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RESUMO

As plantas do género Phyllanthus tém sido utilizadas na medicina popular para o
tratamento de diversas patologias, incluindo o célculo renal e urinario, infec¢des intestinais,
diabetes e hepatite. Dados da literatura demonstram que alguns constituintes isolados
dessas plantas, incluindo flavonoides, taninos, alcaldides, lignanas e terpenos, parecem ser
os principios responsdveis por sua agdo analgésica, antiinflamatdéria, antiviral,
hipoglicemiante e antiespasmodica. Os objetivos deste estudo foram desenvolver sistemas
de cultura 'in vitro' de Phyllanthus caroliniensis, P. stipulatus, P. urinaria e P. fraternus e
proceder a analise fitoquimica do material vegetal produzido por estes sistemas, para
detectar a presenga de metabolitos secundarios produzidos em diferentes condigGes de
cultivo. Segmentos nodais e de raizes de microplantas foram utilizados para iniciar os
sistemas de micropropagagdo, cultura de calos e de cultura de raizes. Os principais fatores
testados para o estabelecimento destes sistemas 'in vitro' foram os reguladores de
crescimento (2,4-D, NAA, IBA, IAA, BAP, 2iP, cinetina) e formulagdes salinas de meios
de cultura (MS/2, MS, WPM, W, K, AR, S e BS). As analises fitoquimicas dos calos e de
cultura de raizes foram realizadas através de técnicas de cromatografia em camada delgada
e gasosa. Os resultados indicaram diferengas relacionadas com os gendtipos com relagio as
varias condi¢Ges de cultivo testadas. Taxas de multiplicagdo maximas (20-23) foram
observadas em P. caroliniensis em meio MS suplementado com BAP 2 0.5-1.0 mg.I” e com
cinetina e 2iP, nas concentragdes de 0.25-1.0 mg.I". Para P. stipulatus melhores resultados
foram obtidos em meios contendo BAP a 0.06-0.12 mg.I", cinetina 0.12 mg.I"ou 2iP 1.0
mg 1", Os melhores meios de cultura para a multiplicagio de ramos de P. caroliniensis
foram MS, K, WPM e AR, suplementados com 1.0 mg.l’1 de BAP, enquanto que, para P.
stipulatus, os meios AR e MS/2, suplementados com 0.12 mg.I"* de BAP, foram os mais
efetivos. Para P. wrinaria, melhores resultados foram obtidos com os meios AR e MS
suplementados com 1.0 mg1’ de BAP. Todas as espécies apresentaram de 80-100% de
enraizamento em meio de cultura desprovido de reguladores de crescimento. As taxas
méximas foram atingidas ao redor da segunda semana de cultivo, para P. stipulatus, P.
urinaria e P. fraternus, e ap0s 48 dias, para P. caroliniensis. NAA na concentragio de 0.25
mg.I" e IAA a 0.25-1.0 mg.I” foram efetivas em promover o aumento do numero de raizes
por explante em P. caroliniensis, sendo que para P. stipulatus apenas o0 NAA 0.25 mg.I"'foi
efetivo. A floragdo 'in vitro' foi observada para P. caroliniensis, na auséncia de reguladores
de crescimento ou na presenga de cinetina, 2iP, NAA, IAA e IBA. A plantas
micropropagadas foram aclimatadas com sucesso e as taxas de sobrevivéncia 'ex vitro' apds
9 semanas variaram entre 86-91% para P. caroliniensis, P. stipulatus e P. urinaria, sendo
no maximo de 52% para P. fraternus. A floragdo 'ex vitro' iniciou-se apos 3-4 semanas de
aclimatagdo, em P. caroliniensis e P. urinaria, atingindo 100% apds 9 semanas, e em P.
stipulatus 81%, ap0s 12 semanas. Altas freqiiéncias na indugio e significativo crescimento
dos calos foram encontradas em meio MS contendo auxinas ou citocininas. As condi¢Ses
otimas para a formagdo dos calos em P. caroliniensis foram com explantes na posi¢do
vertical e 2,4-D a 1.0 mg.I"', para P. stipulatus, explante em posigdo vertical e NAA a 1.0
mg ", para P. wrinaria, explante em posigdo vertical ¢ NAA a 0.25-1.0 mg.I” ou em-
posigdo horizontal e 2iP a 1.0 mg.I" e para P. fraternus, explante em posi¢do horizontal e
2,4-D 0.25-1.0 mg.I" ou IAA a 1.0 mg.I”?. As citocininas BAP e 2iP em concentragdes de
0.25-1.0 mg.I'' foram efetivas na indugdo e crescimento dos calos a partir de segmentos
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nodais em P. stipulatus colocados na posigio horizontal no meio. Cultura de raizes foram
estabelecidas com sucesso para P. caroliniensis e P. urinaria em meio MS suplementado
com NAA a 0.2 mg.I". As analises fitoquimicas dos extratos metandlicos dos calos e das
raizes de todas as espécies de Phyllanthus estudadas demonstraram a auséncia de alcaldides e
compostos fenolicos e a presenga de compostos de natureza terpénica e esteroides através dos
testes com reveladores especificos. Detectou-se a presenga de glochidonol em todos os
extratos de calos analisados, de glochidona em P. caroliniensis e P. fraternus, e estigmasterol
em todos os extratos com excecdo de P. caroliniensis. Nos extratos de raizes foi detectada a
provavel presenca de glochidona em P. caroliniensis, P. stipulatus e P. fraternus, de
estigmasterol em P. stipulatus e P. fraternus e de glochidonol em P. stipulatus. A presenga
destes compostos nos extratos dos calos e raizes indica a possibilidade do aperfeicoamento e
incremento da produgdo dos mesmos 'in vitro'. A otimizagio de protocolos de
micropropagacio, cultura de calos e raizes oferece a possibilidade de utilizar as técnicas de
cultura de células para a propagac¢io vegetativa e abre as portas para maiores estudos em
metabolitos secundarios.
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SUMMARY

The plants of genus Phyllanthus have been used in folk medicine to treat kidney and
urinary bladder disturbances, intestinal infections, diabetes and hepatitis B. Data available
in the literature strongly support the idea that some constituents isolated from these plants,
including flavonoids, tannins, alkaloids, coumarins, lignans and terpenes, could be the
active principles responsible for antinociceptive, antiinflammatory, antiviral,
hypoglycaemic, antispasmodic properties. This study is focussed on the development of 'in
vitro' culture systems for Phyllanthus caroliniensis, P. stipulatus, P. uriparia and P.
fraternus, and on the phytochemical analysis of the plant material raised by these systems
in order to detect the main classes of secondary metabolites produced under different
culture conditions. Nodal and root segments of microplants were used for axillary shoot
proliferation, callus and root culture initiation. The main factors tested for initiation of these
in vitro systems were growth regulators (2,4-D, NAA, IBA, IAA, BAP, 2iP, kinetin) and
basal salt medium formulations (MS/2, MS, WPM, W, K, AR , SH, B5). The
phytochemical analysis of the extracts were carmried out by TLC and gas chromatography.
The results show genotype linked responses to the various culture conditions tested.
Maximum multiplication rates (20-23) were achxeved for P. caroliniensis in MS
supplemented with 0.5-1.0 mg.I' BAP, 0.25-1.0 mg.1" kmetm or 2iP. For P stipulatus, the
best condmons were medium containing 0.06-0.12 mg.I"' BAP, 0.12 mg.I" kinetin or 1.0
mg.I? 2iP. The best basal media for axillary shoot proliferation of P. caroliniensis were
MS, K, WPM and AR, supplemented with 1.0 mg ' BAP, whilst, for P. stipulatus, AR and
MS/2 supplemented with 0.12 mg.1" BAP were the most effective. For P. wrinaria, best
results were obtained with AR and MS supplemented with 1.0 mg I’ BAP. Rooting was
achieved with 80-100% of the microshoots in MS media deprived of growth regulators.
Maximum rooting rates were achieved in the second week of culture for P. stipulatus, P.
urinaria and P. fraternus, and after 48 days for P. caroliniensis. NAA in concentration of
0.25 mg.l® and IAA at 0.25-1.0 mg.I"! were the most effective to promote significant
increase in the number of roots per explant in P. caroliniensis shoot cultures, whilst for P.
stipulatus, only 0.25-1.0 mg.I" NAA was effective. /n vitro flowering was observed in P.
caroliniensis plantlets raised in the absence of growth regulators or in the presence of
kinetin, 2iP, NAA, IAA and IBA. Micropropagated plants were successfully acclimatized
to the ex vifro conditions, and the surviving rates after 9 weeks were ca. 86-91%, for P.
caroliniensis, P. stipulatus and P. urinaria, and maximum of 52% for P. fraternus. Ex vitro
flowering started soon after 3-4 weeks of acclimatization, reaching 100% after 9 weeks, for
P. caroliniensis and P. urinaria, and 81% after 12 weeks for P. stipulatus. High frequency
of callus production and significant growth was achieved on MS medium containing auxins
or cytokinins. The best culture conditions for callus formation in P. caroliniensis were
explant in the vertical posmon and 1.0 mg.I" 2,4-D; for P. stipulatus, explant in the vertical
posmon and 1.0 mg 1" NAA, for P. urinaria, explant in the vertlcal position and 0.25-1.0
mg.I" NAA or explant in the horizontal position and 1.0 mg.I"' 2iP and for P. JSraternus,
explant in the horizontal position and 0.5-1.0 mgl® 24-D or 1.0 mgl? TAA. The
cytokinins BAP and 2iP in concentrations ranging from 0.25-1.0 mg.I” were effective for
callus induction and growth from nodal segments of P. stipulatus placed in the horizontal
position in the media. Root cultures were successfully established for P. caroliniensis and
P. urinaria in MS medium supplemented with 0.2 mg.I"' NAA. The phytochemical analyses
of metanolic extracts from callus and root cultures of Phyllanthus species have
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demonstrated the absence of alkaloids and fenolic compounds and have shown the presence
of terpenoids and steroids through specific reagent. We observed the presence of
glochidonol in callus extracts, glochidone from P. caroliniensis and P. fraternus, and
stigmasterol at all extracts with the exception of P. caroliniensis. The root extracts
demostrated the probable presence of glochidona from P. caroliniensis, P. stipulatus and P.
Jfraternus, of stigmasterol from P. stipulatus and P. fraternus and glochidonol from P.
stipulatus. The presence of these compounds in their composition indicate the possibility to
improve and increase the production 'in vitro. The optimized micropropagation, callus
culture and root culture protocols now offer the possibility to use cell culture techniques for
vegetative propagation and open the door for further studies on secondary metabolites.



