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RESUMO

A malaria humana, uma das mais debilitantes doencas parasitarias do mundo, continua
endémica nas regides tropicais apesar dos intensos programas de controle na tentativa de
combate-la. A atual resisténcia “multi-droga” do Plasmodium falciparum, responséavel pela
forma mais severa da doenca, aos antimalaricos mais eficazes ja utilizados contra o parasita,
torna necessario mais e melhores farmacos contra a doenca. Picrolemma sprucei Hook. f.
(sinonimia P. pseudocoffea Ducke) é um arbusto nativo e importante planta medicinal da
Amazodnia. Bem conhecida por populacdes indigenas, tem sido usada h& bastante tempo na
medicina tradicional para tratar malaria. Seus principais componentes quimicos, a isobruceina
B e neosergeolida, da classe dos quassinoides, apresentam elevada atividade antiplasmaodica in
vitro e in vivo. Apesar disso, ndo se conhece sobre a sazonalidade da producdo desses
metabolitos na planta, tampouco em que fase de desenvolvimento a planta comeca a produzi-
los. Assim, este trabalho determinou e comparou a producdo dos quassindides isobruceina B e
neosergeolida em plantas de P. sprucei germinadas e cultivadas in vitro, em plantas jovens de
populagdes naturais e em plantas jovens mantidas em viveiro e elicitadas com jasmonato de
metila, salicilato de metila e acido salicilico por 24, 48 e 72 horas, utilizando Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia, Cromatografia em Camada Delgada e Densitometria. Os resultados
mostraram que as plantulas germinadas e cultivadas in vitro, apds 120 dias, ndo apresentaram
0s quassindides em niveis detectaveis. J& as plantas jovens de popula¢des naturais apresentaram
ambos em quantidades variadas (até 0,95% para isobruceina e 2,37% para neosergeolida) e
diferentes proporc¢des entre as diferentes partes da planta avaliados. O salicilato de metila se
mostrou ser o melhor elicitador testado, estimulando um acimulo de até 5,37% de isobruceina
B em raizes e de até 9,28% de neosergeolida em folhas.

Palavras-chaves: biotecnologia; cultura de tecidos; dosagens de quassinoides; estimulacdo de

metabolitos secundarios in vivo; isobruceina B; neosergeolida.
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ABSTRACT

The human malaria, one of the most debilitating diseases in the world, remains
endemic in tropical regions despite intensive control programs in an attempt to combat it. The
increasing spread of antimalarial drug resistance became necessary new drugs against the
disease. Picrolemma sprucei Hook. f. (synonym P. pseudocoffea Ducke) is a native shrub and
an important medicinal plant from the Amazon Region. The plant has been used in traditional
medicine to treat malaria. Its main chemical compounds, the quassinoids isobrucein B and
neosergeolide, have presented high in vitro and in vivo antiplasmodial activity. Nevertheless,
it’s not know about the production seasonality of these metabolites by the plant, nor the
development stage that the plant start to produce them. This study quantified and compared the
production of the quassinoids isobrucein B and neosergeolide in P. sprucei plants of in vitro
germination, in natural populations of young plants and in green house seedlings maintained in
elicitation with methyl jasmonate, methyl salicylate and salicylic acid for 24, 48 and 72 hours,
using High Performance Liquid Chromatography, Thin Layer Chromatography and
Densitometry. The results showed that in vitro seedlings, after 120 days, presented no detectable
quantities of quassinoids. The natural young plants population presented different amounts of
quassinoids (up to 0.95% for isobrucein B and 2.37% for neosergeolide) in different parts of
the plant. The methyl salicylate has shown to be the best tested elicitor, stimulating an
accumulation up to 5.37% of isobrucein B in roots and up to 9.28% of neosergeolide in leaves.
Keywords: biotechnology; tissue culture; quassinoids dosages; in vivo secondary metabolites

stimulation; isobrucein B; neosergolide.
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25

1 - INTRODUCAO

As plantas tém sido tradicionalmente usadas por populacGes de todos os continentes
no controle de diversas doencas e pragas. Na Amazonia, apesar do nimero consideravel de
espécies descritas, existem pouquissimos estudos cientificos dos perfis quimicos e das
propriedades medicinais das espécies bioldgicas utilizadas na medicina popular (SCHULTES,
1979; GILBERT et al., 1997). Uma visdo abrangente sobre o uso terapéutico das plantas,
considerando-se 0s aspectos econémicos e sociais, reforca essa pratica que se justifica,
principalmente, devido ao isolamento dessas regides dos grandes centros, resultando em uma
caréncia no atendimento médico e, ainda, aos altos precos dos medicamentos, muitas vezes
proibitivos para a grande maioria da populacao (DI STASI ET al., 1989). Dentro desse contexto,
observam-se relatos de utilizacdo, na medicina popular do norte e noroeste da América do Sul,
de espécies de diferentes familias botanicas contra a maléria (KRETTLI et al., 2001;
ANDRADE-NETO et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2003).

LimitacGes atuais do arsenal profilatico e terapéutico na malaria humana tornam a
busca de novos medicamentos necessaria, pois além da resisténcia do Plasmodium falciparum
a cloroguina e a outros derivados quinolinicos, os antimalaricos disponiveis sdo toxicos, de

elevado custo ou rapidamente induzem resisténcia do parasita (ANDRADE-NETO, 2004).

1.1. Malaria

A malaria humana, uma das mais debilitantes doencas parasitarias do mundo, continua
endémica nas Américas Central e do Sul, na Africa e Sudeste Asiatico, apesar dos intensos
programas de controle na tentativa de combaté-la (KRETTLI, 1990). Segundo a Organizacdo

Mundial de Salde, a maléria € a doenga de maior importancia econémica nos tropicos,
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ocasionando 2,3 milhGes de mortes anuais e um total anual estimado de 489 milhdes de casos
clinicos (STURCHLER, 1989 apud KRETTLI, 1990). Segundo dados do Ministério da Saude
— MS, no Brasil séo registrados de 500 a 600 mil casos agudos de malaria anualmente, sendo
99% destes na Amazonia Brasileira (KRETTLI et al., 2001; ANDRADE-NETO, et al., 2003;
OLIVEIRA et al., 2003; NOEDL et al., 2003).

Nos anos 1970 e 1980, a intensificacdo do desenvolvimento da Regido Amazonica
acelerou o processo migratério, atraindo habitantes de outras partes do pais para projetos de
colonizacdo e expansdo da fronteira agropecudria, construcdo de estradas e hidrelétricas,
extracdo de madeira e mineracdo. Segundo estudos da Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
a rapida e intensa deterioracdo socioeconémica de grande parte da populacdo migrante fez com
que os focos de maléria existentes na regido se expandissem rapidamente e a doenca assumisse
proporcOes alarmantes na ultima década do século passado (Figura 1.1) (CARVALHO et al.,

1997).
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Figura 1.1 — N° de casos de malaria no Brasil entre 1970 e 1995.
Fonte — CARVALHO et al., (1997).

30NYS 30 WNOIOYN OY¥AVANNS :3INOH



27
A doenca ocorre ainda em outros mamiferos (macacos e roedores), aves e anfibios,
infectados por diferentes espécies do parasita (CARVALHO et al., 1997). A malaria por P.
falciparum pode resultar em complicacdes graves decorrentes de acometimentos cerebral,
pulmonar e renal, além de anemia intensa, podendo levar a morte em poucos dias. O diagndstico
e tratamento precoces previnem essas complicacOes e a letalidade (KRETLLI, 1990).
Cloroquina e mefloquina (derivados da quinina, o antimalarial natural extraido das
cascas da quina) foram altamente eficazes contra diferentes espécies de parasitas, incluindo o
Plasmodium falciparum, responsavel pela forma mais severa da doenca. Entretanto, a
resisténcia “multi-droga” do P. falciparum é amplamente reconhecida, sendo, portanto,
necessarios mais e melhores farmacos contra a malaria. Na pesquisa com plantas medicinais,
a atividade encontrada no extrato é influenciada pelo sinergismo, isto é, pela contribuicédo
individual de cada componente encontrado na planta. Essa sinergia pode envolver a protecdo
de uma substéncia ativa contra a degradacéo provocada por enzimas, facilitar o transporte no
organismo, vencer o mecanismo de resisténcia “multi-droga” e outros fatores que resultem em
maior eficacia do conjunto de substancias quando comparado a substancia isolada (KRETTLI

et al., 2001. ROBERT et al., 2002. ANDRADE-NETO, et al., 2003. NOEDL et al., 2003).

1.1.1. Historico da Doenca

A malaria atinge o homem desde a Pré-Histéria. No século V a.C., Hipdcrates,
considerado o “pai da Medicina”, foi o primeiro a relacionar a doencga as estagdes do ano e aos
locais frequentados pelos doentes e também o pioneiro em descrever detalhadamente os
sintomas e as complicacfes causadas pela enfermidade. No século XVII, padres jesuitas
descobriram um po que era extraido de uma arvore nativa e usado por populagdes indigenas da

América do Sul para tratar alguns tipos de febre. Logo seu uso se espalhou pela Europa,
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ganhando o nome de po dos jesuitas. A arvore de que era extraido recebeu o nome, em 1735,
de cinchona. O principio ativo foi isolado em 1820 e denominado quinino (BRASIL, 2007).
Foi somente no inicio do século XIX que o termo maléria teve origem. Escritores
italianos defendiam a tese de que a doenga era causada por vapores nocivos exalados dos
pantanos tiberianos, designando-a “mal aria”, cujo sentido literal ¢ “mau ar” (NEVES, 2002).
Em 1880, o médico francés Charles Alphonse Laveran observou e descreveu parasitas
da malaria no interior de globulos vermelhos humanos. Quase duas décadas depois, em 1897,
0 médico britanico Ronald Ross elucidou o modo de transmissdo da doenga, ao encontrar
formas do parasita da malaria no interior de um mosquito que havia se alimentado do sangue
de um portador. O quadro completo do ciclo de desenvolvimento do parasita da malaria no
homem e na fémea do mosquito Anopheles foi obtido pelos pesquisadores italianos Amico
Bignami, Giuseppe Bastianelli e Batista Grassi, em estudos realizados entre 1898 e 1899

(BRASIL, 2007).

1.1.2. Ciclo de Vida do Parasita da Malaria

A malaria é uma doenca infecciosa transmitida pela fémea do mosquito Anopheles
(BRASIL, 2007). E causada por um protozoario do género Plasmodium, sendo que todas as
171 espécies sao parasitas. O ciclo de vida dos parasitas pode variar dependendo da espécie e
do tipo de hospedeiro, mas mantém um padrao basico em todos eles. No hospedeiro vertebrado
0 Plasmodium se reproduz por um processo denominado esquizogonia (UNIVERSIDADE DE
SAO PAULO, 2007). Organismos unicelulares, os plasmédios iniciam seu ciclo de vida no
hospedeiro vertebrado como esporozoitas, presentes na glandula salivar dos mosquitos (Figura
1.2). Essa forma é inoculada no homem através da picada do inseto, quando as fémeas buscam

alimento no sangue para alimentar seus ovos (CARVALHO et al., 1997). Ao lubrificar com
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sua saliva o local que sera picado, os esporozoitas encontrados nela sdo liberados e, ao picar,
eles sédo introduzidos no organismo do hospedeiro, caindo diretamente no sangue e, em minutos,

na corrente sanguinea (BRASIL, 2007).
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Figura 1.2 — Esquema do ciclo de vida do protozoario causador da maldria humana, no mosquito vetor e no
hospedeiro vertebrado.
Fonte — CARVALHO et al., (1997).

Ao entrar na corrente sanguinea, 0s esporozoitos apoderam-se e desenvolvem-se nas
celulas hepaticas (que, uma vez mortas, ndo se recuperam) (BRASIL, 2007). Nessa fase inicial
da doenca, depois dos esporozoitas alojarem-se no figado, eles diferenciam-se em formas
denominadas trofozoitas. Durante o periodo de incubacdo (em geral de 10 a 15 dias), 0s
trofozoitas multiplicam-se, por reproducdo assexuada, gerando formas denominadas
esquizontes, que dardo origem a milhares de parasitas-filhos (merozoitas) (CARVALHO et al.,
1997). Estes penetram nas hemécias e se armazenam em vacuolos digestivos, se multiplicam e
hidrolisam a hemoglobina tomando formas masculinas e femininas chamadas de gamet6citos e
produzindo hemozoina (BRASIL, 2007). No interior da hemécia (ciclo sanguineo), os parasitas
diferenciam-se e multiplicam-se, destruindo-a no processo. Dependendo da espécie do parasita,
essa destruicdo ocorre a cada dois ou trés dias (malaria tercd ou quartd, respectivamente),

provocando os acessos periodicos de febre, dores e anemias tipicos da moléstia. Apés alguns
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ciclos sanguineos e a geracdo de formas sexuadas, estes gametocitos irdo evoluir apenas no
mosquito vetor, para o qual podem retornar em outra picada. No estdmago do mosquito (ciclo
esporogonico), ha formacéo e fertilizacdo dos gametas e, o zigoto resultante, apds complexo
processo de diferenciacédo e reproducdo, levara a formacéo de milhares de formas infectantes
(esporozoitas), que migram para a glandula salivar do inseto (CARVALHO et al., 1997).

No caso do Plasmodium vivax, espécie predominante nas Americas, 0S esporozoitas
podem permanecer no figado em estagio de laténcia (denominado hipnozoita) que induz
recaidas meses ou, raramente, anos apés a primeira manifestacdo da doenca (CARVALHO et
al., 1997).

Quando um mosquito pousa na pele e suga o sangue de uma pessoa doente de malaria
sdo liberados, posteriormente, esporozoitos. Estes migram até as glandulas salivares do
mosquito e ali permanecem até que o mosquito sugue outro humano e transmita o ciclo

evolutivo da doenca aos outros (BRASIL, 2007).

1.1.3. Agente Etioldgico

Os parasitas causadores da malaria pertencem ao filo Apicomplexa, familia
Plasmodiidae e ao género Plasmodium. Atualmente sdo conhecidas cerca de 150 espécies
causadoras de malaria em diferentes hospedeiros vertebrados. Destas, apenas quatro parasitam
0 homem: Plasmodium falciparum, agente da tercd maligna; P. vivax, agente da terca benigna,
ambos prevalentes no Brasil; P. malariae, agente da febre quartd, comum no continente
africano, mas rara no nosso meio e com diagndstico dificultado por sua grande semelhanga com
o P. vivax no exame da gota espessa; e 0 P. ovale. Este Gltimo ocorre apenas em regides restritas

do Continente Africano e Sudeste Asiatico (KRETTLI, 1990; NEVES, 2002).
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1.2. Plantas Medicinais

As plantas vém sendo utilizadas como auxiliares no tratamento de doengas ha
milhares de anos, por praticamente todos os grupos étnicos (SIMOES et al., 1989). J4 0 uso
de plantas como medicamento vem desde a Antiguidade, onde o homem procurava na
natureza plantas que fossem capazes de aliviar seus sofrimentos fisicos e psiquicos e curar
suas doengas (PHILLIPSON, 2001). A origem do conhecimento do homem sobre as virtudes
das plantas confunde-se com sua propria histéria. Certamente, surgiu a medida que tentava
suprir suas necessidades basicas, mediante a casualidades, tentativas e observacdes, conjunto
de fatores que constituem o empirismo. O homem primitivo dependia fundamentalmente da
natureza para a sua sobrevivéncia e utilizou-se, principalmente, das plantas medicinais para
curar-se. No decorrer de sua evolugdo surgiram novas terapias (SILVA, 2002). Durante esse
processo, 0s povos primitivos fizeram a identificagdo das espécies que curavam, as partes
dos vegetais adequados ao uso medicinal, assim como a época mais indicada para a colheita
(LEVIS-STRAUSS, 1989). Apos a identificacdo, vieram as técnicas de extrair sucos, secar
folhas e raizes e triturar sementes, o que daria inicio a um corpo teérico do conhecimento
que constituiria a medicina do homem primitivo. Esse processo foi lento e longo, no qual a
intuicdo aliada a diferentes tipos de ensaios empiricos, vagarosamente, converteu a
experiéncia do saber em memoria coletiva, e esta foi repassada as geragdes seguintes

(MALOSSO, 2007).

Acredita-se que o registro mais antigo de todos ¢ o Pen Ts’ao, de 2800 a.C., escrito
pelo herborista chinés Shen Numg, que descreve o uso de centenas de plantas medicinais na

cura de vérias molestias (ALMEIDA, 2000).
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A nocdo basica do entendimento de substancias responsaveis pela atividade
farmacoldgica e a resposta terapéutica como potencial caracteristico de certa espécie vegetal, €
creditada a Paracelso (ROBBERS et al., 1997 e ALMEIDA, 2000). Este fisico suico, no inicio
do século XVI, comecou a praticar a extracdo de substancias a partir de drogas até entdo
consideradas como indispensaveis, as quais denominou de Quinta Essentia. A Quinta Essentia
é, provavelmente, a primeira nogao de principio bioativo (ALMEIDA, 2000).

