
20(29)-lupen-28-al (betulinaldeido) entre os carbonos 15 e 22, e 25 e 26
(quadro 8), os autores Monaco e Previtera (1984) ja relatavam a possibilidade
de estes carbonos estarem em posi¢des trocadas, estando marcados com a
letra a e b no quadro 8. Essa afirmacéo é feita com base nas observacdes dos
mapas de contorno (fig. 26 e 27).

Conforme pesquisa bibliogréfica, a maioria dos estudos com extratos
vegetais em que foi relatada a presenca do betulinaldeido este aparece com
seus analogos, lupeol, betulina e acido betulinico (RIOS et al., 2001; ZIEGLER
et al., 2004; DORR et al., 2011; WANG et al., 2011).

Rios e colaboradores (2001) relatam a presenca de betulinaldeido,
lupeol, esqualeno, betulonaldeido, B-sitosterol em extratos nao citotdéxicos de
Phoradendron reichenbachia, quando testados em linhagens de células de
tumorais.

Assim como em estudo com &cido betulinico, betulina, betulinaldeido e
lupeol ndo apresentaram acéo fungicida frente a Colletotrichum fragariae, C.
gloeosporioides, C. acutatum, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum,

Phomopsis obscurans e P. viticola em ensaios de microdiluicdo, no entanto os
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autores citam a possibilidade desses resultados serem negativos devido a

natureza lipofilica das substancias, e o ensaio ser realizado em meio aquoso.

Quadro 8. Dados de RMN de *C do 3B-hidroxi-20(29)-lupen-28-al (betulinaldeido)
isolado do extrato DACOF35 dos calos de Deguelia duckeana, em CDCl; (75 MHz) e
comparacdo com dados da literatura (MAHATO & KUNDU, 1994; MONACO &
PREVITERA, 1984).

3B-hidroxi-20(29)-lupen-28-al
Posicéo | Literatura Observado Multiplicidade

1 38,7 38,85 CH,
2 27,3 27,38 CH,
3 78,9 78,99 CH
4 38,8 38,72 C

5 55,5 55,29 CH
6 18,2 18,26 CH,
7 34,3 34,31 CH,
8 40,8 40,81 C

9 50,4 50,46 CH
10 37,1 37,16 C

11 20,7 20,74 CH,
12 25,5 25,52 CH,
13 38,7 38,69 CH
14 425 42,55 C

15 29,22 33,23 CH,
16 28,82 28,80 CH,
17 59,3 59,35 C

18 48,0b 48,04 CH
19 47,5b 47,53 CH
20 149,7 149,7 C

21 29,8 29,24 CH,
22 33,2 29,85 CH,
23 27,9 27,98 CHs
24 15,4 15,36 CH;
25 15,9° 16,15 CH,
26 16,1° 15,89 CHs
27 14,2 14,27 CH;
28 205,6 206,77 C

29 110,1 110,18 CH,
30 19,0 19,00 CHs

Em estudo com a&acido betulinico e seus analogos Ziegler e
colaboradores (2004) comprovaram a agao antiplasmodica do betulinaldeido e
lupeol, onde agem evitando o crescimento do Plasmodium falciparum em
testes in vitro, estas substancias modificam a membrana dos eritrocitos

evitando a invasao e multiplicacao de P. falciparum.
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Figura 18. Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl; suplementado com TMS) da substancia 3p-hidroxi-20(29)-lupen-28-al (betulinaldeido).
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Figura 19. Expansdo da regido entre 40 a 5 ppm do espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCl; suplementado com TMS) da substancia 3p-

hidroxi-20(29)-lupen-28-al (betulinaldeido).
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Figura 20. Expansdo da regifo entre 84 5 a 10 do espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCI; suplementado com TMS) da substancia 3p-
hidroxi-20(29)-lupen-28-al (betulinaldeido).
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Figura 21. Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCl; suplementado com TMS) da substancia 3p-hidroxi-20(29)-lupen-28-al (betulinaldeido).
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Figura 22. Expansdo da regi&o entre &c 14 a 79 do espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCl; suplementado com TMS) da substancia 3p-

hidroxi-20(29)-lupen-28-al (betulinaldeido).
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Figura 23. Expans&o da regido entre 8¢ 109 a 207 do espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCl; suplementado com TMS) da substancia 38-
hidroxi-20(29)-lupen-28-al (betulinaldeido).
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Figura 24. Mapa de

(betulinaldeido).
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contorno HSQC da substancia 3B-hidroxi-20(29)-lupen-28-al