INTRODUCAO GERAL

Uma grande quantidade de compostos bioativos sdo elaborados pelas plantas, dos
quais ja foram isolados e estruturalmente caracterizados cerca de 10.000 compostos. Muitos
dos compostos sdo metabolitos secundarios e estdo separados em varios grupos,
principalmente alcaléides, compostos fenolicos e terpendides (POLYA & WANG, 1997).
Tais compostos podem estar envolvidos na defesa contra o ataque de animais herbivoros e
patogenos microbianos, e demostram, em certos casos, efeitos alelopaticos (POLYA et al.,
1995).

Além do Taxol®, muitos outros principios ativos valiosos s3o obtidos a partir do
cultivo das plantas, como por exemplo a morfina (analgésico, narcotico e sedativo potente)
e a codeina (usado contra a tosse), que provém das plantagdes de Papaver somniferum
(Papaveraceae) da Australia; a digoxina (usada no tratamento de doengas cardiacas), que
provém da Digitalis lanata (Scrophulariaceae), cultivada principalmente na Holanda, a
pilocarpina (usada no tratamento do glaucoma) que se origina das planta¢des de Pilocarpus
microphyllus (Rutaceae) no Brasil; e a vincristina e a vimblastina (usadas no tratamento da
leucemia), extraidas da planta ornamental Catharanthus roseus (Apocynaceae), que é
cultivada na Tanzéinia e Estados Unidos (PLETSCH, 1998).

A tecnologia apropriada para a obtenc@o de farmacos a partir de plantas_depende do
tipo de substincia_quimica considerada. Existem quatro processos de produgdo de
compostos naturais de plantas: a sintese quimica total, a extragdo e purificagio de
compostos a partir de plantas silvestres ou cultivadas, os processos biotecnologicos e os
processos combinados de técnicas. A sintese quimica total apenas é viavel economicamente
quando o composto de interesse possui uma estrutura simples, com nenhum ou poucos
centros quirais, o que ndo € o caso de muitos produtos naturais. As reservas vegetais
nativas, apesar de serem a Unica opg@o para certas drogas, sdo esgotaveis, e o extrativismo
puro e simples tem consequiéncias nefastas no que diz respeito 4 conservagdo das espécies
de interesse (CECHINEL FILHO & YUNES, 1998).

A biotecnologia representa uma alternativa de produgio de plantas e compostos de

plantas s3o alternativas em circunstancias em que a planta em estudo apresenta dificuldades_



de reprodugdo e/ou de cultivo, tendo um periodo longo de crescimento, produzindo
pequena quantidade do metabolito de interesse, ou quando a sintese quimica € tecnicamente.
problematica (PLETSCH, 1998).

Desta forma, as técnicas de cultura de ramos, células, raizes e de embrides
somaticos tém sido empregadas com sucesso nas pesquisas com varias espécies de interesse
medicinal, permitindo que células e/ou plantas sejam produzidas em condigdes
padronizadas controladas e reproduziveis, independente de fatores sazonais, o que garante a
homogeneidade da biomassa produzida (STAFFORD, 1993). As técnicas de
micropropagacdo tém sido utilizadas principalmente para a sele¢do e clonagem de
individuos altamente produtores. O sucesso da multiplicagdo rapida, utilizando-se
~meristemas ou segmentos nodais, tem produzido um grande impacto na producdo de
plantas economicamente importantes e que apresentam problemas de reprodugio pof
métodos convencionais (MANTELL et al., 1985). Além disso, as culturas de ramos tém
sido utilizadas em varios casos, pois produzem produtos especificos de caules e folhas, que
podem ndo estar presentes nas suspensdes celulares e nos demais sistemas mencionados
acima, como por exemplo os Oleos essenciais, que sdo sintetizados por culturas
diferenciadas (STAFFORD, 1993).

As técnicas de cultura de células tém sido utilizadas para estudos de biossintese e
acumulagdo de produtos do metabolismo secundario das plantas, assim como em estudos de
biotransformagio (STAFFORD, 1993).  Possibilitam ainda que sejam conduzidos
experimentos de engenharia genética e¢ de selegio de linhagens celulares altamente -
produtoras. As variagdes nas técnicas de cultura de células através de sistemas de
imobilizagdo ou de cultivo de suspensdes em biorreatores tém possibilitado estudos visando
a produgdo de metabolitos secundarios em nivel industrial para varias espécies (SCRAGG,
1993a,b). Estas técnicas podem ser a unica opgdo de produgio de material vegetal, no_caso.
de substancias que sio produzidas pela casca, folhas ou raizes de arvores_em extingdo. Um
exemplo € o taxol, substdncia anticincer que é produzida pela casca do tronco de Taxus
brevifolia, uma espécie que cresce no Pacifico. Para produzir 1 kg de taxol sdo necessarias
mil arvores com cem anos de idade. Em vista disto, estdo sendo estudados outros métodos
para a produgdo desta substancia, e entre eles, processos semi-sintéticos, que utilizam o

taxano, extraido das arvores como precursor, ¢ a cultura de células. Para um nimero



pequeno de espécies de plantas existem processos industriais patenteados, envolvendo a
cultura de células vegetais para a produgdo de chiconina, a partir de Lithospermum
erythrorhizon de berberina, a partir de Coptis japonica e de ginsenosideos, produzidos por
Panax ginseng. As maiores restrigdes com relagdo ao cultivo em larga escala sio devidas
principalmente & compreensdo incompleta sobre as vias biossintéticas, e as interagdes entre
a cinética do crescimento celular, a morfologia e as interagdes entre as células. Problemas
causados pela agregacdo celular, a viscosidade, aeragdo, sensibilidade de suspensdes ao
estresse da agitagdo, sdo os principais impedimentos ao sucesso das culturas em
biorreatores (KIERAN et al., 1997).

As plantas do género Phyllanthus (Euphorbiaceae) tém sido intensamente utilizadas
na medicina popular para o tratamento de diversas patologias, incluindo o calculo renal e
urinario, infecgdes intestinais, diabetes e hepatites (MORTON, 1981). Ao longo dos anos,
varios estudos quimicos e farmacolégicos bem como alguns estudos clinicos tém sido
descritos para algumas espécies de Phyllanthus. Os resultados demonstram que alguns
constituintes isolados destas plantas, incluindo flavonéides, taninos, alcaléides, cumarinas,
lignanas e terpenos, parecem ser os principios responsaveis pelas a¢bes analgésica,
antiinflamatoria, antiviral, hipoglicemiante e antiespasmoédica das mesmas. O complexo
mecanismo de agdo destes compostos pode ‘explicar, pelo menos em parte, o uso
terapéutico das plantas do género Phyllanthus na medicina popular (CALIXTO et al., 1997
e 1998). Além disso, ha a necessidade de um maior aprofundamento dos estudos
farmacologicos desses compostos, uma vez que os resultados obtidos até entdo
demostraram que Os compostos que apresentam agdes antinociceptivas quando
administrados via i.p. (intraperitoneal) ndo apresentam os mesmos resultados quando
administrados por via oral. Uma analise mais apurada sobre o mecanismo de agdo dos
principios ativos € uma avaliagdo da possivel agdo sinérgica dos compostos presentes nas
plantas s3o também questdes que ainda permanecem sem respostas adequadas (CALIXTO
et al., 1998). Além disso, apesar dos estudos conduzidos, ainda ndo foi identificado o
composto responsavel pelas a¢Ges farmacolédgicas supracitadas.

O uso destas espécies visando a obtengdo de novos fitofarmacos depende, portanto,
do estabelecimento de metodologias analiticas sensiveis para a detecgio dos numerosos

compostos resultantes do metabolismo secundario presente nestas plantas, bem como de um



maior aprofundamento dos estudos fitoquimicos e efeitos farmacologicos desses
compostos.

Segundo UNANDER (1996), além dos problemas encontrados na identificagdo
taxondmica correta do género Phyllanthus, poucos estudos tém sido desenvolvidos sobre
cultura de células, tecidos e Orgdos destas espécies. A producio de calos e subseqiiente
analise fitoquimica dos compostos por eles produzidos foi investigada apenas em algumas
espécies, tais como: P. emblica (KHANNA & NAG, 1973), P. urinaria (HAICOUR 1974),
P. amarus, P. abnormis e P. urinaria (UNANDER, 1991), P. niruri (ISHIMARU et al.,
1992) e P. tenellus, P. corcovadensis e P. niruri (SANTOS et al, 1994). O
desenvolvimento de técnicas de cultura de raizes e suas transformagdes genéticas foram
recentemente realizados por ISHIMARU et al. (1992) em apenas uma espécie de
Phyllanthus (P. niruri). Nenhum estudo tem sido conduzido sobre o emprego de técnicas de
biologia molecular para caracterizagdo da biodiversidade genética. Do mesmo modo,
nenhum registro foi encontrado com relagdo a selecdo de clones mais produtivos e ao
desenvolvimento de suspensées celulares para estas espécies. Assim, o desenvolvimento de
técnicas adequadas para tal seria interessante, pois poderia viabilizar investigagdes mais
detalhadas sobre a possibilidade de otimizagio da produgdo de compostos secundarios por
sistemas de cultivo 'in vitro' e fornecer subsidios para os estudos fitoquimicos e
farmacolégicos.

Os objetivos deste estudo foram desenvolver sistemas de micropropagacdo, de
cultura de calos e de raizes e determinar o perfil fitoquimico dos extratos de calos e de
raizes de P. caroliniensis, P. wrinaria, P. fraternus e P. stipulatus, no sentido de
desenvolver técnicas para a multiplicagdo rapida de individuos altamente produtores de
principios ativos, e investigar o potencial dos calos e raizes em produzir os metabolitos
secundarios de interesse farmacologico.

A literatura relativa ao género Phyllanthus é revisada no Capitulo 1. As
metodologias para o desenvolvimento dos sistemas de cultura 'in vitro' para as diferentes
espécies estdo descritas nos Capitulos 2, 3, 4 e 5, e os resultados das analises fitoquimicas

dos calos e raizes produzidas 'in vitro' no Capitulo 6.