As plantas medicinais sdo importantes fontes de produtos naturais biologicamente
ativos, muito dos quais se constituem em modelo para a sintese de um grande nimero de
farmacos (NODARI & GUERRA, 1999). De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude —
OMS, 65 a 80% da populacdo que vive em paises em desenvolvimento tém caréncia de acesso
a medicina moderna devido a pobreza e dependem, essencialmente, das plantas medicinais para
suprir suas necessidades primarias de satde (CALIXTO, 2000 apud MALOSSO, 2007).

Nos anos 1980, o desenvolvimento de pesquisas cientificas resultou na identificagdo
de 121 compostos de origem vegetal, provenientes de 95 espécies de plantas (SILVA, 2002).

Grande parte destes esta incluida na atual terapéutica dos paises ocidentais. No periodo
de 1983-1994, 6% dos medicamentos aprovados foram extraidos diretamente de espécies
vegetais. Outros 24% foram de produtos derivados e 9% foram desenvolvidos por meio de
modelagem molecular, onde as estruturas moleculares dos compostos serviram como
precursores de processos de sintese quimica. Atualmente, metade dos 25 medicamentos mais
vendidos no mundo tem sua origem em metabdlitos secundarios de origem vegetal (ALVES,
2001).

Nodary & Guerra (1999), no entanto, relatam que as informac6es existentes sobre a
magnitude do mercado de compostos de origem vegetal sdo pouco precisas. Por um lado,
afirma-se que o mercado mundial de drogas de origem vegetal é estimado em US$ 12,4 bilhdes,

sendo o consumo da Europa responsavel por, aproximadamente, 50% desse mercado. Ha
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informacdes de que os produtos naturais e as preparagdes fitoterapicas sdo responsaveis por
25% do receituario médico nos paises desenvolvidos e cerca de 80% nos paises em
desenvolvimento (CRAGG et al., 1997).

A definicdo de produto fitoterdpico, segundo a RDC 48 da ANVISA (BRASIL,
MINISTERIO DA SAUDE, 2004), pressupde que a transformacdo de uma planta em
medicamento implica na preservacdo da integridade quimica e farmacoldgica do vegetal,
garantindo a constancia de sua acéo bioldgica e a seguranca de emprego, além de valorizar o
seu potencial terapéutico. Dessa forma, no desenvolvimento de um novo produto fitoterapico,
fazem-se necessarios estudos relativos a aspectos agrondmicos, fitoquimicos, farmacologicos,
toxicoldgicos e de metodologias analiticas qualitativas e quantitativas, dentre outros. Essa
fundamentacéo cientifica o diferencia das plantas medicinais e das preparacfes utilizadas na

medicina popular (SONAGLIO et al., 2004).

1.3. Metabdlitos Secundarios

O metabolismo vegetal compreende conversdes bioquimicas inter-relacionadas, que
ocorrem em rotas especificas. O metabolismo primario, por definicdo, engloba moléculas com
importancia direta nas funcbes vitais do organismo, tais como aminoacidos e acucares
(VERPOORTE et al., 1998). De acordo com COLLIN (2001), as plantas sdo constituidas, em
sua maior parte, por moléculas derivadas do metabolismo priméario. Sdo polissacarideos,
acucares, proteinas e gorduras, que sdo os “blocos de constru¢do” para o crescimento da planta.

Os compostos organicos do metabolismo primario formam o ponto de partida do

chamado metabolismo secundério, através de vias especializadas. Presentes em concentracéo
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muito menor, incluem alcaldides, terpendides, compostos fenolicos, esteroides e flavonoides,
que possuem uma enorme diversidade em estrutura e tamanho e sdo encontrados em grande
nimero através do reino vegetal. Compostos ndo essenciais para a vida das celulas, mas,
frequentemente, essenciais para a sobrevivéncia, propagacdo e perpetuacdo das plantas, séo
chamadas de metabdlitos secundarios ou especiais, que apresentam distribuicdo mais restrita,
oferecendo informacdes valiosas no campo da ecologia quimica e da quimiossistematica
(COLLIN, 2001; SUDHA & RAVISHANKAR, 2002). Muitos desses metabolitos funcionam
como sinais quimicos, envolvidos nas funcdes de protecdo contra estresses bidtico e abidtico,
tais como a acéo de herbivoros, patdgenos, competidores, luz ultravioleta e condi¢fes de seca,
além de atuarem na atracdo de polinizadores e no estoque temporario de nutrientes (CRUZ et
al., 2000).

VariagOes temporais e espaciais no contetido total, bem como as proporc¢oes relativas
de metabdlitos secundarios em plantas ocorrem em diferentes niveis (sazonais e diarias;
intraplanta, inter- e intraespecifica) e, apesar da existéncia de um controle génico, a expressdo
pode sofrer modificagBes resultantes da interacdo de processos bioquimicos, ecolégicos e
evolutivos. De fato, os metabolitos secundarios representam uma interface quimica entre as
plantas e o ambiente circundante. Portanto, sua sintese é frequentemente afetada por condicdes
ambientais (GOBBO-NETO & LOPES, 2007).

Eles podem estar presentes em niveis constitutivamente altos, como na casca altamente
diferenciada e no cerne da madeira de plantas perenes, ou como substancias resultantes da
inducdo de uma sintese réapida de grande quantidade de fitoalexinas de baixo peso molecular,
seguintes a uma invasao por patdgenos ou ataque de insetos. Uma visdo mais ampla é a de que
os metabodlitos secundarios podem ser um “depdsito conveniente” para onde carbono e
nitrogénio em excesso podem ser desviados a partir de uma parte do metabolismo primario

inativo. Os metabolitos secundarios seriam, entdo, degradados, sendo carbono e nitrogénio
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armazenados e reciclados de volta para 0 metabolismo primario, quando houvesse a formacao
de uma demanda (COLLIN, 2001).

Ainda de acordo com Collin (2001), o balanco entre as atividades dos metabolismos
primario e secundario é dindmico. Ele sera afetado grandemente pelo crescimento,
diferenciacdo dos tecidos e desenvolvimento da planta. J& os fatores que determinam a
localizagdo e acumulo dos metabolitos secundarios na planta intacta sdo importantes uma vez
que estes mesmos controles afetam a inducéo de metabdlitos secundarios em culturas de células
e tecidos de plantas. Por exemplo, a eliciacdo de uma rota secundaria por um patogeno ira levar
a uma inducdo localizada de uma fitoalexina na planta e, assim, eliciadores sdo usados para
estimular a formacdo de metabolitos secundarios em cultura de tecidos.

Os metabolitos secundarios sdo de valor significante para nos, consumidores, uma vez
que eles sdo a base de aromas, fragrancias e corantes de alimentos e bebidas da nossa dieta.
Quando isolados e purificados das plantas, alguns metabolitos secundarios ddo origem a
substancias de alto valor agregado, como aditivos alimenticios, perfumes e produtos
farmacéuticos. Estes Ultimos sdo os mais valiosos, mas sua producao é, frequentemente, afetada
pela limitacdo quantitativa da fonte vegetal. Por outro lado, o f&rmaco pode estar presente em
uma baixa concentracao na planta (FUMAGALI et al., 2008).

Para 0 homem, a grande diversidade de metabdlitos secundéarios oferece uma fonte de
novas moléculas potencialmente (teis, particularmente aquelas que possuem valor terapéutico,
como € o caso da atropina, nicotina, quinina, morfina e cafeina (SANTQOS, 2004). Em plantas,
sdo trés as principais classes de metabolitos secundarios: alcaléides, terpendides e compostos
fendlicos.

Segundo Hughes & Shanks (2002), os alcaloides sdo uma classe estruturalmente
diversa de compostos nitrogenados que sdo encontrados em muitas plantas e, frequentemente,

exibem atividade fisiologica. Através da historia, plantas que produzem alcaldides e seus
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extratos tém sido exploradas por suas propriedades medicinais e téxicas. Exemplos de
alcaldides, de origem vegetal que, atualmente, sdo amplamente utilizados incluem analgésicos
(morfina e codeina), estimulantes (cafeina e nicotina) e quimioterapicos (vincristina,
vimblastina, derivados de camptotecina e paclitaxel).

Os terpenos ou terpenoides constituem a maior classe de produtos secundarios. As
diversas substancias desta classe sdo, geralmente, insolUveis em agua. Elas séo biossintetizadas
a partir da acetil-Coenzima A (acetil-CoA) ou intermediarios glicoliticos, via acido mevalonico
(SIMOES & SPITZER, 2004) e pela via da 1-deoxi-D-xilulose.

Os compostos fenolicos compdem o segundo grande grupo de substancias secundarias
vegetais (HESS, 1980). O termo fendlico é usado para definir substancias que possuem uma ou
mais hidroxilas substituintes (OH) ligadas a um anel aromatico e seu nome deriva do fenol.
Componentes que possuem substituintes com anéis fenoélicos sdo frequentemente classificados
como polifendis, apesar de nem todos os grupos hidroxilicos serem fenolicos (WATERMAN
& MOLE, 1994).

A maioria dos metabdlitos secundarios, tais como alcaldides, terpendides,
antocianinas, esteroides, quinonas, e lignanas tém encontrado aplicagdes comerciais como
farmacos, corantes, aromatizantes, inseticidas, etc. Esses compostos apresentam uma ampla
diversidade em estruturas e tamanhos, sendo encontrados e distribuidos por todo o reino vegetal
(COLLIN, 2001; VERPOORTE & MEMELINK, 2002).

Como esses compostos sdo utilizados em grandes quantidades, a producdo pelas
plantas nem sempre é satisfatoria. Os compostos frequentemente estdo restritos a uma espécie
ou género e, muitas vezes, podem ser produzidos somente durante uma fase do crescimento ou
de um estagio do desenvolvimento vegetal, ou ainda em estacfes especificas do ano, sob
condicdes de estresse ou de disponibilidade de nutrientes. Por essas razfes, nos Ultimos anos

tém se feito esfor¢cos com cultura de células vegetais para que se torne um método viavel de
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producdo de metabolicos secundarios de interesse comercial (VERPOORTE & MEMELINK,

2002).

1.4. Cultura de Tecidos Vegetais e Producdo de Metabolitos Secundarios

A cultura de tecidos vegetais é a técnica de cultivo de células, tecidos e 6rgdos vegetais
em um meio nutritivo e na auséncia de micro-organismos. O cultivo de tecidos vegetais in vitro
pode minimizar os efeitos de variagdo de fatores ambientais, bem como pode-se alcangar um
maior controle sobre as condic¢Oes de temperatura, luz e nutrientes. Como resultado disso, a
producdo de compostos de valor econdémico torna-se viavel (SEABROOK, 1980 apud YUNES
& CALIXTO, 2001).

A cultura de plantas in vitro permite avaliar o desempenho das culturas sob
determinadas condicGes, de tal modo que € possivel avaliar o papel de diversos agentes sobre
varios aspectos da fisiologia do desenvolvimento vegetal. Assim sendo, é possivel trabalhar
com quantidades significativas de plantas, em espaco limitado, e em tempo relativamente menor
quando comparado as condic6es de cultivo de campo (SILVA, 2007).

Pelo fato das plantas trabalhadas serem geneticamente padronizadas, ainda segundo
Silva (2007), pode-se eliminar a interferéncia da variabilidade genética nos resultados.
Consequentemente, os resultados obtidos sdo efeitos das varidveis introduzidas no processo
pelo experimentador.

A cultura de células vegetais consiste na inducao e proliferacdo de celulas a partir de
um fragmento de planta em presenca de substancias nutrientes e reguladores do crescimento

vegetal. As células vegetais apresentam totipoténcia, ou seja, cada célula em cultura retém
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informacdes genéticas e sdo capazes de produzir componentes quimicos. Dessa forma, podem
produzir 0s mesmos compostos ou compostos similares aqueles presentes na planta ou, ainda,
compostos de interesse poderao estar ausentes (RAO & RAVISHANKAR, 2002; ARIKAT et
al., 2004).

Nas Ultimas décadas, os métodos de cultivo in vitro vém sendo aplicados com sucesso
em plantas medicinais, com o uso da micropropagacédo, da cultura de calos e da cultura de
células em suspensdo, como alternativa para a obtencdo de substancias de interesse
farmacéutico, cosméticos e alimentar (VANISREE et al., 2004).

A micropropagacdo Vviabiliza a producdo vegetal quando ha dificuldades nos
mecanismos naturais de reproducdo, bem como a preservacdo de espécies ameacadas de
extincdo e a manutencdo de colecdes ativas ou de bases de germoplasma vegetal, sendo o Unico
recurso da cultura de tecidos vegetais que tem documentado, de forma efetiva, a possibilidade
de produzir espécies de interesse em larga escala (GEOGE, 1993; HONDA et al., 2001,
WALIA et al., 2003; GIRI et al., 2004; HIREGOUDAR et al., 2005).

As alternativas para se definir um protocolo de micropropagacdo variam de acordo
com a espécie, tipo de explante e, principalmente, com o objetivo do trabalho. A
micropropagacao pode ser conduzida por meio da proliferacdo de gemas apicais ou axilares, de
gemas adventicias, por organogénese direta ou indireta, ou por embriogénese somatica direta
ou indireta. Entretanto, apesar da possibilidade da producdo de um grande nimero de plantas
geneticamente idénticas, sdo observados, em alguns casos, alteragdes fenotipicas e genotipicas,
sobretudo em plantas regeneradas a partir de calos. Por essa razdo, deve-se selecionar um meio
que propicie a multiplicacdo direta de novos brotos, visando a estabilidade genética.
Particularmente, no caso de plantas de interesse medicinal, a micropropagacdo tem sido
indicada para a obtencdo de clones de gendtipos produtores de compostos bioativos (SATDIVE

et al., 2005; FRANCA, 2004).
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A producdo de grandes quantidades de substancias naturais depende de bioacumulacao
e envolve uma integracdo complexa entre biossintese, transporte, armazenagem e degradacao,
em um ambiente celular especializado. Esse trabalho bioldgico, controlado in vitro por
intermédio da cultura de celulas, tecidos e micro-organismos, permite descobrir sistemas de
bioproducdo, com fornecimento amplo e continuo, afastar fatores ambientais (clima, pragas,
fendmenos geograficos e sazonais) e padronizar qualidade e rendimento (BRAZ FILHO, 1994).

O sistema de cultura de células de plantas representa uma fonte renovavel de valiosas
combinac¢6es medicinais, de sabores, fragrancias e corantes, que ndo podem ser produzidos por
células microbianas ou por sintese quimica. O aumento da importancia comercial dos
metabolitos secundarios, atualmente, tem resultado em um grande interesse no metabolismo
secundario e, particularmente, na possibilidade de alterar a produ¢do dos metabdlitos bioativos
das plantas medicinais por meio da cultura de células. Uma vantagem dessa tecnologia é que
ela pode prover, principalmente, uma fonte continua de fitoterapicos seguros, e ainda poder ser
usada em cultura de plantas em larga escala, das quais esses metabolitos podem ser extraidos.
Além da importancia na descoberta de novos medicamentos, a tecnologia de cultura de tecidos
desempenha um papel significativo no aumento da resisténcia a patdgenos e condicoes
ambientais e climéticas adversas, além de ser uma fonte continua de metabolitos de interesse
(SILVA, 2007).

A biotecnologia proporciona a oportunidade de utilizar, por meio da cultura in vitro,
células, tecidos, 6rgaos ou até mesmo o organismo, manipulando-os geneticamente para obter
as substancias desejadas (RAO & RAVISHANKAR, 2002; VERPOORTE & MEMELINK,
2002).

Em alguns casos tem se conseguido a producdo de biomoléculas via cultura de células
em escala industrial. E o caso da schinconina, berberina e taxol ou, ainda, para biomassa, como

no caso de raizes de ginseng (LOURENCO, 2003). Entretanto, para muitos farmacos de
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interesse, a producdo € muito baixa ou quase nula. Isso € geralmente devido ao fato de que a
producdo € controlada de uma maneira especifica no tecido. Desta forma, a desdiferenciacéo
resultaria na perda da capacidade de producédo. Por isso, muitos estudos estdo sendo feitos na
tentativa de aperfeicoar os meios de crescimento e producdo ou, ainda, a selecdo de linhagens
de células mais produtivas. Além destas, outras abordagens como, por exemplo, o crescimento
de células diferenciadas (cultura de raizes e brotos) e a inducdo de rotas biossintéticas com a
utilizacdo de estimuladores, séo estratégias que tém mostrado excelentes resultados dentro da
cultura de tecidos vegetais (LOURENCO, 2003).
A produtividade da cultura, ainda segundo o autor, € um fator critico para a aplicacéo
pratica da cultura de células vegetais na producdo de metabdlicos bioativos especificos de

plantas. Dai a necessidade de alternativas para intensificar a producao.