Figura 25. Expansao do mapa de contorno HSQC da substancia 3B-hidroxi-20(29)-
lupen-28-al (betulinaldeido). A: Carbono 29 com deslocamento de &, 110,18 ppm
acoplado com hidrogénios &y 4,61 e 4,74 ppm. B:C-28, dc 206,77 acoplado com &4
9,68 ppm, tipico de aldeido.
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Figura 26. A: Mapa de contorno COSY da substancia 3B-hidroxi-20(29)-lupen-28-al
(betulinaldeido). B: Expanséo dos acoplamentos entre dy 1,70 com 4,75; 641,35 com

1,78 ppm; &4 1,44 com 2,08; &4 1,60 com 3,19

A
]
8 # _
] T
o . o
T T T T T [ T T T T T T [ T T T ]
q & 2 F2[ppm]
6 _E
_ 3
T
@170, 445 qfes, 178 [
ﬂ EJ.44; 2503 B
A I
L
ﬁ E".Eﬂ, 3.19 L
JI — =
T T T | T T T T T T T 1T T T I T T
8 & 4 2 FZ [ppm]

57



Figura 27. Expansdo do mapa de contorno HMBC da substancia 3[3-hidroxi-20(29)-
lupen-28-al (betulinaldeido). A: C-17 com deslocamento de &, 59,35 ppm acoplado
com hidrogénios 849,68 ppm.; C-19, 8c 47,53 ppm com dy 1,72 ppm; C-3, 8¢ 79,9 ppm
04 0,96 ppm. B: C-22 & 29,85 acoplando com 62,87 ppm e 641,44 ppm
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Quando os triterpenos betulinaldeido, nitrila betulinica e acido morolico
foram utilizados como precursores na sintese de drogas, todas elas
apresentaram atividade anti-HIV, inibindo a fase tardia da replicacdo do virus, e
provavelmente a maturacdo do mesmo, sendo uma promissora fonte
alternativa para anti-retrovirais (DORR et al., 2011).

A partir dos mapas de contorno COSY e HMBC foi possivel confirmar a
estrutura da substancia isolada, bem como inferir o nimero dos carbonos
demonstrados no quadro 8, os acoplamentos entre hidrogénios visiveis nas
expansdes demonstradas na figura 26 e acoplamentos entre carbonos e
hidrogénios observadas nas figuras 27 permitiram determinar as correlacoes,

como apresentado na figura 28.

Figura 28. Correlagbes encontradas nos mapas de contorno HMBC e COSY na
molécula de 3B-hidroxi-20(29)-lupen-28-al (betulinaldeido).

4.3.2. LUPEOL

As fracbes 11-12 e 16-17 reunidas, da coluna 02 (DDC2F11-12;
DDC2F16-17) foram analisadas por RMN de’H (fig. 30 e 31) e *3C(fig. 34) e foi
observado que apresentavam sinais tipicos do triterpeno lupeol, com
hidrogénios de ligacdo dupla terminal com deslocamento em &y 4,57 e 4,69

que em HSQC acopla com o carbono em &c¢ 109,32, além da presenca dos
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sinais entre &y 0,7 e 1,25, tipicos de metilas de triterpenos, pelos mapas de
contorno e comparado com os dados encontrados na literatura (MAHATO &
KUNDU, 1994) foi possivel determinar a estrutura como sendo o lupeol (fig. 29).
No espectro de RMN de 'H é possivel notar também que ha
contaminacgao por acetona, que é evidenciado por um singleto em &y 2,17 (fig.
30), provavelmente residuo da lavagem do tubo de RMN antes de se depositar
a amostra no mesmo, essa contamina¢ao foi comprovada quando analisados
os mapas de contorno HMBC e COSY, onde o hidrogénio ndo se correlaciona

com os hidrogénios e carbonos da molécula.

Figura 29. Estrutura do lupeol isolado a partir de calos de D. duckeana.
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Quadro 9 - Dados de RMN de **C do lupeol isolado do extrato DAC2F11-12 e
DdC2F16-17 dos calos de Deguelia duckeana, em CDCl; (75 MHz) e comparacdo com
dados da literatura (MAHATO & KUNDU, 1994).