CAPITULO 1

O GENERO Phyllanthus: UMA REVISAO DA BIOLOGIA, FARMACOLOGIA,
FITOQUIMICA E BIOTECNOLOGIA

1. Biologia

O género Phyllanthus pertence a familia Euphorbiaceae, que é uma das maiores e
mais diversificadas familias de Angiospermas, com cerca de 7.500 espécies, distribuidas
em mais de 300 géneros (WEBSTER & BURG, 1967/68;, UNANDER et al., 1991). As 550
a 750 espécies do género Phyllanthus estdo subdivididas em 10-11 subgéneros, e este
género foi analisado e descrito pela primeira vez por Linnaeus em 1737. Encontram-se
espécies nativas deste género em todos os continentes, exceto na Europa e Antartica, € um
maior nimero de espécies esta disperso nos tropicos (UNANDER et al.,1990 e 1994 ). Este
género compreende arvores, arbustos ou ervas, anuais ou perenes, terrestres ou aquaticas
(BACHI, 1984). As plantas apresentam caule geralmente glabro e cilindrico, com ramos
persistentes ou deciduos. As folhas s@o geralmente alternas, inteiras, variando no tamanho e
textura, e as flores de sexos separados, solitarias ou reunidas em reduzidas cimeiras
unissexuais ou bissexuais, monoclamideas e gamossépalas. O fruto é geralmente capsular,
deiscente, explosivo, com cocos separando-se de uma columela persistente, em alguns
casos drupaceos ou bagaceos, e as sementes geralmente duas por l6culo (LOURTEIG & O’
DONELL, 1943).

Constatou-se a presenga, na Ilha de Santa Catarina, de P. fraternus, P. tenellus, P.
niruri, P. wrinaria, P. caroliniensis ¢ P. stipulatus. Ao género Phyllanthus pertén_ccm
plantas conhecidas com 'quebra-pedra', 'erva-pombinha’, 'arrebenta-pedra’, 'filanto’' e
'sarandi branco', a'mpla.mente empregadas na medicina popular. Sdo e'spe’cies referidés
como naturais de r_egi?)es tropicais e subtropicais, espalhadas pelos mais variados ambientes
(ULYSSEA & AMARAL, 1997).

OP carbliniensis apresenta-se na forma herbacea ou subarbustiva, encontrada nas
margens dos rios, raramente em campos arenosos ou outros locais exutos ou rupestres. Esta

espécie pertence ao grupo das redfitas, ou seja, plantas com caules e ramos rijos mas



flexiveis, que podem resistir as correntezas das aguas (SMITH et al., 1988). WEBSTER
(1970) refere-se ao P. caroliniensis como a mais variavel das espécies de Phyllanthus do
Novo Mundo, com o que HUNZIKER (1967) concorda, citando como exemplo o disco da
flor pistilada totalmente inteiro em exemplares na Argentina e, por outro lado,
profundamente 6-lobado em exemplares do Brasil, Porto Rico e até mesmo na Argentina.
Sua distribui¢do geografica ¢ ampla, e inclui desde os Estados Unidos até a Argentina,.
sendo latitudinalmente a espécie de Phyllanthus de mais ampla distribui¢io (ULYSSEA &
AMARAL, 1997). UNANDER et al.(1990 e 1991) registram uma variada metodologia
quanto ao modo de utilizagdo desta planta na medicina popular. No México, esta espécie é
utilizada em forma de infusdo para amenizar a tosse e para o tratamento de bronquite. Na
Franga e na India a infusdo ¢ utilizada como diurética, laxativa e contra a febre e diabete.
Nos Estados Unidos as folhas frescas banhadas em 4gua fria sdo utilizadas como
_preparagdes antibacterianas.

O P. fraternus é aparentemente nativo de regides do Paquistio e da India,
esporadicamente introduzido na Africa e América (WEBSTER, 1970). Segundo esse
mesmo autor (comunicagdo pessoal) esta espécie nio tem sido encontrada muito
freqientemente na América do Sul, e sua identificagdo e coleta no Brasil sio inéditas
(ULYSSEA & AMARAL, 1997). UNANDER et al.(1991) citam a utilizagdo desta espécie
na medicina popular para o tratamento de diarréias, tumores abdominais, problemas génito-
urinarios, e como diurética, antisséptica, antifingica e contraceptiva pela populagdo da
India, Paquistdo, Nepal, Estados Unidos, Suddo, Franga e Blangladesh. A India é, dentre os
paises acima citados, o pais que utiliza esta planta em todo o seu territorio, das mais
variadas formas, para o tratamento de muitas doengas. Esse mesmo autor também alerta
para a correta identificag@o desta espécie, que muitas vezes € confundida com P. amarus ou
citada como P. niruri, mas pela sua localizagdo geografica provavelmente é na verdade P.
fraternus.

O P. stipulatus encontra-se disperso pelas trés Américas, vegetando
preferencialmente em lugares umidos, sendo bastante comum encontra-lo em lavouras de
arroz (ALLEM, 1977). O epitelo stipulatus, segundo SMITH et al. (1988), provém de suas
estipulas coloridas. Estes autores informam que esta espécie apresenta ampla, porém

descontinua, distribuigdo na floresta pluvial da encosta Atlantica. ULYSSEA & AMARAL



(1997) observaram que esta espécie tanto pode apresentar-se em uma forma vigorosa e
bastante ramosa, com folhas grandes e de cor verde intensa, como de forma mais delgada,
com ramos ¢ folhas reduzidas e de coloragdo avermelhada, conforme sua distribuigdo
geografica. A identificagio correta desta espécie, no trabalho realizado pelas autoras acima
citadas, foi baseada na morfologia das sementes e confirmada por WEBSTER. UNANDER
et al. (1991) citam a utilizagdo de P. stipulatus na Republica Dominicana, Porto Rico,
Guianas e Brasil, para o tratamento de malaria, diabetes, hepatites € como diurética.

O P. wrinaria é referido por SMITH et al. (1988), para o Brasil, como erva invasora,
sendo exclusivamente encontrada na floresta pluvial da encosta Atlintica. Originaria do
Velho Mundo, encontra-se atualmente distribuida nas regides tropicais como erva daninha,
preferencialmente em locais mais imidos (WEBSTER & BURCH, 1967/68). Seu nome €
alusdo ao seu uso em infecgdes das vias urinarias. UNANDER et al. (1991) cita a utilizag@o
desta espécie no tratamento de problemas digestivos na Nigéria, Peru, Argentina e
Indonésia e como diurética nos Estados Unidos, Porto Rico, Guiana Francesa, Argentina,
india, Nepal, Nigéria, China e Franga. Esta espécie é também utilizada no tratamento de
febres em Porto Rico e Sri Lanka e apresenta propriedades antibacterianas segundo estudos
realizados na Franga, Suriname e Peru. -

ULYSSEA & AMARAL (1997) comentam que o género Phyllanthus apresenta
aspectos anatOmicos particulares e é formado por plantas muito semelhantes umas as
outras, dificultando a identificagdo. Sugerem também um atento estudo comparativo entre
P. stipulatus e P. fraternus devido a forte semelhanga entre eles. UNANDER (1998)
também comenta a utilizagdo incorreta da nomenclatura. de P. miruri para espécies
encontradas na Asia e Affica, que provavelmente ndo estdo corretamente identificadas, o
que complica a documentagdo dos resultados e aplicagdes de patentes. Exemplares de "P.
niruri” provenientes da India foram examinados por UNANDER (1998), que confirmou o
erro de denominagio desta espécie, que certamente era P. amarus. Com o objetivo de
esclarecer e prevenir futuros erros na identificagdio taxondmica, por problemas atuais nas
bases de dados de espécies de Phyllanthus, UNANDER (1998) e colaboradores estdo
trabalhando num projeto de organiza¢@o dos registros por subgéneros e se¢des afins, de

forma que se possa detectar possiveis grupos taxondmicos através dos usos e efeitos.



AMARAL & ULYSSEA (1993) constataram, em coletas realizadas no Campus da
UFSC, em um mesmo agrupamento, aparentemente homogéneo, a presenga de mais de uma
espécie de Phyllanthus. Tal fato é da maior importincia, pois vem demostrar que coletas
feitas em grande quantidade, para a extragdo e analise de substéncias, devem ser efetuadas
de forma bastante criteriosa, pois facilmente poderdo ocorrer misturas de material, podendo
comprometer seriamente a confiabilidade dos resultados.

A atividade farmacologica e a qualidade das plantas medicinais s3o fatores sensiveis
as variagGes ambientais, como fertilidade do solo, pH, temperatura, luminosidade e outros
fatores (SCHUMUTTERER & ZEBITZ, 1983; FRANZ, 1983). Porém, nfo ~ foram
encontradas informacdes sobre as condigdes Otimas de produgdo de Phyllanthus, apenas a
recomendagdo de utilizagdo de altos niveis de N e K na produgfio de P. wrinaria na China e
a preferéncia por solos calcarios e areas umidas para o cultivo do género Phyllanthus em
areas tropicais (UNANDER et al. 1991 e 1993). Por isso, UNANDER et al. (1991) testaram
a influéncia de algumas variaveis como a fertilidade do solo, pH, temperatura e diferengas
genéticas, na atividade da DNA polimerase (DNAp)‘ do virus da hepatite B em P. debilis e
P. wrinaria. Os resultados indicaram que diferengas na fertilidade do solo, pH e
disponibilidade de calcio ndo afetaram significativamente a atividade da DNAp 'in vitro'.
Quando os efeitos foram detectados, eram menores do que aqueles observados em relagio
as diferengas genéticas. No entanto, os resultados obtidos indicaram que baixas
‘temperaturas diminuem significativamente a producdo de substincias que atuam na
atividade da DNAp. UNANDER et al. (1993) estabeleceram condigbes 6timas para o
cultivo de P. amarus através da utilizagdo de 560 ou 1.120 Kg/ha de N P K (6-12-12) em
solo com 0.5% de matéria organica. As plantas eram irrigadas em periodos secos e
mantidas sob cobertura de polietileno na altura de 1m. A produgiio maxima de biomassa foi
alcangada aos 6 meses de cultivo, obtendo-se um rendimento de 40.5 Kg/ha. Os resultados
demostraram que o tamanho da planta e os diferentes niveis de fertilizagio apresentam um
pequeno efeito na atividade antiviral da DNAp e no rendimento da planta.