1.4.1. Estimuladores

Estimuladores sdo substancias ou tratamentos que induzem as plantas a sintetizarem
fitoalexinas em niveis elevados (EILERT & CONSTABEL, 1986; FUNK et al., 1987; TANI et
al., 1992). O efeito dos estimuladores depende de muitos fatores tais como a sua concentracéo,
0 estagio de crescimento da cultura no momento da estimulacéo e o periodo de exposicao da
cultura ao estimulador.

Os estimuladores podem ser divididos em duas classes: 0s de origem ndo bioldgica,
denominados agentes abidticos, tais como metais pesados e luz ultravioleta, e 0s de origem
bioldgica, denominados agentes bioticos, tais como material de parede de fungos ou enzimas

microbianas (BHAGWATH & HIJORTSO, 2000).
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O mecanismo de acdo entre os estimuladores bidticos e abioticos é distinto e complexo,
existindo muitas hipdteses com relacdo ao modo de acdo de cada tipo; assim, o efeito dos
eliciadores sobre as células ou tecidos vegetais ainda ndo é totalmente conhecido
(LOURENCO, 2003). Eliciac&o ¢ o ato de eliciar, ou seja, de fazer sair, de expulsar. E postulado
que sinais, tais como a presenca de eliciadores, interagem com receptores de membrana celular,
0 que da inicio a via biossintética do acido linolénico e culmina na producdo do &cido
jasmonico. O acido jasmonico e o &cido salicilico, por exemplo, tém sido utilizados como
eliciadores na producdo de metabdlitos secundarios. O acido jasménico modula a expresséo de
genes R especificos, relacionados com a defesa vegetal (CREELMAN & MULLET, 1997).

Um processo semelhante, continuam os autores, ocorre no caso de herbivoria. Quando
algum 6rgdo da planta sofre leséo, suas células liberam a sistemina, um polipeptideo com acgéo
hormonal, que serd reconhecido por receptores em células de outras partes do vegetal. Esse
reconhecimento da inicio a biossintese da molécula sinalizadora que ativara a expressdo de
genes que codificam os inibidores de proteases.

Quando uma planta sobrevive a infec¢do por um patdégeno em um sitio, ela desenvolve
0 aumento da resisténcia a ataques subsequentes ao longo da planta e adquire protecéo contra
uma gama extensiva de espécies de patdgenos. Esse fendbmeno, chamado resisténcia sistémica
adquirida (SAR), desenvolve-se alguns dias ap0s o inicio da infeccdo (RYALS et al., 1996).

Shulaev et al. (1997) creem que o &cido salicilico esteja envolvido na inducdo de SAR,
porém afirmam que este seria um sinal imdvel. Assim, atribuem essa funcéo ao salicilato de
metila, que agiria como um sinal volatil, podendo ser transmitido a partes distantes da planta e
até a partes adjacentes.

Ja Ebel & Mithofer (1998) acreditam que o &cido salicilico e a sistemina possam ser
componentes de sinalizacdo que apresentam alguma mobilidade. E que o salicilato de metila,

um eéster derivado do &cido salicilico, apresentaria varias fungdes em potencial: representaria
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um composto de sinalizacdo envolvido na reacdo de defesa no local da infeccédo e atuaria na
potencializacdo das respostas de defesa e na ativacdo de SAR.

Os vegetais liberam no ambiente uma grande variedade de metabdlicos primarios e
secundarios a partir de folhas e raizes em decomposicdo. Esses compostos podem exercer
efeitos alelopaticos sobre espécimes adjacentes. Os alelopéaticos frequentemente citados sao
fenilpropanoides simples e derivados do acido benzoico, como o &cido salicilico, que € um
regulador do crescimento vegetal e que estd envolvido na resisténcia sistémica a patdgenos
vegetais (INDERJIT et al., 2002).

Os jasmonatos tém um importante papel no processo de transducdo de sinais que
regulam os genes de defesa nas plantas. Por isso eles estdo sendo utilizados como agentes
estimuladores de metabolitos secundarios em cultura de células vegetais. Assim, o perfil de
concentragdes transientes de varios metabdlitos secundarios mudou drasticamente em resposta
a estimulacdo (GUNDLACH et al., 1991; DITTRICH et al., 1992).

O limitado fornecimento de Paclitaxel®, uma importante droga natural
anticancerigena, que é extraida das plantas do género Taxus, desencadeou um intenso esforco
na busca de novas fontes e meios alternativos de producédo dessa molécula. Taxanos produzidos
por células de Taxus spp. podem ser usados como material de partida para a semisintese desses
compostos (DONG & ZHONG, 2001). O acimulo de um taxano (taxuyunnanina C), em
suspensoes celulares de Taxus chinensis, foi ampliado apds estimulagdo com metil jasmonato
(MeJa) ou dihidrometil jasmonato (HMelJa), principalmente quando associado a sacarose
(DONG & ZHONG, 2001).

Alguns jasmonatos (metil jasmonato e acido jasménico) tém mostrado efeito positivo
também no aumento da producdo de antocianinas em cultura de células. O acumulo de
antocianinas em suspensoes celulares de Vittis vinifera foi aumentado em cerca de oito vezes

quando as culturas foram estimuladas pela adigdo de acido jasmonico e irradiadas com luz
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continua (ZHANG et al., 2002). Dessa forma, a luz apresenta-se também como um importante
agente controlador da biossintese de antocianinas, tendo exibido significativa influéncia no
acumulo dessas moléculas por culturas de células de Centaurea cyanus (KAKEGAWA et al.,
1987), Daucus carota (TAKEDA, 1990) e Perilla frutescens (ZHONG et al., 1993).

A utilizacdo de estimuladores bioldgicos também tem apresentado resultados
promissores. O fungo Alternara alternata intensificou a producdo da enzima fenilalanina
amonialiase (PAL), levando a um acimulo maior de fenilpropandides, quando aplicados em
plantas de Citrus (CASTANEDA & PEREZ, 1996).

A eliciacdo de plantulas de Murraya paniculata com o fungo endofitico Aspergillus
flavus mostrou que a planta intensifica seu metabolismo secundario no sentido de acumular
cumarinas ja existentes, principalmente 24 horas apos a estimulacdo (PEREIRA et al., 2002).

Um exemplo importante a citar € o de Catharanthus roseus, cujos alcaléides indolicos
vimblastina e vincristina sdo substancias importante no tratamento de cancer e a ajimalicina,
utilizada no tratamento de doencas relacionadas ao sistema circulatdrio. As primeiras moléculas
sdo encontradas na planta em baixas concentragdes (0,0005%). A rota metabolica é longa,
envolvendo mais de 20 passos com diferentes enzimas, dificultando a producdo desses
metabdlitos por sintese. A producdo, em larga escala, de células em suspensdo, tem sido
apontado como uma solucdo viavel para contornar o problema de baixa produtividade das
moléculas, assim como de outras substancias de interesse farmacoldgico (DICOSMO &
MISAWA, 1995).

A produgdo de metabolitos secundarios pode aumentar ou diminuir quando a
composicdo do meio de cultura é alterada, especialmente quando a modificacdo se da na
concentracdo e natureza dos compostos com nitrogénio, fosforo, potéssio, calcio e magnésio,
reguladores de crescimento, fonte de carbono e quando séo adicionadas substancias que

interferem na rota metabdlica do composto de interesse. A adicdo de 1,0 mM de &cido
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acetilsalicilico (AAS) em cultura de células de Catharanthus roseus por 72 hs, promoveu um
aumento no teor de alcaldides na ordem de 160%; 20 mM aumentou os fendlicos em 1587% e
as furanocumarinas aumentaram em 612% quando 10 mM de AAS foi adicionado ao meio

(GODOY & LOYOLA, 1997).

1.5. A Espécie Vegetal

Neste projeto foi estudada a espécie botanica nativa da Amazonia e de uso medicinal

Picrolemma sprucei Hook.f. (SIMAROUBACEAE).

1.5.1. Descrigédo botanica

Picrolemma sprucei Hook. f. (sinonimia P. pseudocoffea Ducke) € um arbusto nativo
da Regido Amazonica. O nome caferana (café-rana ou café falso, na linguagem regional) se
deve a semelhanca desta com o cafeeiro (Coffea arabica L., RUBIACEAE). Isso € verdade, em
especial, no periodo de frutificacdo, quando a caferana (Figura 1.3) produz frutos verdes que se
tornam alaranjados e, posteriormente, avermelhados ao amadurecerem em cacho localizado na

ponta do caule (AMORIM & POHLIT, 2006).



Figura 1.3 —Picrolemma sprucei

1.5.2 — Classificacao taxonémica

Reino: Plantae

Filo: Magnoliophyta

Classe: Eurosids 11

Ordem: Sapindales Dumort (1829)
Familia: Simaroubaceae DC. (1811)
Género: Picrolemma

Espécie: P. sprucei Hook.f.
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1.5.3. Distribuicdo geografica

Picrolemma sprucei Hook. f. € um arbusto nativo e extensamente distribuido na regido
Amazonica (Figura 1.4). Ela apresenta distribuicao na cidade de Manaus — AM e seus arredores.
Dentre essas areas, o campus da UFAM foi o local de coleta da espécie para este trabalho

(Figura 1.5)

Figura 1.4 — Mapa de distribuicdo de P. sprucei Hook. f.
Fonte: http://www.mobot.org. (2008)



http://www.mobot.org/
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Figura 1.5 —Mapa da cidade de Manaus e indicacdo do local de coleta da espécie vegetal (campus da UFAM).

1.5.4. A familia SIMAROUBACEAE

A familia Simaroubaceae € constituida por aproximadamente 32 géneros e 200
espécies, distribuidas em todas as regides tropicais e subtropicais do globo. No Brasil, esta
representada pelos géneros Quassia e Picrolemma, na regido Amazonica; Castela e Picrasma,
no sul do pais; Simaba e Simarouba em quase todas as regides brasileiras (HALL et al., 1983
apud ALMEIDA et al., 2007).

As Simaroubaceae geralmente se apresentam como arvores ou arbustos, tendo como
caracteristica marcante um sabor bastante amargo em seu cortex. Assim, muitas espécies dessa
familia (Quassia amara, Picrasma excelsa, Jamaica quassia) sdo conhecidas ha mais de um
século, por conterem substancias amargas, denominadas de “quassina”, nome emprestado a
toda essa classe de compostos estruturalmente relacionados, denominada quassinoides

(POLONSKY, 1973 apud ALMEIDA, 2007).
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A familia Simaroubaceae é frequentemente relacionada com as familias Rutaceae,
Meliaceae e Burseraceae. Dentro deste grupo, estd mais proximo a familia Rutaceae no que se
refere a composicao quimica, anatomia da madeira, auséncia de vasos condutores de resina na
casca e estames livres; diferenciando-se apenas pela auséncia de cavidades secretoras de 0leos
aromaticos nas folhas e partes florais (FERNANDO & QUINN, 1992) e a presenca de

quassindides exclusivamente na familia Simaroubaceae (THOMAS, 1990).

1.5.5. Aspectos morfologicos

Picrolemma sprucei Hook. f. € um arbusto que atinge até 2,5 m de altura com foliolos
cartdceos simétricos, verde-escuros e brilhantes (Figura 1.6). Quando em inflorescéncia,
apresentam flores de pétalas alaranjadas e estames amarelos. Os caules sdo ocos e
frequentemente habitados por formigas. Os frutos sdo apocarpicos e quando maduros sdo de
cor alaranjada (SARAIVA et al., 2003). A raiz central é espessa e penetrante (RIBEIRO et al.,

1999).
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PICROLEMMA Sprucei.

Fig. 1.6 — Aspectos morfolégicos de P. sprucei Hook f.
Fonte: http://images.mobot.org/viewer (2008).

1.5.6. Principios ativos, relatos de uso e atividades biologicas

O preparo do cha por infusdo, utilizando-se 2 colheres de sopa de hastes e raizes de
caferana, picadas ou esfareladas, em 1 litro de agua fervente e a ingestdo de 4 a 5 xicaras do
chd morno, sem adocantes, diariamente, pelo tempo necessario é indicado para a cura de
infestagdo por protozodarios (Ameba e Giardia) na publicacdo “Farmacia Verde: remédios a base
de plantas nativas e exoticas do Amazonas”, patrocinada pelo Governo do Estado (SILVA,

2003).


http://images.mobot.org/viewer
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De acordo com FERREIRA (2000) apud SARAIVA et al. (2003), o uso popular da
caferana € bastante difundido no Estado do Amazonas, especialmente na regido de Manaus,
onde é comum encontrar pedacos do caule da planta sendo comercializados como antimalarico
e febrifugo no Mercado Municipal Adolpho Lisboa.
SARAIVA, (2001) isolou os quassinoides isobruceina B e neosergeolida a partir de P.
sprucei conforme descrito previamente por MORETTI et al. (1982) e VIEIRA et al. (2000)
apud SARAIVA (2001), respectivamente, e suas presencas em infusdes aquosas a quente do
caule e das raizes desta planta foram estabelecidas com o uso de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia. Nunomura et al. (2006) publicaram um trabalho que teve como objetivo explorar as
propriedades antihelminticas dos extratos de P. sprucei, bem como os quassindides isolados
isobruceina B e neosergeolida em Haemonchus contortus, um nematoide gastrointestinal

encontrado nos carneiros e outros animais.

1.6. Quassinoides

Os quassindides constituem uma classe de substancias encontradas quase que
exclusivamente em plantas da familia Simaroubaceae e, quimicamente, sdo considerados
triterpenos biodegradados com alto padrédo de oxigenacédo, apresentando uma ampla faixa de
atividade bioldgica (POLONSKY, 1985 apud ALMEIDA, 2007).

A existéncia de substancias com sabor amargo na madeira da espécie Quassia amara,
nativa das Guianas Francesas, foi primeiramente registrada na literatura em 1835 e, como a
maioria das substancias naturais isoladas de plantas no seculo XIX, so teve sua estrutura

elucidada muitos anos mais tarde, em funcéo do desenvolvimento de técnicas experimentais de
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analise estrutural (POLONSKY, 1985 apud ALMEIDA, 2007). O primeiro isolamento de
quassindides foi em 1937 e, em 1950, a Quassia amara teve seus constituintes majoritarios

caracterizados como quassina e neoquassina (Figura 1.7).
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Figura 1.7 — Estrutura de quassina e neoquassina.

Estruturalmente, os quassindides podem ser classificados em diferentes grupos, de
acordo com seus esqueletos basicos: Cig, C19, C20, C22 € Cas, Sendo que a grande maioria se
apresenta com esqueleto basico do tipo Czo, onde se inclui a quassina (Figura 1.7). Tais
substancias naturais sdo derivadas de triterpenos da série eufotirucalol, em sua grande maioria
altamente oxigenados, contendo lactonas em seus esqueletos bésicos e, eventualmente,
possuindo mais que uma ligacdo dupla. Apresentam diferentes grupos funcionais oxigenados
em seus esqueletos, com excecdo das posi¢des C-5, C-9 e dos grupos metilas nas posicoes C-4
e C-10 (POLONSKY, 1985 apud ALMEIDA, 2007).

Estes compostos compreendem um grupo de substancias naturais quase que exclusivo
de espécies das Simaroubaceae, podendo, assim, ser considerado marcador taxondmico desta
familia (NUNOMURA et al., 2006).

A presenca ou auséncia de quassindides levou alguns géneros a serem excluidos da

familia, sendo este um importante parametro de classificagdo taxondmica de Simaroubaceae.
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Rodriguez-Gamboa et al. (2001) relatam o exemplo do género Picramnia, excluido das
Simaroubaceae em 1995 e incluido em uma nova familia chamada Picramniaceae, ap0s alguns
estudos fitoquimicos.

Almeida (2007) relata um levantamento de atualizagéo bibliografica sobre a ocorréncia
dos quassinoides durante dez anos (de 1994 a 2005), que resultou em dados onde constam
espécies, estruturas quimicas e nomes vulgares a partir das quais foram isolados quassindides.
Quando se comparou a ocorréncia de esqueletos bésicos nas diversas espécies de
Simaroubaceae, comprova-se a predominancia do esqueleto Czo, uma vez que, de 25 espécies
estudadas, 16 delas (A. altissima, A. vilmoriniana, B. amarissima, B. antidysenterica, C.
peninsulares, C. texana, E. harmandiana, P. ailanthoides, P. javanica, P. crenata, P.
quassioides, P. pseudocoffea, Q. amara, Q. sp. aff. bidwillii, S. orinocensis, S. versicolor)
apresentavam somente este tipo estrutural. O esqueleto C1g aparece em um nimero bem menor
de espécies, destacando-se em ordem decrescente de ocorréncia, principalmente, as espécies S.
subcymosa (100%), S. cedron (80%), A. excelsa (66,7%), E. longifolia e A. malabarica (50%).
A ocorréncia de C1s, C22 e Cas apresenta-se consideravelmente reduzida nas espécies estudadas,
jaque o esqueleto C1g aparece somente em E. longifolia; Cz2 é evidenciado apenas em P. sprucei
e compostos Czs ocorrem somente em Q. indica.