Posicdo Literatura Observado Multiplicidade

38,7
27,4
78,9
38,8
55,3
18,3
34,2
40,8
50,4
37,1
20,9
25,1
38,0
42,8
27,4
35,5
43,0
48,0
47,9
150,9
29,8
40,0
28,0
15,4
16,1
15,9
14,5
18,0
109,3
193

Lupeol

38,69
27,40
78,99
38,85
55,28
18,31
34,26
40,82
50,42
37,15
20,92
25,12
38,03
42,82
27,43
35,57
42,99
48,28
47,98
150,99
29,83
39,99
27,98
15,37
16,12
15,97
14,54
17,99
109,32
19,30

CH;
CH;
CH
C
CH
CH;
CH;
C
CH
C
CH;
CH,
CH
C
CH;
CH,
C
CH
CH
C
CH;
CH;
CH;
CHs;
CHs;
CH;
CHs;
CHs;
CH,
CH;
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Figura 30. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCI,) da substancia lupeol do extrato DDC2F11-12
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Figura 31. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCI,) da substancia lupeol do extrato DDC2F16-17
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Figura 32. Expansdo da regido entre 840 e 3,5 do espectro de RMN *H (300 MHz, CDCI; suplementado com TMS) da substancia lupeol do
extrato DDC2F11-12.
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Figura 33. Expansdo da regido entre 44,4 e 7,4 do espectro de RMN *H (300 MHz, CDCl; suplementado com TMS) da substancia lupeol do
extrato DDC2F11 — 12.
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Figura 34. Espectro de RMN **C (75 MHz, CDCl;) da substancia lupeol do extrato DDC2F11-12.
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Figura 35. Expansdo da regido entre Oc 12 € 58 do espectro de RMN B¢ (75 MHz, CDCI; suplementado com TMS) da substéncia lupeol do extrato

DDC2F11-12.
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O lupeol esta muito presente na alimentacdo humana, em vegetais de
consumo cotidiano como soja (Glycine max), repolho (Brassica oleracea),
cenoura (Daucus carota), pimenta (Capsicum annuum), pepino (Cucumis
sativus), tomate (Lycopersicon esculentum), azeitona (Olea europa), figo
(Ficus carica), manga (Mangifera indica), morango (Fragaria sp.), uva (Vitis
vinifera), aveld (Corylus avellana), € um triterpenos encontrado em Oleos
vegetais, cereais e frutas, tem se destacado por seu potencial biologico,
principalmente por sua agéo anti-cancer, e por isso chamando a atencao da
industria farmacéutica nos ultimos anos (GUEVARA et al. 1996; SALEEM et al.,
2001; SALEEM et al., 2004; SALEEM et al., 2005; PRASAD et al., 2008;
LASZCZYK, 2009; SIDDIQUE & SALEEM, 2011; MANNOWETZ, 2017).
Estudos revelaram o potencial desta substancia sobre o cancer de pele
(SALEEM et al., 2001; SALEEM et al., 2004), cancer de préstata (SALEEM et
al., 2005), cancer de lingua, cabeca e pescoco (LEE et al., 2007).

Além de estar presente nas plantas conhecidamente medicinais como
Aloe vera, Calendula officinalis, Panax ginseng, Camellia sinensis, Allanblackia
monticola, Himatanthus sucuuba, Celastrus paniculatus, Zanthoxylum
riedelianum, Leptadenia hastata, Crataeva nurvala, Bombax ceiba e
Sebastiania adendfora (SALEEM et al., 2004; SALEEM 2010; SIDDIQUE &
SALEEM 2011).

Segundo dados do PubChem, o lupeol é relatado na bibliografia
cientifica desde a década de 1950, nesta época era considerado o triterpenos
pentaciclicos mais abundante, e teve a sua biossintese completa publicada em
1971 por Gilber Stork e colaboradores (STORK et al., 1971).

Além disso, estudos recentes relatam a efetividade do lupeol como
anticoncepcional masculino (MANNOWETZ et al., 2017), isso porque ele age
sobre o canal de célcio do esperma (CatSper), que € responsavel pela
fertilidade masculina, pois quando ativado se torna responsavel pela
mobilidade dos espermatozoides. Quando administrado via oral em ratos,
reduziu significativamente a mobilidade dos espermatozoides, acredita-se
entdo que os triterpenos lupeol e pristimerina agem como contraceptivos por

evitarem essa hipermobilidade.
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Os dois triterpenos isolados a partir dos calos de D. duckeana, sao de
grande interesse para a industria farmacéutica, uma vez que ja apresentam
resultados frente a uma série de doencas, sendo a primeira vez que é relatada
a presenca de betulinaldeido em cultura de calos de plantas.

O lupeol, a betulina e o &cido betulinico j& foram relatados em culturas in
vitro de Jatropha curcas, sendo que estudos recentes apontam que quando na
presenca &cido jasmoénico como elicitor, as concentracfes destes triterpenos
aumentam consideravelmente, onde, houve um incremento de 7 vezes 0 peso
seco de betulina, cerca 3 vezes e meia de acido betulinico e, para o lupeol
aumento apresentado foi moderado, pouco menos de 2 vezes (ZARAGOZA-
MARTINEZ et al., 2016). Estudos como esse mostram a viabilidade na

producao de triterpenos em culturas vegetais in vitro.