Outros estudos sobre a biologia de P. tenellus foram desenvolvidos na UFSC com o
objetivo de determinar os niveis de agiicares solaveis e proteinas totais em plantas de
diferentes-idades, no sentido de definir a melhor época de coleta das plantas cultivadas no

campo e também para verificar a possivel relagio entre o metabolismo primério e a



produgdo de compostos secundarios. Os resultados demostraram que niveis mais elevados,
em termos de peso seco (1.253 Kg/ha) e de agucares solaveis (50.63 ng/mg), foram obtidos
em torno de 3.5 meses de cultivo, e niveis mais elevados de proteinas totais (156.81 ng/mg)
aos 3 meses de cultivo. Estes efeitos sazonais foram comprovados através de cromatografia
gasosa, em.que as fragdes de cloroformio dos extratos metandlicos apresentaram picos mais
elevados de esterdides e terpenos neste periodo (Randi, A. M. comunicagio pessoal).

A produtividade obtida com espécies de P. amarus (40.5 kg/ha) foi bem menor que
a obtida com P. fenellus (1253 Kg/ha). Estes resultados provavelmente sdo devidos aos
diferentes espagamentos utilizados no seu cultivo, e também demostram a necessidade de
se estabelecer métodos de cultivo para estas diferentes espécies. O tempo de cultivo e as
condi¢des adequadas para tal sdo fatores que também devem ser considerados, ja que a
produgdo de algumas classes de compostos, como os esterdides e terpenos, esta relacionada
com as condi¢Oes de cultivo.

Pouco se conhece sobre as formas reprodutivas deste género, e este aspecto € crucial
para viabilizar a produ¢do de mudas em larga escala. Segundo VENTURI & RANDI
(1997a), foram identificados problemas na germinagdo de sementes de P. niruri e P.
tenellus, e verificou-se que as sementes destas espécies apresentam polimorfismo. Esta
forma de polimorfismo esta relacionada com a coloragdo das sementes, normalmente
encontradas nas cores marrom e amarela. As sementes marrons apresentaram maior massa
e porcentagem de germinagdo mais alta, quando comparada com as amarelas, para as duas
espécies estudadas. Este mesmo problema foi observado em sementes de P. stipulatus, P.
fraternus, P. caroliniensis e P. urinaria (OLIVEIRA et al., 1997).

UNANDER et al. (1995) também verificaram a heteromorfia em sementes de P.
amarus, bem como uma redugdo drastica na viabilidade das sementes armazenadas a 10°C
~ durante o periodo de um ano. As melhores condi¢gdes para armazenamento foram a sua
manutengdo em temperatura ambiente, ou em temperaturas alternadas, com um periodo de
permanéncia a -20°C. Nestas condi¢des as sementes mantiveram-se viaveis por mais de um
ano. Ja para sementes de P. femellus, OLIVEIRA et al. (1997) aconselham o seu
armazenamento sob refrigeragdo, pois ocorreu perda de viabilidade das sementes quando
estocadas em condigdes ambientais, apds 0ito meses de armazenamento. Outros fatores

avaliados por UNANDER et al. (1995) foram o efeito da luz na germinagio e na
i .



viabilidade das sementes de P. amarus. Os resultados demostraram que as sementes desta -
espécie sdo fotoblasticas positivas, isto €, necessitam de luz para germinar, o que implica
em nio cobrir as sementes ap6s a semeadura. Tais resultados foram confirmados por
OLIVEIRA et al. (1997) com sementes de P. niruri e P. tenellus. UNANDER et al. (1995)
verificaram também que a porcentagem de viabilidade das sementes de P. amarus foi
baixa, obtendo-se uma média de 50%, e diminuiu com o tempo. As sementes mais jovens
germinaram mais lentamente do que as mais velhas. Estes resultados ajudam a explicar a
baixa germinagdo observada a campo.

Entende-se que a heteromorfia ¢ caracterizada pela redugdo na porcentagem de
germinagd@o das sementes, bem como pela germinagdo lenta e heterogénea. A heteromorfia,
polimorfia ou heteroblastia sdo termos utilizados para expressar os diferentes graus de
dorméncia das sementes; geralmente estas variagdes estdo refletidas no tamanho, cor e
espessura da casca das sementes (BEWLEY & BLACK, 1994). Isto implica em problemas
de reprodugdo ¢ conseqiientemente na produgdo de mudas em larga escala das espécies de
Phyllanthus. »

Estudos preliminares realizados por VENTURI & RANDI (1997b) a respeito de
pardmetros fenolégicos e de crescimento de P. niruri em diferentes estagbes do ano
demonstram uma variag8o no crescimento das plantas. O crescimento foi mais rapido e
maior durante os meses mais quentes. A produgdo de flores e frutos foi bastante variavel
entre as plantas e entre os periodos de analise, mas as plantas foram capazes de florescer e
frutificar mesmo durante o outono. Estes mesmos autores afirmam que as sementes
coletadas no final da primavera apresentaram teores mais elevados de proteinas e agiicares
soliveis, enquanto teores menores destas substincias de reserva foram encontrados em
sementes coletadas no outono (VENTURI & RANDI, 1997a). No ‘Fox Chase Cancer
Center’, .vérios estudos sobre o crescimento da planta, sua etnobotinica e outras

caracteristicas estdo em andamento (VENKATESWARAN et al., 1987).
2. Propriedades farmacologicas

Como alguns dos outros membros da Familia Euphorbiaceae, as espécies do género

Phyllanthus apresentam compostos com relevantes atividades bioldgicas. Os resultados de
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testes pré-clinicos realizados com extratos destas plantas tém demostrado varios tipos de
agdes biologicas.

Estudos conduzidos pelos Departamentos de Quimica e Farmacologia da UFSC
visando determinar as propriedades farmacolégicas e os constituintes quimicos das espécies
de Phyllanthus demonstram a existéncia de uma pronunciada atividade antiespamddica em
extratos hidroalcodlicos de folhas, caules e raizes de P. sellowianus e P. niruri (RAE et al.,
1984; CALIXTO et al., 1984 e 1987).

E também importante ressaltar os efeitos antivirais apresentados pelo género
Phyllanthus, particularmente para as espécies P. amarus e P. urinaria (UNANDER, 1996).
Na Filadélfia, no ‘Fox Chase Cancer Center’, tém sido realizados inimeros testes para
comprovar a agdo contra o virus da hepatite B (HBV) a partir de extratos, fragdes e
compostos isolados de P. amarus. Estes estudos devem-se ao fato de algumas espécies
apresentarem atividade contra o HBV (VENKATESWARAM et al., THYAGARAJAN et
al., BLUMBERG et al., apud UNANDER et al., 1990) e contra linhagens de células
cancerigenas (PETTIT et al., 1990; UNANDER et al., 1994). Mais recentemente, LEE et al.
(1996a) demostraram que extratos de P. amarus inibem o virus da hepatite B através da
inibigdo da atividade da polimerase. No entanto, DOSHI et al. (1994) j4 haviam demostrado
que a administragio de extratos de P. armarus inibia o antigeno HbsAg em pacientes
infectados com o virus da hepatite B. Efeitos antivirais também tém sido investigados em
espécies de P. myrtifolius e P. abnormis. Algumas lignanas isoladas de P. myrtifolius
demostraram uma inibigéo na atividade de uma enzima relacionada ao virus HIV (CHANG
et al., 1995). Elagitaninos isolados desta espécie e de P. urinaria também apresentaram
atividade contra a DNA polimerase do virus EBV (Virus da herpes) (LIU et al.,1999).

Como os resultados alcangados causaram muitas controvérsias, que podem estar
relacionadas com as variagdes do material analisado, ou com as metodologias empregadas,
CALIXTO et al. (1998) sugerem que novos testes pré-clinicos e clinicos devem ser
realizados e controlados para demostrar a efetiva agdio destes extratos, pois algumas
questdes ainda necessitam de respostas adequadas, como por exemplo: a reavaliagdo dos
resultados dos testes clinicos utilizando um niamero maior de pacientes, 0 que € necessario

para provar a eficacia e possivel efeito colateral; uma analise mais precisa do mecanismo de
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agdo dos principios ativos; e uma avaliagdo da possivel agdo sinérgica dos principios ativos
presentes nas plantas antes que elas sejam usadas em praticas clinicas.

O extrato hidroalcodlico obtido de folhas, caules e raizes de P. caroliniensis ¢ P.
corcovadensis demonstrou agdo antinociceptiva em diferentes modelos experimentais de
dor em camundongos (GORSKI et al,, 1993; CECHINEL FILHO et al, 1996a ). Esta
atividade foi confirmada pela acio de uma mistura de esterdides isolados de P.
corcovadensis (SANTOS et al, 1995) e também por flavondides e esterdis de P.
caroliniensis (CECHINEL FILHO et al., 1996a). A¢des antinociceptivas também tém sido
demostradas em extratos de calos produzidos por cultura ‘in vitro’ de algumas espécies de
Phyllanthus, incluindo P. fenellus, P. niruri, P. corcovadensis e P. urinaria (SANTOS et
al., 1994). Alguns constituintes quimicos presentes nos extratos de calos, com atividade
farmacologica, sdo flavondides, taninos e fendis, isolados e caracterizados através de HPLC
(ISHIMARU et al., 1992; SANTOS et al.,, 1994; DE CAMPOS et al., 1996). MIGUEL et
al. (1995b) demostraram um efeito analgésico do extrato etanodlico de P. sellowianus contra
as contragdes abdominais induzidas por &cido acético em camundongos. Muitas
propriédades antinociceptivas t€m sido identificadas em outras espécies de Phyllanthus.
Estas propriedades encontram-se em ordem de intensidade decrescente nas seguintes
espécies: P. urinaria, P. tenellus, P. niruri, P. sellowianus, P. caroliniensis, P. fraternus e
P. amarus (CALIXTO et al., 1984 e 1997, GORSKI et al.,, 1993, SANTOS et al,, 1995 e
1996).

Na India, outras espécies do género Phyllanthus estdo sendo estudadas quanto ao
seus efeitos farmacologicos. Algumas pesquisas foram desenvolvidas com as espécies de
P. debilis e P. amarus, as quais demostraram ser efetivas como hepatoprotetoras no
tratamento de figado de camundongos afetados por tetracloreto de carbono (SANE et al.,
1995).