Outra constatacdo interessante nesse levantamento foi a ocorréncia do quassinoide
cedifilina na espécie Cedrelopsis grevei (Ptaeroxylaceae) (MULHOLLAND et al., 2003 apud
ALMEIDA, 2007), bem como da quassimarina e da simalikalactona D na Leitneria floridana
(Leitneriaceae) (XU et al., 2000 apud ALMEIDA et al., 2007), os quais foram 0s primeiros

registros fora da familia Simaroubaceae.
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1.6.1. Atividade bioldgica

Os quassinoides, que sdo os principios ativos amargos da familia Simaroubaceae,
apresentam diversas atividades bioldgicas que veem sendo cientificamente comprovadas ao
longo dos dltimos 30 anos.

Ja na década de 1970, Kupchan e colaboradores (KUPCHAN et al., 1975),
demonstraram que quassinoides isolados de Brucea antidysenterica apresentavam potente
atividade antileucémica. Brucea antidysenterica Mill. ¢ uma arvore da familia Simaroubaceae
usada na Etidpia para tratar o cancer. Os autores demonstraram que o extrato alcodlico da planta
apresentou atividade inibitoria in vitro significativa contra células de carcinoma humano da
faringe (KB), contra células de carcinosarcoma intramuscular de camundongos (Walker 256) e
contra células de leucemia (P-388) de ratos (PS).

Alguns anos mais tarde, pesquisadores da Guiana Francesa e da Franca (POLONSKY
et al. 1984) relatam o isolamento e elucidacdo de um novo quassindide antileucémico a partir
do extrato das folhas de Picrolemma pseudocoffea, identificado como 15-desacetilsergeolida.
A 15-desacetilsergeolida, que parece ser menos toxica que a sergeolida, mostrou potente
atividade in vivo em células de leucemia murina P-388.

O Instituto Nacional do Céancer dos Estados Unidos (NCI) desenvolveu um programa
de prospecc¢do de drogas antitumorais in vitro orientado a partir de células da doenca humana
com sessenta linhagens de células tumorais humanas que representam sete tipos de cancer: colo,
melanona, renal, ovario, sistema nervoso central e leucemia. Tischler e colaboradores (Tischler
et al., 1992) exploraram a prospeccdo prévia do NCI para selecionar, priorizar e guiar 0
fracionamento de extratos de produtos naturais. Uma avaliacdo nos extratos brutos aquoso e
apolar de varias arvores Simaroubaceae previamente estudadas, levou a Cedronia granatensis

Cautrec, coletada na Colémbia, que revelou a atividade desejada. O fracionamento guiado tanto
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do extrato bruto organico quanto do bruto aquoso derivado de folhas resultou nos quassinoides
sergeolida e isobruceina B como substancias ativas.

Os extratos organico e aquoso exibiram padrdes similares na prospeccdo primaria. Eles
foram potentes com algumas linhagens de células de melanoma, colo e pulméo, mostrando
resposta no nivel de CLso com concentragdes dos extratos na faixa de 9-50 pg/mL. Dos dois
compostos, a sergeolida foi a mais potente, com concentracdes de 107 a 108 M.

Em 1994, pesquisadores da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCAR) e da
Universidade de S&o Paulo em Séo Carlos (USP Séo Carlos) isolaram e identificaram um novo
quassindide, denominado neosergeolida, obtido a partir de extrato diclorometano de folhas e
caule de P. pseudocoffea, coletada na Amazodnia brasileira (ZUKERMAN-SCHPECTOR &
CASTELLANO, 1994).

OKANO et al. (1995) relatam testes com varios quassindides isolados de
Simaroubaceae como potenciais agentes antitumorais, por meio de teste que avalia o efeito
promotor dessas substancias a agentes antitumorais. Foram avaliados 45 quassinoides. Sendo
que 15 foram isolados de B. javanica, 16 de B. antidysenterica e 14 de P. ailanthoides. Desse
total, 10 quassindides, todos isolados de B. antidysenterica, mostraram ser 0s mais potentes.
Todos esses compostos sdo gliconas com grupos C=0 e OH em um dos anéis, uma ponte —
CH>0 — entre Cg e C13 e uma ligacdo éster no Cis. Por outro lado, dos 11 compostos menos
potentes, 10 foram isolados de P. ailanthoides. Eles ndo possuem nem a ponte — CH>O — entre
Cg e Cy3 €, tampouco a ligacdo éster no Cis, mostrando algumas relagdes entre estrutura-
atividade das moléculas. Essas informagdes foram confirmadas mais tarde quando Rahman e
colaboradores (RAHMAN et al., 1997) publicaram a mesma atividade inibitéria em alguns
derivados semissintéticos de quassinoides, também relacionando a estrutura das moléculas com

sua respectiva atividade inibitoria.
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Ja em 2004, outra equipe de pesquisadores publica resultados de citotoxidade de
quassindides contra células cancerigenas multirresistente a drogas (MURAKAMI et al., 2004).
Foram isolados vinte e trés quassindides de plantas da familia Simaroubaceae, e avaliados
quanto a citotoxidade contra trés linhagens de células cancerigenas multirresistentes a drogas
(KB-VIN, KB-7d e KB-CPT). Nove substancias mostraram significante citotoxidade nas trés
linhagens de células. Cinco moléculas demonstraram significante atividade contra as linhagens
KB-7d e KB-CPT e um quassindide revelou atividade notavel somente contra as células KB-
7d. As relagdes estrutura-atividade foram desenhadas baseadas nestes dados.

A sintese de proteinas surgiu como um alvo interessante na intervencéo quimioterapica
(FUKAMIYA et al., 2005). Vérios estudos, de acordo com os autores, indicam que a ndo
regulacao da sintese de proteinas € um dos principais contribuidores da iniciacdo do cancer e
da progressao da metastase. Recentemente, a quimioresisténcia in vivo tem também sido ligada
a iniciacdo da traducdo desregulada. Em um cenario transformado, onde a traducdo pode ser
iniciada por uma pequena molécula moduladora, a diminuicéo das taxas de tradugdo permite a
reversao da quimioresisténcia, provavelmente por permitir a reorganizagdo da rota metabdlica
da apoptose (WENDEL et al., 2004 apud FUKAMIYA et al., 2005).

Uma classe de inibidores de sintese de proteinas que tém sido utilizada por seu
potencial quimioterapéutico é a dos quassindides. Por exemplo, a bruceatina (bruceatina) é um
quassindide isolado do caule de Brucea antidysenterica Mill (Simaroubaceae), guiado por
testes de avaliacdo da citotoxidade contra células de leucemia murina P-388. A molécula
aumenta o tempo médio de sobrevivéncia de camundongos com células P-388 de leucemia
murina, células B16 de melanona, células 38 de tumor do colo e células L-1210 de leucemia
(KUPCHAN et al., 1973, 1975 apud FUKAMIYA et al., 2005). A bruceatina inibe a sintese de
proteinas em extratos preparados de eucariotos, mas nédo inibe extratos de E. coli. In vivo, a

sintese de proteinas € reduzida entre 50-90% em concentracbes de 30 e 400 nM,
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respectivamente, durante a primeira hora de exposi¢do a bruceatina. Nenhum efeito na sintese
de RNA ¢é observado in vivo, mas a sintese de DNA é reduzida em 60% a uma concentracéo de
80 nM (LIAO et al., 1976 apud FUKAMIYA et al., 2005).

Pesquisadores franceses publicaram um levantamento etnobotanico sobre o uso de
medicamentos antimalaricos (VIGNERON et al., 2005) na Guiana Francesa. E, de acordo com
seus relatos, a Guiana Francesa é severamente atacada por endemias de malaria. Estima-se ser
um dos paises sul-americanos onde existem as mais altas taxas de incidéncias da doenca, junto
com Guiana e Suriname. A cada ano, continuam, entre 3500 e 5000 casos de maléria séo
registrados. O fato de a malaria atingir os povos mais pobres do planeta, e de que muitos deles
tratam-se com ervas por serem mais disponiveis e acessiveis, prova a urgéncia de programas
antimalaricos em detectar remédios locais com maior eficacia. Para responder varias perguntas
sobre o uso de plantas para tratar a doenga, para documentar os conhecimentos tradicionais e
para detectar plantas com atividade biolégica promissora, 0s pesquisadores aplicaram um
questionario a 117 pessoas. O resultado do levantamento mostra Picrolemma pseudocoffea
como uma das plantas utilizadas contra a maléria, citada tanto no uso preventivo quanto para
tratar a doenca.

Ainda em 2005, parte da equipe de pesquisadores anteriormente citada e outros mais
publicaram uma avaliacdo dos medicamentos antimalaricos tradicionais da Guiana Francesa
(Bertani et al., 2005). Com o objetivo de avaliar o potencial antimalarial de medicamentos
tradicionais usados na Guiana Francesa, 35 medicamentos foram preparados em sua forma
tradicional e testados quanto a sua atividade esquizonticial sanguinea in vitro em cepas
resistentes a cloroquina (W2), além de testes in vivo também. Picrolemma pseudocoffea foi
ativa tanto in vitro quanto in vivo. Contra o Plasmodium falciparum, ela mostrou a melhor
atividade (Clso = 1,43 pg/mL) e inibiu 78% do crescimento do parasita in vivo a 95 mg/kg. Ela

foi quase tdo ativa quanto Cinchona officinalis in vivo com uma dose cinco vezes menor. Muito
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bem conhecida na Guiana Francesa, todas as partes da pequena arvore tém uma forte reputacéo
como sendo um efetivo antimalarial, mas, também, alguns informantes declaram que todas as
partes da planta sd0 muito toxicas. E bem recomendado néo ultrapassar a dose nem ministrar a
criancas (MORETT]I, 1986 apud BERTANI et al., 2005). De acordo com algumas pessoas, esta
planta poderia ser usada de forma preventiva para evitar crises de malaria. Porém, os testes
feitos pelos autores ndo confirmaram esta informacao: folhas de Picrolemma pseudocoffea ndo
demonstraram nenhuma atividade no estagio intra-hepatico do Plasmodium. Fandeur et al.
(1985) isolaram quassindides de raizes, caule e folhas de Picrolemma pseudocoffea. Eles
alegaram que a sergeolida era a responsavel pelas propriedades e mostraram que a Clso variou
entre 0,002 e 0,006 pg/mL in vitro e 0,21 mg/kg/d in vivo. Eles também mostraram que esse
quassinoide foi muito toxico com DLso de 1,8 mg/kg em camundongos. Assim, o uso tradicional
de Picrolemma pseudocoffea foi validado.

Recentemente, equipe liderada pelo Dr. Adrian Pohlit, do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazénia (INPA), publicou estudo sobre a atividade bioldgica dos quassindides
neosergeolida e isobruceina B e de dois derivados semissintéticos (1,12-diacetil-isobruceina B
e 12 acetil-neosergeolida) isolados de Picrolemma sprucei (Silva et al., 2009). Os autores
relatam que neosergeolida e isobruceina B exibiram as maiores citotoxidades contra todas as
quatro linhagens de células tumorais humanas testadas — SF295 (glioblastoma), MDA-MBA
345 (melanona), HCT-8 (colo) e HL-60 (leucemia) — (Clsp = 5-27 pg/L) e contra a cepa
multirresistente a drogas K1 de P. falciparium (Clso = 1,0-4,0 pg/L). Relatam também que 1,12-
diacetil-isobruceina B foi citotoxico somente contra as células de leucemia (HL-60) (Clso =
11,8 pg/L). Os quassindides neosergeolida e isobruceina B (CLso = 3,2-4,4 mg/L)
demonstraram maior letalidade que o derivado 12 acetil-neosergeolida (CLso = 75,0 mg/L)
contra as larvas de A. aegypti, enquanto 1,12-diacetil-isobruceina B foi inativo. Estes resultados

sugerem uma nova aplicacéo para esses quassinoides naturais como larvicidas.
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2 -JUSTIFICATIVA

A maléria é a mais importante doenca parasitaria das regides tropicais. Atualmente,
grandes programas de combate a maléria, dirigidos principalmente pela Organizagdo Mundial
da Saude — OMS integram varios aspectos preventivos (mosquiteiros impregnados de
inseticidas, educagdo sanitaria) e terapéuticos. Alguns dos farmacos utilizados baseiam-se em
moléculas provenientes de plantas medicinais: 0 quinino e seus derivados, extraidos da casca
da arvore sul-americana Cinchona calisaya, ou a artemisinina e seus derivados, extraidos da
Artemisia annua, planta medicinal chinesa.

Ante a extensdo da pandemia, a OMS reconheceu a importancia das preparacfes
tradicionais antimalaricas como uma das vias de controle da doenga nos paises do Sul. Esse
reconhecimento deve apoiar-se em resultados cientificos para certificar a eficacia e a néo-
toxicidade das preparagdes em uso (IRD, 2009).

A maléria € uma doenca que pode ser evitada e curada, desde que se tenha acesso a
prevencao e tratamento. Entretanto, em muitos paises a maioria da populagédo exposta ndo pode
servir-se dos medicamentos “modernos”, as vezes por viverem em locais isolados, porém, mais
frequentemente, devido a problemas econémicos. Assim, recorre muito a farmacopeia local:
preparacOes tradicionais a base de plantas, as vezes administradas em associacdo com
tratamentos convencionais. Mesmo em lugares onde 0 acesso aos cuidados médicos é eficiente
e gratuito, pesquisas do Instituto de Pesquisa para o Desenvolvimento — IRD, demonstraram
que os doentes em crise de malaria se voltam para um tratamento misto que associa plantas e
medicamentos convencionais (IRD, 2009).

Além disso, nas ultimas décadas tém-se assistido a um aumento e a uma disseminacao da
resisténcia aos farmacos antimalaricos mais comuns, o que se torna ainda mais grave devido ao

custo proibitivo de farmacos mais eficazes, para a grande maioria das populacfes destas areas. Ha
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uma necessidade urgente de novos compostos terapéuticos, facilmente acessiveis e de baixos
custos. Uma das possiveis fontes destes tratamentos mais acessiveis poderd advir do estudo e
desenvolvimento de medicamentos a base de plantas, utilizados localmente na medicina tradicional.
De fato, o reconhecimento e a validacdo, de praticas de medicina tradicional e a procura de agentes
terapéuticos derivados de plantas, pode levar ao estabelecimento de novas estratégias no controle
da doenca (NEBULLIS, 2009).

Picrolemma sprucei Hook. f. (Simaroubaceae) € uma importante planta medicinal da
Amazonia. A planta e seus principios ativos sdo bastante conhecidos em outros paises da
Amazonia, como a Franca (Guiana Francesa), onde ha registro de diversos trabalhos cientificos
realizados (AMORIM & POHLIT, 2006). E amplamente distribuida por toda a regiéo, desde o
Peru até a Guiana Francesa (POHLIT et al., 2009). Infusdes do caule, das raizes e de toda a
planta sdo usadas por toda a regido Amazoénica no tratamento da malaria (MILLIKEN, 2005
apud POHLIT et al., 2009), problemas gastrointestinais e verminoses (DUKE & VASQUEZ,
1994 apud POHLIT et al., 2009). Em doses mais altas, as infusdes de P. sprucei séo utilizadas
para provocar abortos (POHLIT et al., 2009).

Pohlit e colaboradores reportam varios estudos que, de modo geral, ddo suporte ao uso
de P. sprucei na medicina tradicional (POHLIT et al., 2009). Por exemplo, infus6es de caule e
folhas demonstraram possuir atividade anti-helmintica in vitro (NUNOMURA et al., 2006).
Também em testes in vitro foi demonstrada a atividade antimalarica do extrato aquoso de P.
sprucei contra a cepa resistente a cloroquina W2 (BERTANI et al, 2005).

Os quassinoides, substancias triterpénicas altamente oxigenadas, que caracterizam a
familia Simaroubaceae, e que estdo presentes em extratos e infusdes de Picrolemma sprucei
Hook. f., possuem grande potencial farmacoldgico, aos quais ja foram atribuidos atividade
antimaldrica, toxica aguda, antitumoral, citotoxica, antifagica, larvicida/inseticida e fitotoxica

(AMORIM & POHLIT, 2006). Elicitar esta espécie com vista a observar 0 comportamento
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metabolito secundario em resposta a esse estimulo € importante para gerar conhecimento que
podera subsidiar o estabelecimento futuro de uma cadeia produtiva para producdo desses

metabolitos e da propria planta.