4.4 ATIVIDADES BIOLOGICAS E QUIMICAS DO EXTRATO HEX/ACOET

4.4.1 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
Conforme os resultados apresentados na tabela 4 e comparados com o0s
valores da escala, observa-se que a substancia testada € inativa para atividade

antioxidante pelos dois métodos realizados.

Tabela 4. Resultados da avaliagdo da capacidade antioxidante da substancia
testadaobtidos pelas metodologias de DPPH e Fe3+/Fenantrolina

Método usando DPPH-= Método usando Fe®*
Valores médios + Desvios padrbes Valores médios + Desvios padrbes
. Equiv.
Equiv.
|AABSs1-| [AA]eq (mg de extrato / mg |AABSs0s| [AA]eq (mrﬁgdgeeggztg /
de acido ascorbico) o
ascorbico)

0,016 +0.011 0,130+0,094 56,684 +41,531 -0,059+0,009 0,059+0,014 9,33+25414

4.4.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Dos dezesseis micro-organismos testados com extratos hex/AcOEt 1:1
de calos de D. duckeana, oito apresentaram inibicdo do seu crescimento
gquando comparado ao controle positivo. Sendo que para Aeromonas
hydrophila, Candida albican, Salmonella enteritidis, o extrato foi ativo até nas

menores concentracdes (30 pg/mL), enquanto para Acinetobacter baumanii e
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Entococcus faecalis, somente a concentracdo de 1000 pg/mL n&o inibiu o
crescimento dos organismos. Para Edwardsiella tarda, concentracfes acima de
60 pg/mL se mostraram ativas, Morganella morganii a concentragdo minima
inibitéria foi de 125 pg/mL e para Enterobacter cloacae 500upg/mL. As
porcentagens de inibicdo do crescimento dos micro-organismos variaram
(tabela 10), onde valores negativos indicam que n&o houve inibicdo. No entanto
quando essa atividade é observada no extrato bruto, € de grande interesse que
se purifique e busquem as substancias responsaveis pela acdo sobre 0s micro-

organismos.

Tabela 4. Porcentagem de inibicdo de crescimento de micro-organismos testados em
seis concentracdes do extrato Hex:AcOEt 1:1 de calos de D. duckeana.

Conc. AB AB CP CA AH CF ET EnCl
extrato
(Mg/mL) (% deinib.) (% deinib.) (% deinib.) (% deinib.) (% deinib.) (% deinib.) (% deinib.) (% de inib.)
1000 -68,0* -40,0 83,0 100,0 -15,9 14,0 -11,7 -6,0
500 41,0 -21,0 49,0 42,1 0,8 18,0 18,0 36,0
250 48,0 -10,0 33,0 26,7 -4,9 18,8 -26,8 33,0
125 48,0 -10,0 43,0 40,0 2,0 18,0 -23,0 46,0
60 41,0 -10,0 16,0 31,2 13,0 17,0 -26,0 42,4
30 39,0 -8,0 0,5 26,3 15 2,2 -56,8 47,5
Conc. ET KP MM PA PF SM SE StAu
extrato
(Mg/mL) (% deinib.) (% deinib.) (% deinib.) (% deinib.) (% deinib.) (% deinib.) (% de inib.) (% de inib.)
1000 51,8 -35,6 33,7 -10,9 -63,0 -11,3 9,6 -0,6
500 1,7 -1,1 18,8 -62,0 -53,3 -36,8 21,1 -30,9
250 -12,0 -12,5 6,1 -52.,8 -25,2 -20,5 10,4 -35,6
125 -44,2 -20,4 13,5 -35,4 -20,0 -19,4 7,5 -21,8
60 -44,3 -32,3 -3,3 -18,4 -11,8 -22,0 55 -8,8
30 -39,0 -35,5 -9,4 -9,5 -7,1 -8,0 10,2 -16,2

Legenda: AB (Acinetobacter baumannii) AH (Aeromonas hydrophila) CA (Candida albicans), CP (Candida
parapsilosis), CF (Citrobacter freundii), ET (Edwardsiella tarda), EnCl (Enterobacter cloacae), EnF
(Enterococcus faecalis), KP (Klebsiella pneumoniae), MM (Morganella morganii), PA (Pseudomonas
aeruginosa), PF (Pseudomonas fluorescens), SE (Salmonella entérica), SM (Serratia marcescens), StAu
(Staphylococcus aureus).; * Valores negativos indicam crescimento das culturas.