Efeitos hipoglic€micos dos extratos de plantas do género Phyllanthus também
foram detectados por testes farmacologicos realizados por HIGASHINO et al. (1992).
Estes autores realizaram alguns testes com ratos diabéticos (diabetes induzida por
estreptozotocina) e obtiveram uma redugdo de 50% da glicose no sangue destes animais

quando tratados com extratos de P. urinaria.
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Extratos de P. emblica e P. amarus inibiram significativamente a
hepatocarcinog€nese induzida por N-nitrosodietilamina (NDEA). As atividades dos
extratos foram avaliadas por seus efeitos na incidéncia do tumor, pelos niveis de
metabolismo enzimatico cancerigeno, pelos niveis de marcadores de cincer de figado e
marcadores de injurias no figado. A morfologia do tecido do figado e os niveis de
marcadores enzimaticos indicaram que estes extratos ofereceram prote¢do contra a
carcinogénese quimica (JEENA et al, 1999). Testes semelhantes foram realizados
anteriormente com extratos de P. amarus por JOY & KUTTAN (1998), e nenhum dos
. animais utilizados nos testes desenvolveram o tumor durante um periodo de 32 semanas,
apos a indugdo do céncer hepético, enquanto que todos os animais do grupo-controle
morreram.

As propriedades farmacologicas de compostos isolados de plantas do género
Phyllanthus estdo demonstradas na Tabela 1, recentemente atualizada pelo grupo de

pesquisa dos Departamentos de Quimica e Farmacologia da UFSC com estas espécies.
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Tabelal. Efeitos farmacoldgicos de compostos isolados de espécies de Phyllanthus

Espécies Composto Atividade farmacolégica
P. corcovadensis, P. caroliniensis, P.| Estigmasterol |Analgésica
flexuosus, P. sellowianus .
P. sellowianus, P. urinaria, P. niruri, Rutina Antiinflamatéria e analgésica
P. emblica, P. orbiculatus, P. amarus
P. urinaria, P. acidus, P. flexuosus -amirina Analgésica e antilipoxigenase

P. sellowianus

Acido cafeico

Analgésica, antialérgica e
bloqueadora da nitrosamina

P. niruri, P. urinaria, P.emblica, P.| Acido elagico |Inibidor da aldose redutase

reticulatus

P.  winaria, P. niruriy P. Geranina Inibidor da ACE, antialérgica e

caroliniensis, P.flexuosus analgésica

P. urinaria, P. niruri, P. Quercetina Inibidor das enzimas: ATPase

caroliniensis, P. flexuosus mitocondrial, da fosfodiesterase, da
ciclooxigenase, da fosforilase € da
tirosina kinase. Efeito mutagénico
em bactérias. Analgésica

P. niruri Niruside Inibidor da transcriptase reversa do

HIV-1

P. myrtifolius

Filamycina e

Inibidor da transcriptase reversa do

Retrojusticidina ‘| HIV-1
P. acuminatus, P. anisolbulus, P.[Filostantin1,2 e |Antineoplasica
verminatus 3
P. flexuosus, P. niruri, P. discoideus Filantina, Inibidor da transcriptase reversa do
Hipofilantina e |HIV-1, antihepatOxico, antagonista
Hirtetralina | da endotelina

P. corcovadensis, P. caroliniensis, P.
flexuosus, P. reticulatus, P.
sellowianus, P. muellerianus, P.
emblica, P. watsonii, P. urinaria

B-sitosterol

Analgésica e antiinflamatéria

Fonte: CALIXTO et al.,1998.

3. Estudos fitoquimicos

As plantas do género Phyllanthus té€m sido intensivamente estudadas do ponto de

vista fitoquimico, o que tem resultado no isolamento e caracterizagdo de muitas classes de

compostos orgéanicos de interesse medicinal incluindo os alcaldides, flavondides, lactonas,
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esteroides, terpendides, lignanas, taninos entre outros (Tabela 2). Isto porque muitas
espécies de Phyllanthus, incluindo P. niruri, P. urinaria, P. emblica e P. sellowianus,
produzem grande nimero de metabolitos secundarios. Alguns destes compostos sdo mais
abundantes neste género, como as lignanas, triterpenos, alcaldides e taninos, sendo que
alguns deles ja foram isolados e identificados, como os flavonodides quercetina e rutina
(MIGUEL et al., 1995a), taninos como a geranina e a furosina (MIGUEL et al., 1996),
benzendides como o galato de metila e galato de etila (MIGUEL et al,, 1995b), que
apresentaram efeitos antinociceptivos em camundongos. Isto sugere que hid uma
possibilidade da existéncia de um efeito sinérgico entre algumas moléculas presentes nos
extratos deste gé€nero (CALIXTO et al., 1998). Muitos desses compostos sio conhecidos
quimicamente, porém suas propriedades farmacologicas ndo estdo ainda completamente
determinadas.

As folhas e caules de P. sellowianus demostraram a existéncia de um alcaldide com
acdo antiespasmodica, o qual foi denominado filantimida (TEMPESTA et al., 1988). Esta
molécula foi utilizada como modelo para a sintese de analogos mais potentes (CECHINEL
FILHO & YUNES, 1998). Outros compostos identificados em extratos de raizes desta
espécie foram triterpenos, que atualmente estiio sendo investigados farmacologicamente
(CECHINEL FILHO et al., 1998). '

Pesquisas realizadas por MIGUEL et al. (1995b e 1996) levaram ao isolamento e
identificagdo de elagitaninos (furosina e geranina) em P. sellowianus, que poderiam estar
envolvidos, em parte, com a agdo antinociceptiva ja conhecida nesta espécie. Estes
compostos demostraram ser de 6 a 7 vezes mais potentes como analgésicos quando
comparados com a aspirina e o acetaminofeno, respectivamente.

Estudos quimicos conduzidos com o extrato etanolico de folhas, caules e raizes de
P. caroliniensis demostraram a presenca de fitoesterdis, quercetina (flavonoéide), acido
galico (benzenodide) e geranina (tanino) nestes extratos (CECHINEL FILHO et al., 1996a).

Estudos fitoquimicos realizados com os extratos de P. myrtifolius e P. abnormis
demostraram a presenga de lignanas em sua composigio. Seis lignanas foram isoladas de P.
myrtifolius, sendo que um dos compostos inibe a atividade da transcriptase reversa do virus
HIV-1 em 65% (LEE et al., 1996b). Outras duas lignanas pesquisadas por CHANG et al.
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(1995), de P. myrtifolius, também demostraram uma inibi¢do na transcriptase reversa do
virus HIV .

Andlises quimicas realizadas por FOO (1995), de extratos das partes aéreas de P.
amarus, levaram ao isolamento e identificagdo de um novo elagitanino denominado acido
amarinico, juntamente com outros compostos. InvestigacGes sobre os constituintes
quimicos do extrato metandlico de P. tenellus levaram a identificagdo e elucidagio de dois
novos taninos ainda ndo relatados para a espécie. HUANG et al. (1998) comprovaram a
auséncia de lignanas nestes extratos.

Durante os estudos dos metabolitos secundarios produzidos por P. fraternus,
SITTIE et al. (1998) isolaram do extrato etandlico desta espécie uma grande quantidade de
alcadienamidas, um grupo de produtos naturais com propriedade antimalarica.

Alguns compostos foram isolados de tecidos especificos da planta (folhas) e néo da
planta completa. Extratos de folhas de P. amarus apresentaram dois novos alcaldides em
sua composi¢do, que foram isolados e identificados, juntamente com outros alcaldides ja
conhecidos: phyllanthina, securinina e norsecurinina (HOUGHTON et al., 1996). Qutro
exemplo foi o isolamento e identificagdo do niruroidina, um alcaldide também isolado de
folhas de Phyllanthus, neste caso de P. niruroides (BILA et al., 1996).

Outro aspecto de interesse, no que se refere ao estudo de plantas medicinais, ¢ a
utilizagdo de compostos naturais ativos como modelo para a sintese de substincias
analogas, mais potentes e seletivas, que podem ser obtidas de forma fécil e talvez a custos
menores. Muitos farmacos disponiveis no mercado farmacéutico foram obtidos
sinteticamente baseados em produtos naturais ativos (CECHINEL FILHO & YUNES,
1998).
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Tabela 2. Constituintes quimicos isolados de plantas do género Phyllanthus

Espécies Classes de compostos
P. acidus Triterpenos
P. acuminatus Lignanas
P. amarus Benzenoides, flavonodides e taninos
P. anisobulos Lignanas '
P. caroliniensis Benzenoides, flavonoéides, esterdides e taninos
P. corcovadensis Benzenoides, monoterpenos e esterdis
P. discoideus Alcaloides, lignanas e triterpenos
P. emblica Alcaldides,  benzendides, cumarinas,  diterpenos,
flavondides e esterdis
P. engleri Poliprenodides e triterpenos
P. flexuosus Benzendides, cumarinas, esterdis, taninos e triterpenos

P. maderaspatensis

Lipidios

P. muellerianus

Esterois e triterpenos

P. myrtifolius

Lignanas

P. niruri Alcaldides, benzendides, cumarinas, flavondides,
lignanas, lipidios, esterdis, taninos e triterpenos

P. niruroidine Alcaldides

P. orbiculatus Flavonodides

P. reticulatus Benzenoides, cumarinas, esterois e triterpenos

P. sellowianus Alcalodides, acetofenéis, acidos, benzenéides, cumarinas,
flavondides, triterpenos, esterois e agucares

P. simplex Alcalbides

P. urinaria Acidos, benzendides, cumarinas, esteres, flavonoides,
fitalatos, esterdis, taninos e terpenos

P. verminatus Sesquiterpenos

P. virgatus Lignanas e acidos

P. watsonii Esterois e triterpenos

Fonte: CALIXTO et al., 1998.