3 — Objetivos

3.1 — Objetivo Geral

Avaliar a producéo dos quassinoides isobruceina B e neosergeolida em diversas mudas
de Picrolemma sprucei Hook. f. e gerar subsidios para a area de cultura de tecidos vegetais e

fitoquimica dessa espécie com vistas a sua producdo em escala comercial.

3.2 — Objetivos Especificos

e Elicitar as plantas in vivo com jasmonato de metila, salicilato de metila e &cido salicilico
por 24, 48 e 72 horas, utilizando plantas juvenis mantidas em viveiro e determinar 0s
quassindides isobruceina B e neosergeolida para avaliar se haverd ou néo

potencializacdo da producédo desses metabolitos pelas plantas;
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Comparar populagdes naturais de plantas e fazer a determinagdo dos quassindides
isobruceina B e neosergeolida nas folhas, caules e raizes para analisar e selecionar

individuos ou plantas que apresentem maiores concentracfes desses principios ativos;

Determinar e comparar 0s quassindides isobruceina B e neosergeolida de plantas juvenis

mantidas em viveiro com os de plantas jovens oriundas de seu habitat natural;

Determinar os quassinoides isobruceina B e neosergeolida em plantas germinadas e

mantidas in vitro.
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4. MATERIAL E METODOS

A producéo de metabdlitos secundarios de P. sprucei seguiu 0s passos metodoldgicos

resumidos na figura 4.1 abaixo.

DEFINICAD
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Figura 4.1 — Etapas metodolégicas.
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4.1. Material Vegetal e Certificacdo Botanica

Mudas de Picrolemma sprucei Hook. f. foram coletadas tanto na Reserva Ducke —
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia — INPA, localizada na rodovia AM 010, km 26,
Manaus — AM, quanto no campus da Universidade Federal do Amazonas—UFAM, Setores
Norte e Sul, onde também foram coletados os seus frutos para retirada das sementes. Foram
ainda utilizados frutos cedidos da cole¢do do Dr. Adrian Pohlit, cuja planta esta localizada no
campus do INPA, ao lado da Coordenacdo de Pesquisas em Produtos Naturais — CPPN. A
identificacdo da espécie coletada foi feita pelo Herbario da Universidade Federal do Amazonas

— HUAM, onde foram depositadas as exsicatas do ramo com flor, sob 0 n°® 7294.

4.2. Cultura de Tecidos

4.2.1. Desinfestacao

Frutos de P. sprucei foram lavados em agua corrente por quatro horas e, a seguir,
imersos em alcool etilico 95° por cinco minutos. Em seguida, os frutos foram lavados com agua
destilada e esterilizada e secos em temperatura ambiente, tendo o tegumento e a polpa retirados
manualmente, com o auxilio de pinca e bisturi. O material foi imerso em uma solu¢do do
fungicida Derosal® dissolvido em &gua (2 g.L™) por duas horas e depois em &lcool 70% por 01
minuto. Ambas as etapas foram seguidas de trés lavagens com agua destilada. O material foi
transferido para Camara de Fluxo Laminar, onde foram realizados os demais testes de
desinfestacdo. Foram testadas trés concentracfes de hipoclorito de sédio: 1,5%; 2,5% e 5% e
dois tempos de exposicao: 5 e 15 minutos. Como os resultados dos testes ndo foram satisfatorios
devido a presenca de grande quantidade de bactérias, foi realizado um teste de antibiograma

para se definir a sensibilidade dessas bactérias a antibidticos.
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4.2.2. Antibiograma

O teste de antibiograma foi realizado no Laboratério de Microbiologia do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas—ICB, da UFAM, conforme descrito por BAUER et al., (1966). Os frascos
com os discos foram retirados da geladeira 30 minutos antes de abri-los, para que adquirissem
a temperatura ambiente e se evitasse sua umidificacdo. Com o auxilio de uma alca
bacterioldgica em platina devidamente flambada e esfriada, foram tocadas 4-5 col6nias da
bactéria coletada dos tubos de ensaio contendo as sementes de P. sprucei ap0s 0s primeiros
testes de desinfestacdo. As colbnias foram suspensas em solucédo fisioldgica estéril (NaCl
0,85%) até se obter uma turvacdo compativel com o grau 0,5 da escala Mac Faland. Um swab
estéril foi embebido na suspensdo bacteriana, comprimindo-o contra a parede do tubo para
retirar 0 excesso, e, em seguida, semeado de forma suave em todas as direcdes da placa,
procurando abranger toda a superficie. Aguardou-se 15 minutos até a superficie do agar secar.
Com auxilio de uma pinca flambada, os polidiscos foram colocados sobre a superficie do meio
inoculado, exercendo uma leve pressdo com a ponta da pinca para uma boa adesdo destes. A
placa com os discos foi incubada em estufa bacteriologia a 35°C por 24h. Com o auxilio de um
paquimetro, foi medido o diametro dos halos inibitdrios de cada disco, e, consultada uma tabela,

se determinou a que antibiotico a bactéria presente era sensivel.

4.2.3. Estabelecimento da cultura in vitro

Apbs o processo de desinfestacdo, 16 sementes de P. sprucei coletadas no campus da
UFAM foram inoculadas em meio de cultura de composicédo salina basica (MURASHIGE &
SKOOG, 1962), denominado a partir daqui de meio MS, acrescido de 30 g.L™ de sacarose, 1
g.L de derosal®, pH ajustado para 5,8 e solidificado com a adig&o de 12 g.L* de Agar. O meio

foi esterilizado em autoclave a 121° C e 1,1 Kgf.cm, por 20 minutos.
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Apds a autoclavagem, o meio de cultura foi transferido para Camara de Fluxo Laminar,

onde permaneceu até sua temperatura atingir aproximadamente 60°C. Neste momento, foi

adicionado 1,5 mL do antibi6tico Timetin® 3,0 g + 0,1 g, da GlaxoSmithKline®, obtendo-se

uma concentracao final do antibi6tico no meio de cultura de 75 ug/100 mL. A seguir, 0 meio
foi transferido para tubos de ensaio (15 x 2,5 cm).

Apos inoculagdo das sementes nos tubos de ensaio, os mesmos foram transferidos para

Sala de Crescimento a temperatura de 25+2°C, iluminadas com intensidade luminosa de 2,0 x

10" pE.cms?2, fornecidos por lampadas fluorescentes brancas frias (GE.85 W) e—fotoperiodo

de 16 horas-por um periodo de quatro meses.

4.3. Elicitacdo de plantas jovens de Picrolemma sprucei com jasmonato de

metila (MeJa), salicilato de metila (MeSa) e acido salicilico (AS)

Este experimento foi realizado na Casa de Vegetacdo anexa ao Laboratdrio de Cultura
de Tecidos Vegetais-LCTV-da Universidade Federal do Amazonas, Manaus - AM. Mudas
jovens de Picrolemma sprucei Hook. f. mantidas em casa de vegeta¢do, medindo entre 10 e 30
cm de altura, foram tratadas com jasmonato de metila (marca Sigma-Aldrich), salicilato de
metila sintético (marca Reagen) e acido salicilico (marca Reagen), todos grau P.A., por 0, 24,
48 e 72 horas, segundo adaptacdo do protocolo descrito por RODRIGUEZ-SAONA et al.
(2001). Foram aplicados 200 pL de uma solucdo etandlica de jasmonato de metila (10% v/v)
em pecas de algoddo colocadas na altura do colo das plantas. O mesmo procedimento foi
utilizado com o salicilato de metila. Ja para o &cido salicilico, foram utilizados 180 uL de uma
solugéo deste (1,5 mM), sem a adicdo de alcool etilico. Logo em seguida, as plantas foram

envolvidas por um saco plastico para criar um microclima saturado com os elicitores. Para
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evitar a exposicao das plantas a temperaturas excessivas, foram feitos dois orificios em cada
lado dos sacos plasticos (Figura 4.2).

O controle experimental (branco) foi feito com algoddo + 180 pL de alcool etilico,
colocados sob as mesmas condi¢6es de cultivo. Apds o tempo estipulado (0, 24, 48 e 72 horas),
amostras das plantas foram coletadas para o preparo do extrato.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro individuos por

tratamento, sendo cada um considerado uma réplica.

Figura 4.2 — Vista do experimento de elicitacdo de plantas jovens de P. sprucei mantidas em casa de vegetacdo do
LCTV — UFAM.

4.4. Avaliacdo da concentracdo de quassinoides em plantas jovens por

Cromatografia de Camada Delgada/ Fotodensitometria

Foram dosados os quassinéides isobruceina B e neosergeolida de plantas jovens de
areas de regeneracdo no habitat natural da planta e de plantas jovens mantidas em casa de
vegetacdo elicitadas com MeJa, MeSa e AS. Foram coletados 15 individuos para proceder as

analises
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4.4.1. Reagentes

Os reagentes utilizados neste experimento foram de grau técnico e previamente

destilados.

4.4.2. Equipamentos

—Balanga analitica, marca Mettler — Toledo, modelo AB204, limite 210 g.
—Lampada UV, marca Spectroline, modelo CX-20, ultraviolet fluorescence analysis
cabinet. Onda longa (365 nm) e onda curta (254 nm) (CPPN/INPA).

— Ultrassom, marca Ultrasonic, modelo USC 1400.

4.4.3. Preparo do extrato metandlico

4.4.3.1. Plantas de regeneragao e plantas elicitadas

O preparo do extrato metanolico das plantas de regeneracdo e das plantas elicitadas foi
realizado no Laboratorio de Principios Ativos da Amazonia— LAPAAM, Coordenagdo de
Pesquisas em Produtos Naturais— CPPN, do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia—
INPA. Folhas, caules e raizes foram cortados, com auxilio de uma tesoura, até terem seu
tamanho reduzido para 3-5 mm, sendo separados para cada individuo. Este material foi pesado
para obtencdo de peso fresco e, em seguida, secado em estufa a uma temperatura de 60£2°C,
por 48 horas. Depois de seco, o material foi esfriado e pesado para obtencao de peso seco.

As amostras de plantas foram colocadas em frascos de 200 mL e submetidas a extragdo
com metanol por trés dias em repouso. Uma vez por dia esse material era agitado e colocado

em banho de ultrassom por 15 minutos. O extrato metandlico obtido foi filtrado em papel de
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filtro, secado em temperatura ambiente por trés dias e pesado para obtencdo do peso do extrato
seco. A seguir, o extrato foi ressolubilizado em 2 mL de MeOH, com utilizacdo do banho de

ultrassom.

4.4.3.2. Plantulas in vitro

Devido ao reduzido tamanho e massa das plantulas in vitro, um protocolo especifico
de preparo do extrato metanolico foi adotado. O preparo deste extrato foi realizado no
Laboratorio de Fisica e Quimica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da
Universidade de S&o Paulo. Um total de oito pléntulas in vitro foi utilizado para o preparo do
extrato. Assim como descrito anteriormente, as plantas foram cortadas e separadas em caules,
folhas e raizes e, em seguida, pesadas para obtencdo do peso fresco. A seguir, foram colocadas
em eppendorfs, congeladas e liofilizadas. O material foi pesado para obten¢édo de peso seco.

Ainda no interior dos eppendorfs, com o auxilio de um tubo de vidro, as amostras
foram fracionadas até diminuirem o volume. Em seguida, foram adicionados 1000 pL de uma
mistura de metanol/agua (9:1) para as amostras de caule e folhas e 500 pL da mesma mistura
para as raizes, que apresentavam menor massa. O material foi deixado extraindo por trés dias,
sendo que, uma vez por dia, as amostras foram colocadas durante uma hora no ultrassom.
Posteriormente, foi feito um clean-up do material utilizando hexano, sendo os extratos reunidos

e filtrados em mini filtros antes da injecéo.

4.4.4. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

O sistema de cromatografia liquida utilizado na determinacdo dos quassinodides

isobruceina B e neosergeolida foi constituido de um Cromatdgrafo Liquido, marca Shimadzu,
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modelo LC-10, com um detector de arranjo de iodo, bomba ternaria LC-AO, auto-amostrador
SIL-10A e um controlador de sistema CBM-10A (Kyoto, Japdo). Uma coluna analitica LC-18
Supelcosil® (d. i. 250 mm x 4,6 mm, tamanho das particulas de 5 pm) da Supelco (Bellefonte,
PA, EUA) foi usada na preparacédo. A fase mdvel consistiu de um gradiente de acetonitrila:acido
trifluoroacético aquoso 0,05% liberado em um fluxo de 1 mL.min, como segue: incremento
da concentracdo de acetonitrila no eluente (15% em 0 min. e um gradiente linear de até 100%

em 30 min.)

4.4.5. Cromatografia de camada delgada (CCD)

4.4.5.1. Preparo da curva de calibracdo e dos padrdes

Foram pesados analiticamente 25 mg de isobruceina B e 25 mg de neosergeolida em
baldo volumeétrico de 10 mL, adicionado 5 mL de metanol, colocado em banho de ultrassom
até a completa dissolugdo da amostra, sendo completado o volume com metanol (solucdo 2,5
mg.mL?). Em seguida, foi transferido uma aliquota de 1,0 mL desta solugdo para baldo

volumétrico de 10 mL e completado o volume com metanol (solugdo 0,25 mg.mL™).

4.4.5.1.2. Aplicacdo das amostras e padrbes

Foram utilizadas cromatoplacas Merck (PN 1.05554). Foram mantidas as distancias
de 2,0 cm da borda inferior, 1,5 cm das bordas laterais e 1,5 cm entre as aplicaces. Foram
aplicados 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0 uL da solugdo padrdo de isobruceina (conc. 0,25 mg.mL™) nas

posicdes 5 a 8, respectivamente.
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Foram aplicados 3 pL das amostras em duplicata alternando as posi¢des da aplicacéo, isto é,
amostra 1 - posicfes 1 e 9, amostra 2 - posi¢oes 2 e 10, amostra 3 - posicdes 3 e 11 e amostra 4

- posicoes 4 e 12 (Figura 4.3).

Figura 4.3 — Representacgdo esquematica das aplica¢des na cromatoplaca.

O mesmo procedimento anteriormente descrito foi repetido para o padrdo de

neosergeolida.

4.45.3. Eluente

O eluente utilizado foi uma mistura de éter:isopropanol (9:1; v/v). Foi preparado

aproximadamente 100 mL do eluente, que foi trocado diariamente.

4.4.5.4. Reveladores para CCD

Solucéo de anisaldeido — Em um erlenmeyer de 100 mL, foi adicionado 50 mL de

acido acético glacial e 0,5 mL de anisaldeido. Em seguida, foi adicionado lentamente e sob



71
agitacdo 1,0 mL de &cido sulfarico concentrado. A solucdo apresentou coloracdo laranja-

avermelhado e foi mantida ao abrigo da luz.

Solucéo etandlica de acido fosfomolibidico (1:1) — Foi pesado 100 g do acido

fosfomolibidico e adicionado a 100 mL de etanol em um erlenmeyer de 250 mL, agitando-se

até a completa dissolucdo do &cido. A solucéao foi guardada ao abrigo da luz.

Revelacdo — A solucéo de anisaldeido foi aplicada sobre a cromatoplaca da forma mais
homogénea possivel, utilizando um borrifador. Foi aplicada no sentido horizontal e vertical até
a placa ficar completamente umidecida. Em seguida, a placa foi colocada em estufaa 110°C e
mantida por 5 min. Os quassinoides isobruceina B e neosergeolida ndo séo revelados somente
com a solucdo de anisaldeido, sendo necessario também a aplicacdo da solucdo etandlica de

acido fosfomolibidico de forma similar a descrita anteriormente.

4.45.5. Preparo dos padroes

Os quassindides isobruceina B e neosergeolida utilizados como padrdes de referéncia
neste experimento foram cedidos pelo Dr. Adrian Pohlit, do Laboratoério de Principios Ativos
da Amazonia—LAPAAM, Coordenagdo de Pesquisa em Produtos Naturais—CPPN, do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia—INPA e foram isolados de P. sprucei de acordo com

SILVA et al. (2009).
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4.4.6. Quantificacdo dos quassinoides isobruceina B e neosergeolida

A quantificacdo dos quassinoides foi feita por comparacdo entre as medidas das
intensidades das densidades dos spots das amostras e padrGes, em densitdbmetro de alta
resolucdo, marca GE Healthcare®, modelo ImageScanner 111%.

As cromatoplacas foram escaneadas utilizando-se o software LabScan® 6.0, Uppsala-
Suécia. A andlise das imagens foi realizada utilizando-se o software Image Quant® TL 1D,

version 7.0.