Em estudo com sementes de Caesalpinia bonducella, o lupeol
apresentou maior potencial de inibicdo do crescimento de micro-organismos,
quando comparado a outros triterpenos, no entando o valor de inibicdo de
crescimento das substancias ndo se assemelhavam ao extrato bruto da planta

(SAEEDetal., 2001). Estudos com &cido betulinico e &cido ursolico, dois
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triterpenos pentaciclicos, mostraram atividade antimicrobiana sobre Bacillus
subtilis e Escherichia coli (CHANDRAMU et al., 2003).

Para avaliar os efeitos moleculares de triterpenos pentaciclicos sobre
Staphylococcus aureus resistente a metaciclina utilizaram-se ferramentas
moleculares para avaliar a acdo especifica das substancias testadas, sendo
que o betulinaldeido inibiu os genes relacionados a sintese de proteinas
essenciais em S. aureus, e outros mecanismos moleculares essenciais para a
sobrevivéncia do patéogeno (CHUNG et al.,, 2013; CHUNG et al., 2014). No
entanto os autores ainda relatam a alta concentracdo desta substancia para a
acao antimicrobiana (CIM: 512 ug/mL) (CHUNG et al., 2011). Os autores ainda
sugerem que o betulinaldeido ndo tenha boa permeabilidade na membrana
plasmatica destes organismos.

O extrato bruto dos calos de D. duckeana possui uma mistura de
metabdlitos secundarios e n&o inibiu o crescimento de S. aureus. No entanto,
as substancias devem ser avaliadas de forma isolada, pois o extrato bruto
contém outras substancias, o que podem interferir nos resultados.

O potencial biolégico das substancias isoladas, aliada a sua baixa
toxicidade, observado em revisdo bibliografica, aliado aos resultados obtidos

estimula novos estudos com a cultura de calos in vitro desta espécie.
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5. CONCLUSAO

Tomados em conjunto os resultados obtidos no presente estudo permitiram

obter as seguintes conclusbes sobre o sistema de producéo de calos in vitro

para a obtencé&o de triterpenos.

Foi possivel estabelecer um protocolo eficiente para obtencdo de
culturas assépticas de calos de D. duckeana com as combinacfes de
agentes desinfestantes etanol 70% por 3 minutos, seguido de imerséao
em NaClO 2,5% por 10 minutos, com imersdo prévia em solucéo
fungicida Mancozeb 1% por 17 horas. Para a calogénese foi necessario
a combinacdo de duas citocininas e uma auxina (3 mg.L-1 BAP + 2
mg.L-1 ANA + 2 Kin) resultando em 75% de inducédo de calos;

O extrato hexano/AcOEt 1:1 de calos ndo apresentou potencial
antioxidante para a técnica de reducdo do radical livre DPPH e para o
teste frente ao complexo Fe®*Fenantrolina;

O extrato hexano/AcOEt 1:1 este apresentou potencial antimicrobiano
frente 8 micro-organismos testados: Aeromonas hydrophila, Candida
albican, Salmonella enteritidis, Acinetobacter baumanii, Entococcus
faecalis, Edwardsiella tarda, Morganella morganii e Enterobacter
cloacae.

A comparacéo por CCDC e RMN de *H dos extratos hexano/acetato de
etila 1:1 de calos de diversos repiques permitiu observar que ndo ha
diferenca no perfil fitoquimico dos calos ao longo dos repiques;

O fracionamento do extrato hexano/acetato de etila 1:1 permitiu isolar
dois triterpenos: o 3B-hidroxi-20(29)-lupen-28-al (betulinaldeido) e o

lupeol.
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7. ANEXOS

7.1 Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCI; suplementado com TMS) da fragdo DDCOFO.

[124] +°1

&l

A

[Ppm]

83



7.2 Expanséo do espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCI; suplementado com TMS) da fracdo DDCOFO.

e o —_
98P0 —

99L9°0 —

00LLE —

£06P'E —

§599°c —

[Ppm]

84



7.3 Expanséo do espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCI; suplementado com TMS) da fracdo DDCOFO.
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7.4 Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCI; suplementado com TMS) da fragdo DDCOFO.
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7.5 Espectro de RMN de'H (300 MHz, CDCl; suplementado com TMS) da fracdo DDCOFS.
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7.6 Expans&o do espectro de RMN de'H (300 MHz, CDCl; suplementado com TMS) da fracdo DDCOFS.
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7.7 Expans&o do espectro de RMN de'H (300 MHz, CDCl; suplementado com TMS) da fracdo DDCOFS.
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