4. Atividades biologicas

Algumas espécies de Phyllanthus demostraram ser efetivas contra processos

infecciosos, principalmente contra bactérias. Constatou-se que extratos aquosos de P.

emblica apresentaram uma atividade antibacteriana 'in vitro' contra Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Salmonella thyphosa e Cdndida albicans (KHANNA & NAG, 1973).
HAICOUR (1974) preparou extratos aquosos de calos de P. urinaria e de outros tecidos da

planta para utilizar em ensaios de inibi¢do de crescimento da Bacillus subtilis (causador de
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diarréia), encontrando efeitos mais significativos quando utilizou extratos das folhas desta
espécie. Em experimentos posteriores, determinou que as substincias com efeito
antibacteriano apresentavam caracteristicas »semelhantes aos taninos hidrolizaveis
encontrados nos extratos da planta (HAICOUR, 1975). Resultados semelhantes foram
obtidos por MORETTO et al. (1994) em extratos de P. wrinaria. Estes extratos
apresentaram uma atividade antibacteriana efetiva contra bactérias geralmente encontradas
no trato urinario, como Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Proteus vulgaris e

Staphylococcus aureus.
5. Estudos clinicos

Alguns testes clinicos com pacientes ja estio sendo realizados na India para
confirmagio dos efeitos diuréticos, hipotensivos e hipoglicémicos de infusdes de P.
amarus. As infusdes foram testadas por 10 dias em pacientes hipertensos, sendo que quatro
deles também sofriam de diabete mellitus. Observou-se uma redugdo significativa na
glicose sangliinea e na pressdo cistolica sangiiinea, em pacientes ndo-diabéticos
hipertensos. Estas observagdes indicam que P. amarus é um potente diurético, hipotensivo
e hipoglicémico (SRIVIDYA & PERIWAL, 1995). |

No Brasil, alguns estudos foram realizados por SANTOS (1990), que investigou a
acglo do extrato aquoso de partes aéreas e raizes de P. niruri em pacientes com calculo renal
(5g bor dia durante 45 dias). Os resultados obtidos foram muito parecidos com os estudos
em ratos, sendo que apos 45 dias um significativo nmimero de pacientes apresentou
resultados positivos quanto & eliminagdo dos calculos.

Estudos em laboratorio realizados por THY. AGARAJAN et al. em 1988,
demostraram agdes positivas de extratos aquosos de P. amarus ('in vitro' e 'in vivo') contra
o virus da hepatite B. Num primeiro estudo, estes autores demostraram que a administragdo
oral de extratos de P. amarus ndo provocou efeito toxico nos pacientes. Posteriormente, os
extratos de P. amarus foram efetivos na redugdo do antigeno em 59% dos individuos
tratados, comparados com 4% do controle. Dez anos depois, UNANDER (1998)
questionou os efeitos dos extratos das espécies de Phyllanthus como antivirais (HBV) e

sugeriu alguns aprofundamentos nestes estudos, levando em consideragio alguns aspectos,
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como por exemplo a influéncia de fatores ambientais e genéticos das plantas do género
Phyllanthus sobre os efeitos antivirais, o estudo dos extratos contra outros virus de hepatite,
como o virus da hepatite A e a determinagdo dos efeitos psicossomaticos sobre os pacientes
estudados. Este autor também sugere que os dados obtidos até o momento nio sio efetivos
para apoiar o uso da planta na cura da hepatite B cronica, mas que se deve considerar a
presenca de alguma atividade biologica nestas plantas.

Estudos realizados por UNANDER et al. (1995) sugerem que algumas espécies do
género Phyllanthus podem apresentar atividade contraceptiva e abortiva. Uma possivel
existéncia de efeito para indugdo do aborto é importante, para'alertar a populagio contra
algumas recomendag¢des com relagdo ao uso de remédios caseiros.

Diversos registros a respeito do uso das espécies de Phyllanthus para tratamento de
espasmos intestinais, contragdes menstruais e uterinas, na pressio sangiiinea € no
relaxamento muscular estdo disponiveis na literatura (CALIXTO et al., 1984; UENO et al.,
1988 e CALIXTO et al., 1998). '

6. Biotecnologia

Segundo UNANDER (1996), poucos estudos tém sido desenvolvidos até o
momento sobre cultura de tecidos de espécies de Phyllanthus. Na Tabela 3 estdo indicados
os trabalhos realizados com extratos de calos destas plantas.

KHANNA & STABA (1968) estabeleceram cultura de calos a partir de plantas de
P. emblica produzidas 'in vitro' através da germina¢fio de sementes. Para a produgido dos
calos os autores utilizaram o meio de cultura MS suplementado com 1 mg.I"' de 2,4-D, e as
culturas cresceram em condigdes de luz natural a uma temperatura de 26°C.

HAICOUR (1974) desenvolveu cultura de calos de folhas, caules e raizes de P.
urinaria utilizando o meio MS suplementado com 0.1 mg.I' de NAA, 0.1 mg.I" de cinetina
e 8% de agua de coco. Neste processo as culturas foram mantidas a 28°C em fotoperiodo de
16 horas.

UNANDER (1991) induziu formagio de calos de P. amarus, P. abnormis e P.
urinaria a partir de segmentos esterilizados retirados das plantas cultivadas em casa de

vegetacdo. A indugdo e crescimento dos calos realizou-se numa temperatura de 28°C sob
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luz continua. Este mesmo autor comparou meios de cultura de varias combinagbes para
otimizar a produg@o dos calos ¢ obteve melhores resultados com o meio MS modificado,
suplementado com 1.0 mg.1"' de 2,4-D ou IBA em combinagiio com 0.5 a 1.0 mgl’ de
BAP. A adigdo de célcio no meio de cultura, testado devido ao ambiente calcario no qual se
encontram as espécies do género Phyllanthus, ou a substituigio de IBA por 2,4-D, ndo
demostrou efeito- significativo na massa de calos produzida. Experimentos posteriores
confirmaram um crescimento maximo dos calos quando a taxa de proporgio
auxina:citocinina foi mantida em 1:1. Os extratos aquosos de plantas mantidas no campo
foram mais ativos ‘in vitro', contra a DNA polimerase viral e a transcriptase reversa, do que
os extratos dos calos. Os testes com P. caroliniensis indicaram dificuldades na indugio de
calos, e nenhuma resposta foi obtida com P. myrtifolius, P. debilis e P. mimicus (subgénero
Phyllanthus) ou P. arbuscula (subgénero Xylophylla).

ISHIMARU et al. (1992) produziram calos e realizaram a transformagdo de raizes
com Agrobacterium rhizogenes e A. tumefaciens em P. niruri. As fontes de explante para a
realizagdo dos experimentos foram segmentos de caule retirados de plantas germinadas
assepticamente em meio solido MS/2 suplementado com 30 gI' de sacarose. As culturas
de raizes transformadas foram mantidas no escuro em meio MS/2 liquido, desprovido de
reguladores de crescimento, em agitador horizontal rotatério. As analises fitoquimicas dos
calos, de cultura de raizes e de plantas demostraram a presenga de acido galico, catecol e de
cinco compostos fenolicos. As quantidades de compostos fendlicos produzidos em cultura
de raizes nfo transformadas foram menores do que em cultura de raizes transformadas
(0.05% do peso seco).

MORENO (1993) iniciou e manteve cultura de calos a partir de segmentos nodais e
de folhas de P. tenellus, P. corcovadensis e P. niruri em meio MS suplementado com 20
g.l'1 de sacarose, 2,4-D, IBA, IAA e NAA nas concentragdes de 2,4 ¢ 8 mg.l’l. As culturas
foram mantidas a 25°C em fotoperiodo de 16 h. Melhores resultados, em termos de
incremento de peso fresco nos calos, para as trés espécies estudadas, foram obtidos através
da utilizagdo de segmentos nodais como explantes e de meios suplementados com IBA a
4.0 mg.I". As citocininas (Cinetina, 2iP e BAP) também foram testadas com este proposito,
mas ndo apresentaram resultados tdo relevantes quanto os obtidos com as auxinas para P.

tenellus, P. corcovadensis e P. niruri. Nesse mesmo trabalho foi comprovada a eficiéncia
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do meio MS sobre os meios AR, B, K, WPM, S e W em relagido a indugio e crescimento
dos calos para a espécie de P. tenellus. SANTOS et al. (1994) realizaram analises
fitoquimicas e farmacologicas dos extratos metanolicos dos calos destas trés espécies de
Phyllanthus cultivados em meio MS suplementado com 24-D, IBA e IAA nas
concentracdes de 2, 4 ¢ 8 mgl' e determinaram, através de analises cromatograficas
(HPLC e CCD), a presenga de compostos fenolicos e a auséncia de alcaloides e flavondides
nos extratos dos calos. Os testes farmacologicos indicaram similar e potente atividade
analgésica nos extratos metanolicos dos calos de P. tenellus, P. corcovadensis e P. niruri.

SILVA (1995) estabeleceu técnicas para a multiplicagdio de ramos 'in vitro' em P.
tenellus, P. corcovadensis, P. niruri e P. urinaria ¢ para a produgdo de calos em P.
urinaria. As citocininas BAP, cinetina e 2iP foram testadas na multiplicagio de ramos e
2,4-D, NAA, TAA e IBA na indug@o e crescimento de raizes e de calos nas concentragdes
de 0.25, 0.5 e 1.0 mg.1” respectivamente. Diferentes meios de cultura foram testados na
multiplicag@io de ramos em P. fenellus e indicaram variagdes significativas na formagio
miltipla de ramos nas diferentes espécies estudadas. O BAP 0.25 mg.I'foi eficiente na
multiplicag@o de ramos de P. tenellus e P. niruri, o.2iP 0.25 mg.I" e a cinetina 1.0 mg.I"
foram eficientes na multiplicagdo de ramos de P. corcovadensis e P. urinaria
respectivamente. Além disto, os efeitos das auxinas IBA, NAA e 2,4-D no enraizamento de
P. corcovadensis e P. urinaria também foram testados, demostrando a superioridade do
NAA em aumentar o numero de raizes produzidas e sua capacidade de indugdo em ambas
as espécies. Quanto a produgdo de calos em P. urinaria, as concentragdes de 4 e 8 mg.1” de
IBA foram mais eficientes na indugio e crescimento dos mesmos.

SARADHI & ISLAMIA (1997) estabeleceram alguns procedimentos para a
micropropagagio de P. fraternus utilizando segmentos nodais como explante. As plantas
foram cultivadas em meio BS suplementado com 4.4x10°, 4.4x10° e 4.4x10™ mgl' de
BAP ou cinetina. A presenga de BAP no meio de cultura promoveu a formagio multipla de
ramos, obtendo-se em torno de 14-16 ramos por explante durante um periodo de 28 dias de
cultivo em 4.4x10™ mg 1’ de BAP. O enraizamento das plantas foi obtido em meio B5/2
suplementado com 4.4x10”° mgl' de IBA. O estabelecimento das condi¢des de cultura

adequadas para a formagio multipla de ramos é importante para a multiplicacio de
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gendtipos com altos niveis de principios ativos e potencial terapéutico e de alto valor

comercial.

Tabela 3- Resumo dos trabalhos realizados com os metabolitos secundarios produzidos por

culturas 'in vitro' de calos e raizes de espécies de Phyllanthus.