4.4.7. Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, com auxilio do programa estatistico SANEST

(ZONTA & MACHADO, 1984).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Desinfestacao e estabelecimento in vitro da cultura de Picrolemma

sprucei

Frutos de Picrolemma sprucei serviram como material inicial para o seu
estabelecimento in vitro. As sementes obtidas apds o despolpamento desses frutos
apresentavam-se altamente infestadas por micro-organismos.

Apo6s o teste de antibiograma realizado com o meio contaminado com bactérias
presentes nas sementes de P. sprucei, foi definida sensibilidade destas aos seguintes
antibidticos:

= Sulfazotrim

= Ticarcilina + Clavulonato

E assim foi definido o produto comercial Timentin® 3,0 g + 0,1 g (ticarcilina dissodica
+ clavulanato de potassio), da GlaxoSmithKline®, na concentragio de 75 pg/100 mL para uso
no meio de cultura. A partir de entdo, foi obtida uma taxa de desinfestacdo das sementes de

60,0% (Tabela 5.1).

Concentracdo | Tempo de N° de Contaminadas Descontaminadas Mortas
hipoclorito exposicdo  sementes

sodio

1,5% 5 min. 10 10 0 0
30 min. 10 8 0 2

2,5% 5 min. 10 5 2 3
30 min. 10 3 6 1

5,0% 5 min. 10 2 0 8
30 min. 10 0 0 10

Tabela 5.1 — Resultado dos testes de descontaminacéo de sementes de P. sprucei.

Apos desinfestadas e inoculadas, o inicio das germinacdes das sementes foi observado

apos 32 dias. As plantas cresceram e, ao atingirem 5 cm, foram subcultivadas em meio MS.
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Apos 120 dias de cultivo in vitro, as plantas foram utilizadas para a quantificacdo dos

quassindides isobruceina B e neosergeolida.

5. 2. Determinacao de quassindides em plantulas in vitro

Plantas de Picrolemma sprucei obtidas a partir de sementes germinadas in vitro e
mantidas por 120 dias nestas condi¢Ges foram utilizadas para determinagdo dos quassinoides
isobruceina B e neosergeolida. Esses testes serviriam para que fossem feitos os ajustes
necessarios a determinacao desses metabolitos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) em micro amostras, como é o caso das plantas in vitro. E também para que fossem
iniciados os testes de estimulacdo e acumulo desses quassindides com o uso de elicitores nestas
plantas. O resultado das analises em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) mostrou
que as plantas de Picrolemma sprucei cultivadas in vitro apds 120 dias, ndo produziram o0s

quassindides isobruceina B e neosergeolida em quantidades detectaveis (Figuras 5.1 a 5.5).

Padriies
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Figura 5.1 — Cromatograma do padrdo de neosergeolida utilizado na determinacdo deste metabolito em plantas de
P. sprucei apds 120 dias de cultivo in vitro por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.
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Figura 5.2 — Cromatograma do padrdo de isobruceina B utilizado na determinacéo deste metabolito em plantas
de P. sprucei apds 120 dias de cultivo in vitro por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.
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Figura 5.3 — Cromatogramas da determinacao de isobruceina B e nesergeolida em folhas de P. sprucei ap6s 120
dias de cultivo in vitro por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.
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Figura 5.4 — Cromatogramas da determinacdo de isobruceina B e nesergeolida no caule de P. sprucei (dividido
em duas amostras) ap6s 120 dias de cultivo in vitro por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.
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Figura 5.5 — Cromatogramas da determinacao de isobruceina B e nesergeolida em raizes de P. sprucei ap6s 120
dias de cultivo in vitro por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.
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Ndo foram detectados os quassindides isobruceina B e neosergeolida por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) em plantulas de Picrolemma sprucei obtidas
a partir de sementes germinadas e cultivadas in vitro por 120 dias (Figuras 5.1 a 5.5). A partir
dos resultados acima descritos, a estratégia deste projeto foi mudada e partiu-se, entéo, para a
determinacdo da ocorréncia desses quassindides em populagBes naturais dessa espécie. A
seguir, serdo mostrados os resultados da determinacdo de isobruceina B e neosergeolida em
plantas juvenis de P. sprucei coletadas em areas em torno de plantas matrizes adultas que
produzem sementes e que formam, assim, areas com grandes quantidades de pequenos

individuos denominadas de “areas de regeneracdo” (Figura 5.2 e Anexo 2).

5. 3. Determinacao de quassindides em plantas de regeneracéo

Em raizes de plantas de regeneracdo pode-se observar grande variacdo ndo sé na
concentracdo dos dois quassindides avaliados como também na proporcdo entre eles. A
concentracdo de isobruceina B variou entre 0,07% e 0,73% da massa do extrato seco,
alcancando um valor médio de 0,30%. A determinacdo de neosergeolida mostrou que sua
concentracdo € maior que a de isobruceina B em 85,72% dos individuos destas plantas e variou
entre 0,03 e 1,02%, com média de 0,46%. Alguns individuos se destacam na producdo dos
quassinodides como, por exemplo, o # 1, # 2 e # 9. Nos dois primeiros, a concentracdo de
neosergeolida fica proxima de 1%, mas a de isobruceina fica em torno de 0,30%. O individuo
# 9, no entanto, apresentou concentra¢fes maiores para ambos 0s metabdlitos avaliados, 0,89%
e 0,73 %, para neosergeolida e isobruceina, respectivamente (Grafico 5.1). Os valores das

concentragdes obtidas estdo listados em planilha no Anexo 2 (a, b e ).
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Gréfico 5.1 Determinacdo de isobruceina B e neosergeolida em raizes de plantas de regeneragdo de P. sprucei
por CCD/fotodensimetria.

No caule das plantas de regeneragdo a concentracdo de isobruceina B variou de 0,04%
a 0,85%, com valor médio de 0,25%. Observa-se aqui uma diferenca na proporc¢éo entre os dois
quassindides avaliados. Enquanto nas raizes a concentracao de neosergeolida foi maior em mais
de 85% dos individuos, no caule esse metabolito s6 se apresentou em maiores concentraces
em 33,3% destes. A concentracao de neosergeolida variou de 0,09% a 0,65%, com valor médio
de 0,24%. Foi observado a queda nos teores de quassindides no caule de P. sprucei quando
comparado as concentracdes determinadas em suas raizes. A concentracdo de isobruceina B
caiu 16,6% enquanto a queda de neosergeolida foi maior, de 47,83%. O individuo #9 se
destacou na producdo de quassindides, com concentracdo de 0,85% para isobruceina e 0,65%
para neosergeolida (Gréfico 5.2). Os valores das concentracdes obtidas estdo listados em uma

planilha no Anexo 2 (a, b, ¢).
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Gréfico 5.2— Determinacéo de isobruceina B e neosergeolida no caule de plantas de regeneracao de P. sprucei
por CCD/fotodensimetria.

As folhas das plantas de regeneragdo de P. sprucei apresentaram as maiores
concentragdes individuais tanto para isobruceina B (0,95%) quanto para neosergeolida (2,37%).
Mas a varia¢cdo na concentracdo entre os individuos, de 0,07 a 0,95%, para a isobruceina B e
0,04 a 2,37% para a neosergeolida, resultou em médias de 0,30 e 0,57% para os dois,
respectivamente. Alguns individuos se destacaram. Foi o0 caso do individuo #3, que apresentou
uma concentracdo de neosergeolida de 2,3% de seu extrato seco, bem diferente do individuo
#10, cuja concentracao foi de apenas 0,04% (Gréafico 5.3). Os valores das concentracfes obtidos

estdo listados em planilha no Anexo 2 (a, b, c).
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Gréfico 5.3— Determinacdo de isobruceina B e neosergeolida nas folhas de plantas de regeneragdo de P. sprucei
por CCD/fotodensimetria.

Pohlit et al. (2009) determinaram a concentracdo de isobruceina B e neosergeolida em
infusdes feitas a partir do caule de P. sprucei, que sdo comumente utilizadas como antimaléricas
por populacdes tradicionais da Amazonia, utilizando metodologia de Cromatografia Liquida
acoplada a Espectrometria de Massa (LC-ESI-MS) e quantificaram 60,1 pg.L* para isobruceina
e 774 pg.L? para neosergeolida. Apesar de termos utilizado metodologia bem diferente da
utilizada por Pohlit e seus colaboradores, observamos uma concentragdo maior de

neosergeolida nos caules da maioria dos individuos por nés analisados.

5. 4. Estimulacéo e acumulo de quassinoides em plantas de viveiro

5. 4. 1. Plantas submetidas ao Jasmonato de Metila (MelJa)

No tratamento com Mela, o0 maior acUmulo de isobruceina foi observado em raiz
(2,67%) apds 72 horas, seguido de folhas (1,82%) apds 48 horas. O maior incremento,

comparado com o controle, foi observado nas folhas (65,45%). Apesar disso, nenhum dos
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tratamentos com MeJa apresentou diferenca estatisticamente significativa quando comparado

ao controle (Tabela 5.2).

Partes da
planta Controle (%) Mela 24h (%) MelJa 48h (%) Mela 72h (%)
Raiz 2,24 aA 0,73aA 2,04 aA 2,67 aA
Caule 3,02aA 0,48 aA 1,06 aA 2,14 aA
Folhas 1,10 aA 0,91 aA 1,82 aA 1,06 aA

Tabela 5.2— Concentracdo de isobruceina B (%) nas plantas submetidas ao tratamento com o MeJa.

Observacdo: Médias seguidas por letras distintas, mindsculas na vertical, dentro de cada periodo de tempo e entre
as partes da planta avaliada, mindscula na horizontal, entre os periodos de tempo e dentro de cada
parte da planta avaliada, diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de significancia de 5%
de probabilidade.

Com relacéo a neosergeolida, o maior acimulo foi observado em raiz (4,82%), apds
72 horas, valor este maior que o dobro acumulado no caule (2,03%) apds 48 horas e que
representou um incremento de 197,5% em relacdo ao controle. Ainda assim, estes resultados

ndo foram estatisticamente diferentes do controle (Tabela 5.3).

Partes da
planta Controle (%) Mela 24h (%) MelJa 48h (%) Mela 72h (%)
Raiz 2,44 aA 2,23 aA 344aA 4,82aA
Caule 1,11aA 1,61 A 2,07 aA 1,16 aA
Folhas 0,61 aA 0,60 aA 0,89 aA 0,78 aA

Tabela 5.3— Concentracdo de neosergeolida (%) nas plantas submetidas ao tratamento com o MeJa.

Observagdo: Médias seguidas por letras distintas, minUsculas na vertical, dentro de cada periodo de tempo e entre
as partes da planta avaliada, mintdscula na horizontal, entre os periodos de tempo e dentro de cada
parte da planta avaliada, diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de significancia de 5%
de probabilidade.

Silva (2007) avaliou a producdo de 6leos essenciais de plantulas de Melissa officinalis
(L.) in vitro elicitadas com jasmonato de metila e também n&o relatou ter havido diferenca
estatisticamente significativa da producdo dos Oleos pelas plantas quando comparado ao

controle. Foi observado, em levantamento bibliografico, ndo haver trabalhos de elicitacdo de
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metabolitos in vivo, ou seja, utilizando plantas em casa de vegetacao, como aqui descrito. Todos
os trabalhos levantados utilizaram metodologia de elicitacdo de plantas in vitro.

Jasmonatos sdo compostos derivados de lipideos, conhecidos como hormonios
vegetais “ndo tradicionais” (CRELLMAN & MULLET, 1997) que exercem Varios efeitos sobre
0 crescimento e desenvolvimento vegetal. Entretanto, nos Gltimos anos, o principal aspecto
estudado dos jasmonato tem sido seu papel na defesa da planta. A acdo do acido jasménico e
do jasmonato de metila como elicitador de metabolitos secundarios em plantas € bem
conhecida: a exposicdo de células, tecidos e oOrgdos tém estimulado significantemente a
producdo de varias classes de alcaldides (ZABETAKIS et al., 1999), substancias fendlicas
(LEE et al., 1997), cumarinas (SHARAN et al., 1998) e acidos hidroxicinamicos (BIONDI et
al., 2000). O jasmonato aplicado exogenamente exerce varios efeitos, tanto inibitério quanto
promotor, na forma de alteracdes morfoldgicas e fisioldgicas (SEMBDNER & PARTHIER,

1993).

5. 4. 2. Plantas submetidas ao Salicilato de Metila (MeSa)

No tratamento com MeSa, o maior acimulo de isobruceina foi observado em raiz
(5,03%) apds 48 horas, 0 que representou um incremento de 124,5% em relacdo ao controle
(2,24%) e de 58,2% em relacdo ao segundo maior acimulo (3,18%), observado no caule. Este
resultado é estatisticamente diferente tanto do controle quanto do acumulo observado nas outras
partes das plantas avaliadas. Neste tratamento, independentemente da parte da planta utilizada,
0 tempo 6timo de exposicao foi de 48 h, ja que foi observado um decréscimo no acimulo de

isobruceina B apds 72 h para todas as partes das plantas testadas (Tabela 5.4).
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Partes da
planta Controle (%) MeSa 24h MeSa 48h MeSa 72h
(%) (%) (%)
Raiz 2,24aB 2,39aB 5,03 aA 1,10 aB
Caule 3,02aA 1,67 aB 3,18 bA 1,28 aB
Folhas 1,10 bA 0,62 bA 1,05 cA 0,94 aA

Tabela 5.4— Concentracdo de isobruceina B (%) nas plantas submetidas ao tratamento com o elicitor MeSa.

Observacdo: Médias seguidas por letras distintas, mindsculas na vertical, dentro de cada periodo de tempo e entre
as partes da planta avaliada, mintscula na horizontal, entre os periodos de tempo e dentro de cada
parte da planta avaliada, diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de significancia de 5%
de probabilidade.

Um padrdo de acumulo diferente dos ja descritos aqui foi observado para a
neosergeolida neste tratamento. Pela primeira vez, o maior acumulo foi observado em folhas
(9,28%), com um incremento de 1400% comparado ao controle. Para todas as partes das plantas
avaliadas, o maior acumulo foi observado apds 72 horas. Nas primeiras 24 e 48 h houve uma
inibicdo da producéo deste quassindide, e o valor acumulado chegou a ser inferior ao controle,
mas alcancou, ao final das 72 horas, a maior concentracdo observada entre todos os tratamentos,

com diferenca estatisticamente significante (Tabela 5.5).

Partes da
planta Controle (%) MeSa 24h MeSa 48h MeSa 72h
(%) (%) (%)
Raiz 2,44 aB 1,66 aB 0,97 aB 8,04 aA
Caule 1,11aB 1,19aB 1,11aB 4,13bA
Folhas 0,61 aB 0,25 aB 0,27 aB 9,28 aA

Tabela 5.5- Concentracdo de neosergeolida (%) nas plantas submetidas ao tratamento com o elicitor MeSa.

Observacdo: Médias seguidas por letras distintas, mindsculas na vertical, dentro de cada periodo de tempo e entre
as partes da planta avaliada, mindscula na horizontal, entre os periodos de tempo e dentro de cada
parte da planta avaliada, diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de significancia de 5%
de probabilidade.
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Silva (2007) também obteve os maiores acumulos de 6leos essenciais em Melissa
officinalis (L.) cultivadas in vitro com o tratamento de salicilato de metila, corroborando com

0s nossos resultados aqui descritos.

5. 4. 3. Plantas submetidas ao Acido Salicilico (AS)

As plantas tratadas com AS nédo apresentaram diferenca estatisticamente significante
quanto ao acumulo de isobruceina B para nenhuma das partes tratadas em qualquer dos tempos
de exposicdo quando comparadas ao controle ou quando comparadas entre si (Tabela 5.6). O

AS inibiu o acimulo de 6leos essenciais de Melissa officinalis in vitro (SILVA, 2007).

Partes da
planta Controle (%) AS 24h (%) AS48h (%)  AS 72h (%)
Raiz 2,24 aA 2,68 aA 0,60 aA 1,232A
Caule 3,02aA 1,85 aA 0,26 aA 2,48 aA
Folhas 1,10 aA 1,10 bA 1,75 aA 1,38 aA

Tabela 5.6— Concentracdo de isobruceina B (%) nas plantas submetidas ao tratamento com o elicitor AS.

Observagdo: Médias seguidas por letras distintas, minUsculas na vertical, dentro de cada periodo de tempo e entre
as partes da planta avaliada, mintscula na horizontal, entre os periodos de tempo e dentro de cada
parte da planta avaliada, diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de significancia de 5%
de probabilidade.

No tratamento com AS houve incremento no acimulo de neosergeolida em todas as
partes das plantas testadas, apos 48 horas de exposi¢do, quando comparadas ao controle. Assim,
este se revelou ser o tempo 6timo de exposicdo de P. sprucei a este elicitor, para o0 metabolito
em referéncia, uma vez que, a partir dai, foi observado queda neste acimulo. O maior valor
observado no acumulo deste metabdlito ocorreu nas folhas apos 48 horas (6,79%), com

incremento de mais de 100% comparado ao controle (Tabela 5.7).
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Partes da
planta Controle (%) AS 24h (%) AS48h (%)  AS 72h (%)
Raiz 2,44 aB 0,76 aB 5,06 bA 1,64 aB
Caule 111aB 1,13aB 3,87 bA 1,15aB
Folhas 0,61aB 1,67 bB 6,79 bA 0,14 aB

Tabela 5.7— Concentracdo de neosergeolida (%) nas plantas submetidas ao tratamento com o elicitor AS.

Observacdo: Médias seguidas por letras distintas, mindsculas na vertical, dentro de cada periodo de tempo e entre
as partes da planta avaliada, mindscula na horizontal, entre os periodos de tempo e dentro de cada
parte da planta avaliada, diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de significancia de 5%
de probabilidade.

5. 4. 4. Comparacdo entre os tratamentos no acimulo de isobruceina B em raizes

Quando comparamos os tratamentos testados, observamos que o maior acumulo de
isobruceina B em raizes aconteceu em plantas elicitadas com salicilato de metila, apds 48 horas,
cuja concentracao alcangou 5,03% da massa de seu extrato seco. Essa concentragéo foi 87,68%
maior que os outros dois tratamentos testados, que acumularam 2,68 e 2,67%, para AS, apds 24
h e MelJa, apds 72 h, respectivamente. O tempo de exposicao de 48 h foi também o tempo 6timo
de actimulo, pois apds 72 h esse valor cai para 1,10% da massa do extrato (Tabela 5.8). Este foi

0 Unico tratamento com diferencas estatisticamente significativas.

Isobruceina B: raizes

MeJa MeSa AS
Controle 2,24 aA 2,24 bA 2,24 aA
24h 0,73 aA 2,39 bA 2,68 aA
48 h 2,04 aB 5,03 aA 0,60 aB
72h 2,67 aA 1,10 bA 1,23 aA

Tabela 5.8 — Acimulo de isobruceina B (%) em raizes sob os diversos tratamentos testados.

Observacdo: Médias seguidas por letras distintas, mindsculas na vertical, dentro de cada periodo de tempo e entre
as partes da planta avaliada, mindscula na horizontal, entre os periodos de tempo e dentro de cada
parte da planta avaliada, diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de significancia de 5%
de probabilidade.
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5. 4. 5. Comparacao entre os tratamentos no acimulo de neosergeolida em raizes

O maior acimulo de neosergeolida nas raizes de P. sprucei foi observado no
tratamento de salicilato de metila apos 48 h. Esse tratamento alcangou a concentracao de 8,04%

e foi 58,89% maior que o tratamento com acido salicilico, que acumulou 5,06% apds 48 h

(Tabela 5.9).
Neosergeolida: raizes
MelJa MeSa AS
Controle 2,44 aA 2,44 bA 2,44 bA
24 h 2,23 aA 1,66 bA 0,76 bA
48 h 3,44 aA 0,97 bB 5,06 aA
72h 4,82 aA 8,04 aA 1,64 bB

Tabela 5.9 — Acimulo de neosergeolida (%) em raizes sob os diversos tratamentos testados.

Observagdo: Médias seguidas por letras distintas, minUsculas na vertical, dentro de cada periodo de tempo e entre
as partes da planta avaliada, mindscula na horizontal, entre os periodos de tempo e dentro de cada
parte da planta avaliada, diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de significancia de 5%
de probabilidade.

5. 4. 6. Comparacdo entre os tratamentos no acumulo de isobruceina B no caule
No caule, nenhum dos tratamentos estimulou o acimulo de isobruceina B, com
diferencas significativas. Mas o jasmonato de metila e o acido salicilico inibiram o acimulo

deste metabdlito (Tabela 5.10).
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Isobruceina B: caule

MelJa MeSa AS
Controle 3,02 aA 3,02 aA 3,02 aA
24 h 0,48 bA 1,67 aA 1,85 bA
48 h 1,06 aB 3,18 aA 0,26 bB
72h 2,14 aA 1,28 aA 2,48 aA

Tabela 5.10 — Actimulo de isobruceina B (%) no caule sob os diversos tratamentos testados.

Observacdo: Médias seguidas por letras distintas, mindsculas na vertical, dentro de cada periodo de tempo e entre
as partes da planta avaliada, mindscula na horizontal, entre os periodos de tempo e dentro de cada
parte da planta avaliada, diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de significancia de 5%
de probabilidade.

5. 4. 7. Comparagéo entre os tratamentos no acumulo de neosergeolida no caule

O tratamento com salicilato de metila, apds 72 h, resultou no maior acumulo de
neosergeolida no caule da planta, alcan¢ando a concentracéo de 4,13%, com um incremento de
272,07% no acumulo do metabdlito. O acido salicilico estimulou um acimulo 3,87% menor

apos 48 h (Tabela 5.11).

Neosergeolida: caule

MelJa MeSa AS
Controle 1,11 aA 1,11 bA 1,11 bA
24 h 1,61 aA 1,19 bA 1,13 bA
48 h 2,07 aB 1,11 bB 3,87 aA
72h 1,16 aB 4,13 aA 1,15bB

Tabela 5.11 — Acumulo de neosergeolida (%) no caule sob os diversos tratamentos testados.

Observacdo: Médias seguidas por letras distintas, mindsculas na vertical, dentro de cada periodo de tempo e entre
as partes da planta avaliada, mindscula na horizontal, entre os periodos de tempo e dentro de cada
parte da planta avaliada, diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de significancia de 5%
de probabilidade.
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5. 4. 8. Comparagéo entre os tratamentos no acumulo de isobruceina B nas

folhas

Quanto ao acumulo de quassinoides nas folhas, ndo foram observadas diferencas

estatisticamente significativas entre os tratamentos testados (Tabela 5.12).

Isobruceina B: folhas

MelJa MeSa AS
Controle 1,10 aA 1,10 aA 1,10 aA
24 h 0,91 aA 0,62 aA 1,10 aA
48 h 1,82 aA 1,05 aA 1,75 aA
72h 1,06 aA 0,94 aA 1,38 aA

Tabela 5.12 — Acumulo de isobruceina B (%) nas folhas sob os diversos tratamentos testados.

Observagdo: Médias seguidas por letras distintas, mindsculas na vertical, dentro de cada periodo de tempo e entre
as partes da planta avaliada, mindscula na horizontal, entre os periodos de tempo e dentro de cada
parte da planta avaliada, diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de significancia de 5%
de probabilidade.

5. 4. 9. Comparacéo entre os tratamentos no acimulo de neosergeolida nas

folhas

Quanto ao acimulo de neosergeolida em folhas, dois tratamentos, o salicilato de metila
apo6s 72 h e o acido salicilico apds 48 h, estimularam um acUmulo muito significativo do
metabdlito, 9,28 e 6,79%, respectivamente, quando comparados ao controle. Entre eles ndo

houve diferenca estatisticamente significativa (Tabela 5.13).
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Neosergeolida: folhas

MelJa MeSa AS
Controle 0,61 aA 0,61 bA 0,61 bA
24 h 0,60 aA 0,25 bA 1,67 bA
48 h 1,89 aB 0,27 bB 6,79 aA
72h 1,78 aB 9,28 aA 0,14 bB

Tabela 5.13— Actimulo de neosergeolida (%) nas folhas sob os diversos tratamentos testados.

Observacdo: Médias seguidas por letras distintas, minUsculas na vertical, dentro de cada periodo de tempo e entre
as partes da planta avaliada, mindscula na horizontal, entre os periodos de tempo e dentro de cada
parte da planta avaliada, diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de significancia de 5%
de probabilidade.

6 — CONCLUSAO

O presente trabalho determinou os quassinoides isobruceina B e neosergeolida em
plantas in vitro, populac6es naturais de Picrolemma sprucei Hook. f. e utilizou plantas juvenis
desta espécie mantidas em viveiro com om objetivo de analisar o efeito dos elicitores jasmonato
de metila, salicilato de metila e acido salicilico na producdo desses quassindides, marcadores
da familia Simaroubaceae.

Plantas de Picrolemma sprucei Hook. f. germinadas e cultivadas in vitro, em meio de
cultura de solucdo salina basica MS (Murashige & Skoog, 1962), ap6s 120 dias de cultivo, ndo
apresentaram os quassindides isobruceina B e neosergeolida, presentes em populagcfes naturais
desta espécie, em niveis detectaveis por Cromografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Em plantas juvenis de populacfes naturais desta espécie, a ocorréncia desses quais se
mostrou variada nas suas concentragdes e proporcdes de ocorréncia entre 0s varios 6rgdos da

planta que os produzem.
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Nessas plantas, a maior concentracdo do quassindide isobruceina B foi de 0,95% do
extrato seco, enquanto que a de neosergeolida foi de 2,37%, ambas determinadas nas folhas.

Quanto a elicitacdo de plantas juvenis cultivadas em viveiro, 0 maior acimulo de
isobruceina B foi de 5,03% nas raizes.

O maior acumulo de neosergeolida foi de 9,28% nas folhas.

O salicilato de metila foi o melhor elicitor testado, estimulando os maiores acimulos
tanto de isobruceina B quanto de neosergeolida nas raizes, caule e, para neosergeolida, nas
folhas também.

O salicilato de metila estimulou o maior incremento no acimulo de neosergeolida
observado, que foi de 1.421,31%, ocorrido nas folhas.

O maior incremento no acumulo de isobruceina B foi de 124,55%, estimulado pelo

salicilato de metila e ocorrido apds 48 horas nas raizes.

7 — PERSPECTIVAS

1. Determinar a concentracdo de isobruceina B e neosergeolida em plantas adultas de
populacBes naturais para compara-las com as das plantas juvenis;

2. Ampliar o tempo de avaliacdo da elicitacdo das plantas cultivadas em viveiro;

3. Repetir as analises dos metabolitos aqui apresentados por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia;

4. Determinar a concentracdo de isobruceina B e neosergeolida em plantas germinadas em

viveiro;
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5. Ajustar a metodologia de elicitacdo in vivo para definir a melhor concentracédo e volume dos
elicitores utilizados;
6. Determinar se ha diferenca na concentracdo de quassindides de plantas crescidas em
diferentes graus de sombreamento;
7. Determinar a concentracdo de isobruceina B e neosergeolida de plantas aclimatizadas e
recolocadas em seu habitat natural (apos cultivo in vitro), com diferentes idades, a fim de avaliar

quando a planta comeca a produzi-los.
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ANEXOS

DOSAGENS DE QUASSINOIDES — ELICITACAO — JASMONATO DE METILA
(24,48 e72h).

DOSAGENS DE QUASSINOIDES — ELICITACAO — SALICILATO DE METILA
(24,48 e72h).

DOSAGENS DE QUASSINOIDES — ELICITACAO — ACIDO SALICILICO (24, 48
e 72h).

DOSAGENS DE QUASSINOIDES — ELICITACAO — CONTROLE.

DOSAGENS DE QUASSINOIDES — MUDAS DE REGENERACAO. PARTE DA
PLANTA: RAIZES.

DOSAGENS DE QUASSINOIDES — MUDAS DE REGENERACAO. PARTE DA
PLANTA: CAULE.

DOSAGENS DE QUASSINOIDES — MUDAS DE REGENERACAO. PARTE DA

PLANTA: FOLHAS.
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ANEXO 1 A - DOSAGEM DE QUASSINOIDES — JASMONATO (24,48 e 72 h)

DOSAGEM DE QUASSINOIDES - ELICITAGAO

TRATAMENTOS | AMOSTRAS Massa Massa Massa ISOBRUCEINA NEOSERGEOLIDA
seca(g) seca(mg)  Aplicada (ug) | 1%leitura % 1%leitura MEDIA | 1%leitura % laleitura MEDIA
R1 0,1287 128,70 0,19 0,05 0,04 0,04 3,69 2,87 2,87
R2 0,1166 116,60 0,17 2,15 1,84 1,84 2,01 1,72 1,72
R3 0,1798 179,80 0,27 1,63 0,91 0,91 1,16 0,65 0,65
R4 0,1432 143,20 0,21 0,20 0,14 0,14 5,25 3,67 3,67
MEDIA 0,73 2,23
JASMONATO C1 0,1243 124,30 0,19 0,12 0,10 0,10 1,61 1,30 1,30
DE C2 0,0934 93,40 0,14 0,68 0,73 0,73 1,21 1,30 1,30
METILA C3 0,1665 166,50 0,25 0,35 0,21 0,21 0,18 0,11 0,11
24 HS C4 0,1240 124,00 0,19 1,11 0,90 0,90 4,65 3,75 3,75
MEDIA 0,48 1,61
F1 0,3341 334,10 0,50 2,54 0,76 0,76 1,74 0,52 0,52
F2 0,4881 488,10 0,73 2,77 0,57 0,57 3,64 0,75 0,75
F3 0,1744 174,40 0,26 1,46 0,84 0,84 0,87 0,50 0,50
F4 0,3433 343,30 0,51 5,00 1,46 1,46 2,14 0,62 0,62
MEDIA 0,91 0,60
R1 0,0922 92,20 0,14 4,87 5,28 5,28 1,35 1,46 1,46
R2 0,1359 135,90 0,20 1,76 1,30 1,30 0,13 0,10 0,10
R3 0,3906 390,60 0,59 5,31 1,36 1,36 35,20 9,01 9,01
R4 0,9281 928,10 1,39 2,08 0,22 0,22 29,73 3,20 3,20
MEDIA 2,04 3,44
JASMONATO C1 0,1227 122,70 0,18 2,53 2,06 2,06 1,88 1,53 1,53
DE Cc2 0,1431 143,10 0,21 1,14 0,80 0,80 2,36 1,65 1,65
METILA C3 0,2228 222,80 0,33 1,99 0,89 0,89 4,69 2,11 2,11




48 HS ca 0,5409 540,90 0,81 2,71 0,50 0,50 16,09 2,97 2,97
MEDIA 1,06 2,07

F1 0,1130 113,00 0,17 2,97 2,63 2,63 1,67 1,48 1,48

F2 0,1834 183,40 0,28 3,26 1,78 1,78 0,10 0,05 0,05

F3 0,2075 207,50 0,31 3,86 1,86 1,86 0,54 0,26 0,26

F4 0,2815 281,50 0,42 2,91 1,03 1,03 5,00 1,78 1,78

MEDIA 1,82 0,89

R1 0,3433 343,30 0,51 1,83 0,53 0,53 17,21 5,01 5,01

R2 0,0823 82,30 0,12 3,02 3,67 3,67 5,60 6,80 6,80

R3 0,0821 82,10 0,12 2,93 3,57 3,57 321 391 391

R4 0,0930 93,00 0,14 2,71 2,91 2,91 331 3,56 3,56

MEDIA 2,67 4,82

JASMONATO Cc1l 0,2416 241,60 0,36 0,00 0,00 0,00 0,00
DE C2 0,0916 91,60 0,14 3,15 3,44 3,44 0,15 0,16 0,16
METILA c3 0,1015 101,50 0,15 2,49 2,45 2,45 0,32 0,32 0,32
72 HS c4 0,1262 126,20 0,19 3,36 2,66 2,66 5,23 4,14 4,14
MEDIA 2,14 1,16

F1 0,4189 418,90 0,63 1,34 0,32 0,32 1,38 0,33 0,33

F2 0,1603 160,30 0,24 1,76 1,10 1,10 1,21 0,75 0,75

F3 0,1499 149,90 0,22 2,49 1,66 1,66 2,45 1,63 1,63

F4 0,1846 184,60 0,28 2,14 1,16 1,16 0,73 0,40 0,40

MEDIA 1,06 0,78
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ANEXO 1 B - DOSAGEM DE QUASSINOIDES — SALICILATO (24, 48 ¢ 72 h)