Espécies Explante Observacoes Referéncias
P. emblica Plantas obtidas a partir | Extragdo de taninos e de| KHANNA &
da germinacfio de|galato de etila dos calos com | NAG (1973)
sementes efeito antibacteriano
P. urinaria Folhas, caules e raizes |Extratos aquosos de calos| HAICOUR (1974)
inibiram o crescimento de
bactérias
P. amarus Segmentos de caule Extratos aquosos de calos| UNANDER
inibiram a DNAp viral € e a{(1991)
transcriptase reversa
P. abnormis e|Segmentos de caule Extratos aquosos de calos| UNANDER
P. urinaria inibiram a DNAp viral (1991)
P. niruri Segmentos - de caule, | Extrato metandlico dos calos | ISHIMARU et al.
raizes transformadas e|e das raizes transformadas |(1992)
ndo transformadas permitiu o isolamento de
acido gilico e outros
: compostos fenodlicos
P. tenellus, P.|Segmentos de caule Extrato metanolico dos calos | SANTOS et al.
niruri. e P. apresentou compostos (1994)
corcovadensis fenolicos e aglcares e
demostrou atividade
analgésica
P. fraternus Segmentos nodais Extratos aquosos das plantas | SARADHI &
demostraram inibigdo da | ISLAMIA (1997)

DNAp viral

Fonte: UNANDER, D. W_,1996. (modificada)
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CAPITULO 11

CULTIVO 'IN VITRO' DE Phyllanthus caroliniensis (EUPHORBIACEAE)
1.Introducao

O P. caroliniensis (Euphorbiaceae), por suas propriedades antibacteriana, diurética e
laxativa, ¢ utilizado na medicina popular para o tratamento de bronquite, febre e diabetes
(UNANDER et al., 1990 e 1991).

CECHINEL FILHO et al. (1996a) determinaram a presenga de flavonoides
(Quercetina), taninos (Geranin) ¢ esterdides (B-sitosterol, stigmasterol e campesterol) nos
extratos de P. caroliniensis. Estes compostos podem ser responsaveis por agdes analgésicas e
antiinflamatorias apresentadas em testes farmacologicos realizados com extratos desta
espécie (SANTOS et al.,1995; MIGUEL et al., 1996; CECHINEL FILHO et al., 1996b).

Poucos estudos desenvolvidos sobre cultura de tecidos de P. caroliniensis indicaram
dificuldades na indugdo de calos, e o desenvolvimento de técnicas adequadas para tal seria
interessante, pois poderia viabilizar investigagbes mais detalhadas com relagio a
otimizagdio da produgdo de compostos secundarios por esta espécie (UNANDER et al,,
1991 e 1996). O objetivo deste trabalho foi desenvolver métodos de cultivo ‘in vitro' de P,
caroliniensis que possam ser utilizados na multiplicagio em larga escala e nas anélises
fitoquimicas e farmacolégicas para a detecgdo de seus principios ativos e determinagdo das

respectivas a¢des biologicas.
2. Material e métodos

Segmentos nodais (0.8-1.2 cm), utilizados nos experimentos de indugdo de ramos e
de calos, e segmentos de raizes contendo os apices (3-4cm), utilfzados nos experimentos de
cultura de raizes, foram obtidos a partir de plantas axénicas de P. caroliniensis com 30-40
dias de idade. Estas plantas foram cultivadas em meio Murashige & Skoog (MS, Sigma
Co., USA), suplementado com 20 g1" de sacarose e 2 g.I"' de fitagel- (Phytagel, Sigma Co.,
USA), e mantidas a 25°C em fotoperiodo de 16h provido por ldmpadas fluorescentes

Philips LD (22.3 pmol fotons.s™. m?).
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Nos experimentos para testar os efeitos isolados dos reguladores de crescimento na
indugdo de ramos e formag@o de calos, NAA, 2,4-D, IAA, IBA, BAP, 2iP ou cinetina foram
adicionados ao meio MS suplementado com 20 gl de sacarose ¢ 6 gI' de agar (Agar
Type, Sigma Co.), nas concentragdes de 0.0, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 ou 8.0. Para avaliar os
efeitos de diferentes formulagdes salinas na micropropagagdo, os meios MS, BS5
(GAMBORG et al., 1968) AR (ANDERSON, 1978), W (WHITE, 1963), S (SCHENK &
HILDEBRANDT, 1972), K (KAO & MICHAYLUK, 1975) ¢ WPM (LLOYD &
MCCOWN, 1981) foram suplementados com 1.0 mgl' de BAP. Para a iniciagio de
cultura de raizes os segmentos de raizes foram inoculados em frascos erlenmeyers de 125
ml contendo aliquotas de 20 ml de meio MS liquido suplementado com 20 g.I" de sacarose
e 0.2 mgl' de NAA. Em todos os casos os valores do pH dos meios de cultura foram
ajustados para 5.8, com NaOH 0.1M ou HCI 0.1N, antes da distribui¢do em tubos de ensaio
de 20 x 150 mm, no caso dos meios solidos, e autoclavagem a 121°C por 18 minutos.

Os experimentos de indugdo de ramos foram mantidos nas mesmas condigdes de
temperatura; fotoperiodo e intensidade luminosa ja mencionadas, e os de indugdo de calos
foram mantidos na auséncia de luz. Foram utilizadas 30 repetigdes por tratamento. Apos 50
dias as culturas foram avaliadas com relagdo as freqiiéncias das respostas morfogénicas
apresentadas, tais como formag8o de ramos, raizes, flores e/ou calos, e quanto aos seguintes
pardmetros: peso da matéria fresca total das culturas, peso da matéria fresca dos calos,
nimero de ramos principais, numero de ramos laterais, numero de ramos totais,
comprimento do ramo principal, nimero de nds, comprimento da raiz principal e niimero
de raizes. A analise da dindmica do enraizamento das microestacas em meio desprovido de
reguladores de crescimento foi conduzida durante 40 dias, e em intervalos periddicos de
quatro dias as culturas foram avaliadas com relagdo a freqiiéncia de enraizamento e ao
namero de raizes formadas. As culturas de raizes foram mantidas a 25°C no escuro, em
agitador rotatério horizontal a 100 r.p.m. Os valores dos pesos da matéria fresca das raizes
foram avaliados apos 30, 45 e 60 dias e foram utilizadas trés repetigbes por tratamento.

A aclimatagdo de plantas completas, produzidas em meio desprovido de reguladores
de crescimento, foi realizada apos 30 dias, ocasiio em que foram retiradas dos tubos de
ensaio, lavadas em agua destilada para remogdo do agar e tiveram os ramos principais

reduzidos, de forma a conter apenas duas gemas axilares por planta. Em seguida foram
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transferidas para bandejas de plastico de 150x250x50 mm, contendo areia esterilizada e
cobertas com filme de PVC perfurado. Apds a primeira semana foram gradualmente
expostas 4 atmosfera com 70% de umidade relativa e depois de 20 dias foram transferidas
para copos plasticos de 250 ml contendo mistura de areia e terra ndo esterilizadas, na
propor¢do de 1:1 (v.v). As culturas foram mantidas nas mesmas condi¢des utilizadas para
os estudos de cultivo 'in vitro'. Foram utilizadas trés repeticdes com 12 plantas cada. As
plantas foram avaliadas periodicamente durante nove semanas quanto a freqii€ncia de
sobrevivéncia, de floragdo, comprimento da parte aérea e nimero de ramos.

As diferengas entre os valores das médias foram determinadas por anélise de
variancia (ANOVA) com um fator e pelo teste-t. A separagéo das médias foi realizada pela
DMS ou pelo teste-t de Tukey ao nivel de significincia de 5% (GOMEZ & GOMEZ,
1984).

3. Resultados

3.1. Indugio de ramos

3.1.1. Efeito de citocininas

Os efeitos das citocininas na morfogénese de segmentos nodais de P. caroliniensis
sdo apresentados na Tabela 1. Em todos os tratamentos a indugio de calos foi inibida e ramos
foram induzidos, mas efeitos diversificados das citocininas com relagdo as respostas
morfogénicas de floragio e indugdio de raizes podem ser observados. O BAP inibiu
completamente a formagdo de raizes nos explantes em relagdo & cinetina e 2iP, que
apresentaram raizes em cerca de 86-100% das culturas. A formagdo de flores foi observada
nas concentragdes de 0.5 ¢ 1.O-mg,.fl'l de cinetina, em cerca de 26.6 % e 3% das culturas,
respectivamente, ¢ de 0.25 mg.1" de 2iP, em 6.7% das culturas. O padrio de formagdo de
ramos laterais parece ter sido estimulado nos tratamentos com BAP a 1.0 mg.I’, cinetina a
0.25 € 2iP a 0.25-1.0 mg.1"", em pelo menos 70% das culturas.

Os dados apresentados na Tabela 2 indicam que o BAP, cinetina e 2iP foram

eficientes em promover a multiplicagdo de ramos, uma vez que induziram o aumento
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significativo do numero total de nos produzidos por explante (Figura lc,n A). Por outro
lado inibiram o crescimento em comprimento dos ramos produzidos além de inibirem e/ou
reduzirem o crescimento das raizes em relagiio ao controle. As diferentes concentra¢des de
BAP testadas ndo produziram diferengas estatisticas significativas nos valores de pesos
frescos das culturas; no entanto, os nimeros de ramos produzidos por explante, em todas as
concentragles, foram significativamente maiores que o controle, sendo em média de 4.2
ramos na concentragio de 1.0 mg.l’. O crescimento em comprimento destes ramos
diminuiu significativamente na presenga de BAP, mas as concentragdes de 0.25 ¢ 0.5 mg I
promoverain significativamente o nimero total de nés por explante, ao redor de 21. A
concentragdo de 1.0 mg.l'1 de cinetina e 2iP promoveram a formagdo de 5.2 ¢ 4.5, ramos
por explante, respectivamente, apesar de estes valores ndo serem significativos em relagio
ao controle, e apresentaram um efeito inibitério crescente no comprimento dos ramos a
medida que as concentragdes foram aumentadas, atingindo a inibi¢do maxima na
concentragio de 1.0 mg.I”. O efeito promotor destas citocininas, com relagdo ao nimero
total de nos produzidos por explante, em todas as concentragdes testadas, foi equivalente ao
verificado com a aplicagdo de BAP 2 0.5 ¢ 1.0 mg.I'’, ao redor de 20-23. A cinetina e o 2iP
inibiram o desenvolvimento do sistema radicular das culturas através da redugdo drastica do
numero de raizes formadas por explante e da inibigio do seu crescimento em quase 50%,
principalmente na concentragiio de 1.0 mg.I" quando comparadas ao controle.