DOSAGEM DE QUASSINOIDES - ELICITAGCAO

TRATAMENTOS | AMOSTRAS  Massa Massa Massa ISOBRUCEINA NEOSERGEOLIDA
seca(g) seca(mg) Aplicada (ug) | 12leitura % 12leitura MEDIA| 12leitura % laleitura MEDIA
R1 0,1381 138,10 0,21 1,81 1,31 1,31 2,49 1,80 1,80
R2 0,0862 86,20 0,13 2,92 3,39 3,39 2,81 3,26 3,26
R3 0,1269 126,90 0,19 2,37 1,87 1,87 0,12 0,09 0,09
R4 0,1688 168,80 0,25 5,05 2,99 2,99 2,47 1,46 1,46
MEDIA 2,39 1,66
SALICILATO C1l 0,1150 115,00 0,17 1,44 1,25 1,25 0,59 0,51 0,51
DE C2 0,1019 101,90 0,15 1,55 1,52 1,52 3,01 2,95 2,95
METILA C3 0,1111 111,10 0,17 1,55 1,40 1,40 0,37 0,33 0,33
24 HS C4 0,1720 172,00 0,26 4,29 2,49 2,49 1,65 0,96 0,96
MEDIA 1,67 1,19
F1 0,1694 169,40 0,25 2,32 1,37 1,37 0,16 0,09 0,09
F2 0,2400 240,00 0,36 1,65 0,69 0,69 0,82 0,34 0,34
F3 0,2442 244,20 0,37 0,96 0,39 0,39 0,44 0,18 0,18
F4 0,4826 482,60 0,72 0,11 0,02 0,02 1,88 0,39 0,39
MEDIA 0,62 0,25
R1 0,1521 152,10 0,23 9,72 6,39 6,39 2,76 1,81 1,81
R2 0,1304 130,40 0,20 6,56 5,03 5,03 1,36 1,04 1,04
R3 0,0969 96,90 0,15 4,22 4,36 4,36 0,67 0,69 0,69
R4 0,1045 104,50 0,16 4,53 4,33 4,33 0,33 0,32 0,32
MEDIA 5,03 0,97
SALICILATO C1 0,1120 112,00 0,17 2,17 1,94 1,94 0,79 0,71 0,71
DE C2 0,1248 124,80 0,19 5,66 4,54 4,54 1,02 0,82 0,82
METILA C3 0,1078 107,80 0,16 4,92 4,56 4,56 1,09 1,01 1,01
48 HS C4 0,1155 115,50 0,17 1,94 1,68 1,68 2,21 1,91 1,91




MEDIA 3,18 1,11

F1 0,2382 238,20 0,36 1,72 0,72 0,72 0,28 0,12 0,12

F2 0,2226 222,60 0,33 1,99 0,89 0,89 0,72 0,32 0,32

F3 0,1627 162,70 0,24 2,58 1,59 1,59 0,03 0,02 0,02

F4 0,2465 246,50 0,37 2,42 0,98 0,98 1,49 0,60 0,60

MEDIA 1,05 0,27

R1 0,1291 129,10 0,19 3,6 2,79 2,79 4,75 3,68 3,68

R2 0,1912 191,20 0,29 0,36 0,19 0,19 15,46 8,09 8,09

R3 0,1594 159,40 0,24 1,07 0,67 0,67 20,08 12,60 12,60

R4 0,3204 320,40 0,48 2,36 0,74 0,74 24,99 7,80 7,80

MEDIA 1,10 8,04

SALICILATO c1 0,1643 164,30 0,25 3.2 1,95 1,95 3,87 2,36 2,36
DE C2 0,1884 188,40 0,28 3,52 1,87 1,87 13,10 6,95 6,95
METILA C3 0,2006 200,60 0,30 1,57 0,78 0,78 10,37 5,17 5,17
72 HS c4 0,2832 283,20 0,42 1,49 0,53 0,53 5,80 2,05 2,05
MEDIA 1,28 4,13

F1 0,1611 161,10 0,24 2,19 1,36 1,36 19,42 12,05 12,05

F2 0,3627 362,70 0,54 2,28 0,63 0,63 37,35 10,30 10,30

F3 0,3236 323,60 0,49 3,10 0,96 0,96 33,00 10,20 10,20

F4 0,5531 553,10 0,83 4,49 0,81 0,81 25,25 4,57 4,57

MEDIA 0,94 9,28
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ANEXO 1 C - DOSAGEM DE QUASSINOIDES — ACIDO SALICILICO (24,48 ¢ 72 h)

DOSAGEM DE QUASSINOIDES - ELICITAGCAO

TRATAMENTOS | AMOSTRAS  Massa Massa Massa ISOBRUCEINA NEOSERGEOLIDA
seca(g) seca(mg) Aplicada (ug) | 12leitura % 12leitura MEDIA | 12leitura % laleitura MEDIA
R1 0,1084 108,40 0,16 0,78 0,72 0,72 0,55 0,51 0,51
R2 0,1069 106,90 0,16 0,30 0,28 0,28 0,39 0,36 0,36
R3 0,1535 153,50 0,23 6,52 4,25 4,25 1,49 0,97 0,97
R4 0,2924 292,40 0,44 15,98 5,47 5,47 3,54 1,21 1,21
MEDIA 2,68 0,76
C1 0,1379 137,90 0,21 1,49 1,08 1,08 0,31 0,22 0,22
ACIDO C2 0,0991 99,10 0,15 6,10 6,16 6,16 0,48 0,48 0,48
SALICILICO C3 0,1288 128,80 0,19 0,20 0,16 0,16 2,06 1,60 1,60
24 HS C4 0,2113 211,30 0,32 0,04 0,02 0,02 4,69 2,22 2,22
MEDIA 1,85 1,13
F1 0,1258 125,80 0,19 1,17 0,93 0,93 3,05 2,42 2,42
F2 0,1623 162,30 0,24 2,08 1,28 1,28 1,64 1,01 1,01
F3 0,1895 189,50 0,28 3,91 2,06 2,06 2,43 1,28 1,28
F4 0,4009 400,90 0,60 0,48 0,12 0,12 7,80 1,95 1,95
MEDIA 1,10 1,67
R1 0,2745 274,50 0,41 3,00 1,09 1,09 13,93 5,07 5,07
R2 0,1610 161,00 0,24 0,93 0,58 0,58 9,49 5,89 5,89
R3 0,1388 138,80 0,21 0,73 0,53 0,53 6,95 5,01 5,01
R4 0,1112 111,20 0,17 0,21 0,19 0,19 4,76 4,28 4,28
MEDIA 0,60 5,06
C1 0,2813 281,30 0,42 1,10 0,39 0,39 22,73 8,08 8,08
ACIDO C2 0,1214 121,40 0,18 0,03 0,02 0,02 4,42 3,64 3,64
SALICILICO C3 0,1733 173,30 0,26 0,68 0,39 0,39 3,43 1,98 1,98
48 HS C4 0,1113 111,30 0,17 0,26 0,23 0,23 1,98 1,78 1,78




MEDIA 0,26 3,87

F1 0,6208 620,80 0,93 1,13 0,18 0,18 23,94 3,86 3,86

F2 0,1969 196,90 0,30 3,25 1,65 1,65 15,39 7,82 7,82

F3 0,2509 250,90 0,38 3,00 1,20 1,20 18,96 7,56 7,56

F4 0,1114 111,40 0,17 4,44 3,99 3,99 8,83 7,93 7,93

MEDIA 1,75 6,79

R1 0,00 0,00 2,18  #DIV/0! #DIV/0! 2,19  #DIV/0! #DIV/0!

R2 0,00 0,00 251  #DIV/0! #DIV/0! 1,63  #DIV/0! #DIV/0!

R3 0,00 0,00 2,98  #DIV/0! #DIV/0! 7,21 #DIV/0! #DIV/0!

R4 0,00 0,00 1,99  #DIV/0! #DIV/0! 145  #DIV/0O! #DIV/0!

MEDIA #DIV/0! #DIV/0!

C1 0,00 0,00 3,96  #DIV/0! #DIV/0! 2,35  #DIV/0! #DIV/0!

ACIDO C2 0,00 0,00 3,23  #DIV/0! #DIV/0! 1,65  #DIV/0! #DIV/0!
SALICILICO C3 0,00 0,00 4,19  #DIV/0! #DIV/0! 3,08  #DIV/0! #DIV/0!
72 HS C4 0,00 0,00 3,63  #DIV/0! #DIV/0! 0,13  #DIV/0! #DIV/0!
MEDIA 0,00 0,00 #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!

F1 0,00 0,00 486  #DIV/0! #DIV/0! 0,04  #DIV/0! #DIV/0!

F2 0,00 0,00 553  #DIV/0! #DIV/0! 0,03  #DIV/0! #DIV/0!

F3 0,00 0,00 2,43  #DIV/0! #DIV/0! 0,86  #DIV/0! #DIV/0!

F4 0,00 0,00 1,73 #DIV/0! #DIV/0! 0,44  #DIV/O! #DIV/0!

MEDIA 0,00 0,00 #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
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ANEXO 1 D - DOSAGEM DE QUASSINOIDES - ELICITACAO - CONTROLE

R1 0,0427 42,70 0,06 0,94 2,20 2,20 0,06 0,14 0,14
R2 0,0217 21,70 0,03 0,83 3,82 3,82 0,29 1,34 1,34
R3 0,0566 56,60 0,08 0,98 1,73 1,73 2,57 4,54 454
R4 0,0538 53,80 0,08 0,65 1,21 1,21 2,01 3,74 3,74
MEDIA 2,24 2,44
Cc1 0,0955 95,50 0,14 0,93 0,97 0,97 0,66 0,69 0,69
BRANCO C2 0,0234 23,40 0,04 0,86 3,68 3,68 0,01 0,06 0,06
C3 0,0264 26,40 0,04 1,22 4,62 4,62 0,23 0,87 0,87
o7} 0,0300 30,00 0,05 0,84 2,80 2,80 0,85 2,83 2,83
MEDIA 3,02 1,11
F1 0,0669 66,90 0,10 0,91 1,36 1,36 0,03 0,04 0,04
F2 0,0581 58,10 0,09 1,01 1,74 1,74 1,20 2,07 2,07
F3 0,1449 144,90 0,22 0,93 0,64 0,64 0,36 0,25 0,25
F4 0,0938 93,80 0,14 0,61 0,65 0,65 0,08 0,09 0,09
MEDIA 1,10 0,61




ANEXO 2A - DOSAGEM DE QUASSINOIDES - MUDAS DE REGENERACAO

PARTE DA PLANTA: RAIZES
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AMOSTRAS Massa Massa Massa ISOBRUCEINA NEOSERGEOLI
seca (g) seca(mg) Aplicada (ug) | 1%leitura  2%leitura % 12 leitura % 22 leitura  MEDIA  DESVIO | 12leitura  replicata % la leitura % 2
R1 0,6632 663,20 0,99 1,62 2,54 0,24 0,38 0,31 0,10 8,32 5,27 1,25
R2 1,0399  1039,90 1,56 2,74 3,93 0,26 0,38 0,32 0,08 13,09 6,40 1,26
R3 1,2220  1222,00 1,83 3,22 3,51 0,26 0,29 0,28 0,02 5,36 6,04 0,44
R4 0,5504 550,40 0,83 0,74 3,44 0,13 0,63 0,38 0,35 2,95 2,00 0,54
R5 1,1406  1140,60 1,71 2,51 3,88 0,22 0,34 0,28 0,08 5,26 5,33 0,46
R6 0,9507 950,70 1,43 3,02 1,88 0,32 0,20 0,26 0,08 0,55 0,06
R7 0,8280 828,00 1,24 1,46 1,08 0,18 0,13 0,15 0,03 5,09 2,76 0,61
R8 2,6266  2626,60 3,94 4,58 5,75 0,17 0,22 0,20 0,03 9,06 3,51 0,34
R9 0,1896 189,60 0,28 1,20 1,55 0,63 0,82 0,73 0,13 3,36 0,01 1,77
R10 5,4429 544290 8,16 4,63 4,03 0,09 0,07 0,08 0,01 10,20 7,26 0,19
R11 3,1008  3100,80 4,65 2,89 1,73 0,09 0,06 0,07 0,03 8,99 6,98 0,29
R12 - - - - - - - - - - -
R13 2,1930  2193,00 3,29 1,85 2,86 0,08 0,13 0,11 0,03 1,90 3,81 0,09
R14 0,4851 485,10 0,73 1,19 2,75 0,25 0,57 0,41 0,23 2,45 2,33 0,51
R15 0,3761 376,10 0,56 1,93 3,05 0,51 0,81 0,66 0,21 0,85 2,39 0,23




ANEXO 2B —- DOSAGEM DE QUASSINOIDES - MUDAS DE REGENERACAO

PARTE DA PLANTA: CAULE
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LEITURA DAS PLACAS - MUDAS DE REGENERACAO

AMOSTRAS Massa  Massa Massa ISOBRUCEINA NEOSERGEOLIDA

seca

(9) seca(mg) Aplicada (ug) | 12 leitura 22 leitura % 12 leitura % 22 leitura MEDIA DESVIO | 12 leitura replicata % la leitura % 2a leitura MEDI
C1 0,5905 590,50 0,89 2,28 2,62 0,39 0,44 0,41 0,04 1,11 0,72 0,19 0,12 0,
C2 0,8999 899,90 1,35 2,61 1,72 0,29 0,19 0,24 0,07 1,50 1,03 0,17 0,11 0,
C3 0,5886 588,60 0,88 3,68 0,00 0,63 0,63 0,44 1,27 1,97 0,22 0,33 0,
C4 0,7209 720,90 1,08 1,62 0,22 0,00 0,22 0,16 0,66 0,09 0,00 0,
C5 1,1372  1137,20 1,71 0,96 0,08 0,00 0,08 0,06 4,02 0,35 0,00 0,
C6 0,8226 822,60 1,23 1,48 0,18 0,00 0,18 0,13 4,61 0,56 0,00 0,
C7 0,7776 777,60 1,17 2,27 0,29 0,00 0,29 0,21 1,11 0,14 0,00 0,
C8 1,6485 164850 2,47 1,57 0,10 0,00 0,10 0,07 5,87 0,36 0,00 0,
C9 0,1270 127,00 0,19 0,22 1,95 0,17 1,54 0,85 0,96 0,38 1,27 0,30 1,00 0,
C10 1,6537  1653,70 2,48 1,63 3,94 0,10 0,24 0,17 0,10 1,18 1,74 0,07 0,11 0,
Cl1 1,5754  1575,40 2,36 1,62 0,99 0,10 0,06 0,08 0,03 2,99 2,41 0,19 0,15 0,
C12 2,8552  2855,20 4,28 3,47 3,24 0,12 0,11 0,12 0,01 3,47 1,72 0,12 0,06 0,
C13 0,9690 969,00 1,45 1,94 1,61 0,20 0,17 0,18 0,02 1,23 0,65 0,13 0,07 0,
Cl4 1,5750 1575,00 2,36 1,31 0,08 0,00 0,04 0,06 4,84 0,31 0,00 0,
C15 0,4717 471,70 0,71 1,95 0,41 0,00 0,21 0,29 0,74 0,16 0,00 0




ANEXO 2C - DOSAGEM DE QUASSINOIDES - MUDAS DE REGENERACAO

PARTE DA PLANTA: FOLHAS

LEITURA DAS PLACAS - MUDAS DE REGENERACAO
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AMOSTRAS Massa  Massa Massa ISOBRUCEINA NEOSERGEOLIDA

seca seca ) )

(9) (mg)  Aplicada (ug) | 12 leitura 2% leitura % 12 leitura % 22 leitura MEDIA DESVIO | 18 leitura replicata % laleitura % 2a leitura MEDIA
F1 0,2422 242,20 0,36 1,04 0,43 0,00 0,21 0,30 2,13 0,88 0,00 0,44
F2 0,3160 316,00 0,47 1,68 0,53 0,00 0,27 0,38 7,13 2,26 0,00 1,13
F3 0,1650 165,00 0,25 1,34 0,81 0,00 0,41 0,57 7,81 4,73 0,00 2,37
F4 0,1514 151,40 0,23 1,11 0,73 0,00 0,37 0,52 4,04 2,67 0,00 1,33
F5 0,1922 192,20 0,29 1,36 1,29 0,71 0,67 0,69 0,03 0,15 1,49 0,08 0,78 0,43
F6 0,6404 640,40 0,96 1,52 1,71 0,24 0,27 0,25 0,02 0,72 0,86 0,11 0,13 0,12
F7 0,3878 387,80 0,58 1,23 1,85 0,32 0,48 0,40 0,11 0,91 1,33 0,23 0,34 0,29
F8 0,6334 633,40 0,95 1,33 1,08 0,21 0,17 0,19 0,03 0,70 2,77 0,11 0,44 0,27
F9 0,1803 180,30 0,27 1,70 1,72 0,94 0,95 0,95 0,01 1,91 0,16 1,06 0,09 0,57
F10 1,1838 1183,80 1,78 1,48 0,13 0,00 0,06 0,09 0,86 0,07 0,00 0,04
F11 0,3006 300,60 0,45 0,92 0,31 0,00 0,15 0,22 2,39 0,80 0,00 0,40
F12 1,4032  1403,20 2,10 1,90 0,14 0,00 0,07 0,10 2,98 0,21 0,00 0,11
F13 0,8755 875,50 1,31 1,62 0,19 0,00 0,09 0,13 3,67 0,42 0,00 0,21
F14 0,5641 564,10 0,85 2,32 0,41 0,00 0,21 0,29 3,12 0,55 0,00 0,28
F15 0,1413 141,30 0,21 0,39 0,28 0,00 0,14 0,20 1,49 1,05 0,00 0,53