Resultados semelhantes foram obtidos por SILVA (1995), o qual demostrou a
eficiéncia do BAP na concentragdo de 0.25 mg.l”" na multiplicagiio de ramos em P. wiruri.
MONIER & OCHATT (1995) também obtiveram o6timos resultados na multiplicagdo de
ramos em meio MS suplementado com 1.0 mg.1" de BAP em cinco diferentes genétipos de
Cotoneaster (planta ornamental comercialmente importante na Fran¢a). O BAP também
inibiu inibiu a formagdo de raizes, da mesma forma que em P. caroliniensis, sendo necesséria

a suplementagio de auxinas ao meio para posterior aclimatagio das plantas.
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Tabela 1. Efeito de citocininas na freqii€ncia (%) de respostas morfogénicas de segmentos

nodais de Phyllanthus caroliniensis cultivados 'in vitro'. Dados obtidos de 30 repetigdes.

Citocininas Concentragdo Ramos Ramos Raizes Flores Calos
(mg.l") laterais

BAP
0.00 100 30 100 0 0
0.25 100 50 0 0 0
0.50 100 50 0 0 0
1.00 100 76.6 0 0 0

CIN
0.00 100 533 933 0 0
0.25 100 70 100 0 0
0.50 100 63.3 933 26.6 0
1.00 100 60 86.6 3.0 0

2iP

0.00 100 63.3 100 0 0
0.25 100 70 90 6.7 0
0.50 100 70 90 0 0
0

[e]

1.00 100 80 93
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Tabela 2. Efeito de citocininas na micropropagacgéo de Phyllanthus caroliniensis a partir de

segmentos nodais.

Citocininas Concentragio  Peso Numero Comprimento Numero Comprimento Nimero de
(mg.l'l) fresco das  total de do ramo total de da raiz raizes
cultura ramos principal nos principal
(mg) (cm) (cm)
BAP
0.00 “87.16a 2.76b 4.78a 12.90b 435 2.59
0.25 74.93a 3.80a 2.38b 16.20b * *
0.50 89.50a 3.60a 2.49 21.00a *
1.00 75.80a 4.20a 2.21b 22.56a
CIN
0.00 95.66a 3.30b 6.58a 12.82b 3.82a 2.78a
0.25 125.63a 4.70ab 5.05b 23.63a 1.96b 2.16b
0.50 113.90a 4.50ab 3.88¢c 20.46a 2.14b 2.07b
1.00 121.70a 5.20a 2.86d 20.10a 1.52b 1.92b
2iP
0.00 86.23b 3.27b 6.34a 12.75¢ 3.18 2.66a
0.25 105.40ab  3.86ab 3.87b 17.63b 1.71b 2.44ab
0.50 115.36a 4 46a 3.68bc 21.40a 1.44b 2.03be
1.00 92.93ab  4.56a 2.90¢ 21.70a 1.66b 1.92¢

“Valores (N = 30) seguidos pela mesma letra nfo diferem significativamente em nivel de
5% pelo teste da Diferenca Minima Significativa. As letras comparam as concentragdes.
*Tratamentos que ndo formaram raizes.
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Figura l¢,p, . Cultura de ramos de P. caroliniensis iniciadas a partir de segmentos
nodais em meio MS (A). Plantas aclimatadas ( B). Flores em plantas aclimatadas
(C). Calos produzidos a partir de segmentos de caule em meio MS suplementado
com 1.0 mg.1" de 2,4-D (D). Raizes produzidas a partir de segmentos de dpices de
raizes em meio MS suplementado com 0.2 me.l”" de NAA (E). Barras = 1 cm.
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3.1.2. Efeito de meios de cultura

Os efeitos das diferentes formulagdes de meios de cultura na morfogénese dos
segmentos nodais apresentados na Tabela 3 indicam que 100% dos explantes, em todos os
meios testados, formaram ramos. Apenas os meios de cultura B5 e S propiciaram a
formacgdo de calos em 50% e 43% dos explantes e a indugdo de raizes ocorreu em 11% dos
explantes cultivados no meio MS. Os meios B5, S e W reduziram significativamente o
crescimento dos explantes em termos do numero total de ramos produzidos, dos
comprimentos dos ramos principais € do nimero total de nés originados, de forma similar
ao MS/2 (Tabela 4). As formulagdes salinas efetivas na indugéo e multiplicagdo de ramos
foram MS, K, WPM e AR, uma vez que induziram de 4-6 ramos/explante, contendo de 12-
22 nés em 45 dias, entretanto os meios WPM e K apresentaram alta taxa de mortalidade
(50%, dados n3o apresentados) e redugdo no desenvolvimento dos ramos respectivamente,
destacando-se a eficiéncia dos meios MS e AR. A redugédo, pela metade, da concentragdo
salina do meio MS provocou redugdo drastica no crescimento, sendo de 47% no numero
total de ramos, de 67% no comprimento dos ramos principais € de 56% no nimero de nos
por planta (Tabela 4). CARDOSO & OLIVEIRA (1996) testaram alguns meios de cultura
para iniciar o cultivo de calos em Hypericum brasiliense, dentre eles, o meio B5 promoveu
significativamente o desenvolvimento dos mesmos, porém para a multiplicagdo dos ramos

utilizou-se o meio MS.
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Tabela 3. Efeito de meios de cultura suplementados com 1 mg.I" de BAP na freqiiéncia (%)
de respostas morfogénicas de segmentos nodais de Phyllanthus caroliniensis. Dados

obtidos de pelo menos 10 repetigdes.

Meios Ramos Ramos - Raiz Calos Plantas Peso fresco
laterais normais de calo
(mg)

MS 100 100 11 0 11 *

B5 100 77.77 0 50 0 68.20a

S 100 85.71 0 43 0 102.00a
A% 100 100 0 0 0 *
K 100 100 0 0 0 "
WPM 100 44 44 0 0 0 %
AR 100 100 0 0 0 %
MS/2 100 85.71 0 0 0 ¥

Valores (N 10-20) seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente em nivel de
5% pelo teste da Diferengca Minima Significativa. As letras comparam as concentragdes.
*Tratamentos que ndo formaram calos.

Tabela 4. Efeito de meios de cultura suplementados com 1 mgl' de BAP na

micropropagagdo de Phyllanthus caroliniensis a partir de segmentos nodais.

Meios Peso fresco Numero Comprimento Numero Comprimento Namero de

das culturas  total de do ramo total de nos da raiz raizes
(mg) ramos principal principal
(cm) (cm)

MS “108.00a 6.55a 2.38a 22.00a 15.00 20.00
B5 13.14b 2.71b 0.82b 9.57bc » -
S 21.28b 2.71b 1.90ab 8.28¢ * *
W 8.75b 2.00b 1.00b 5.50¢ * ¥
K 45.50b 4.80ab 0.95b 13.90abc * *
WPM 35.80b 4.60ab 1.80ab 12.60abc * *
AR 41.33b 6.44a 1.77ab 18.88ab ® "
MS/2 22.57b 3.42ab 0.78b 9.57bc * -

“Valores (N= 10-20) da mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo diferem
significativamente em nivel de 5% pelo teste da Diferenga Minima Significativa.
*Tratamentos que ndo formaram raizes.
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3.2. Enraizamento de microestacas

As respostas morfogénicas induzidas pelas auxinas 2,4-D, IBA, NAA e IAA em
segmentos nodais de P. caroliniensis estdo apresentadas na Tabela 5. O 2,4-D e o NAA
induziram a formag¢do de calos em 100% das culturas, e inibiram e/ou reduziram
drasticamente a formagdo de ramos principais e/ou laterais e as freqiiéncias de culturas com
raizes, apresentando efeitos opostos ao IAA e ao IBA. A floragdo foi completamente
inibida pelo 2,4-D, em todas os tratamentos, ou reduzida pelo menos a 50% pelo IAA, nas
concentragdes de 0.25, 0.5 ¢ 1.0 mg.1" e pelo NAA, a 0.5 ¢ 1.0 mg.I". Os pesos frescos
médios dos calos induzidos com o 2,4-D e o NAA aumentaram significativamente com o
aumento da concentragio testada, atingindo, com 1.0 mg.1”, valores ao redor de 718 mg e
258 mg, respectivamente, o que indica a eficiéncia do 2,4-D no processo.

Os resultados apresentados na Tabela 6 indicam que as auxinas ndo promoveram
significativamente o desenvolvimento da parte aérea das plantas originadas 'in vitro'. O
NAA, em todas as concentragdes, inibiu o nimero total de ramos por planta, o
comprimento do ramo principal em pelos menos 66%, e o numero total de nos, de 12.79 no
controle para valores abaixo de 6.7, dependendo da concentragdo testada. O IBA e o TAA,
exceto na concentragio 1.0 mg.l”, ndo reduziram significativamente o numero total de
ramos produzidos e ndo inibiram a produgdo de nds, mas apresentaram, em determinadas
concentragdes, efeito inibitério no crescimento do ramo principal. Em termos do
crescimento do sistema radicular, tanto o NAA na concentragio de 0.25 mg.I" como o IAA
promoveram a indugdo de um numero maior de raizes por explante, entretanto inibiram, da
mesma forma que o IBA, o seu crescimento. Nos tratamentos com [AA, a média do niimero
de raizes formadas em todas as concentragdes testadas foi superior a 3.0 e a taxa de indu¢io
em torno de 94% (Tabela 5). Todas as concentra¢des de IBA testadas ndo foram
significativas em promover o aumento de nimero de raizes, apesar de as taxas de
enraizamento estarem acima de 75%. O NAA na concentragio de 0.25 mg.I" foi eficiente
em aumentar o numero de raizes em relagdo ao controle, produzindo em média de 4.18
raizes/explante, mas a taxa de indug@o foi apenas de 50% e nas demais concentragdes inibiu
completamente a indugdo de raizes.

Desta forma, entre as auxinas testadas apenas o IBA e o IAA, em todas as

concentragdes, induziram a formagdo de plantas completas em taxas médias que variaram
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de 70-100% das plantas. YUAN et al (1994) testaram varias auxinas e citocininas na
multiplicag@o de ramos de Catharanthus roseus e obtiveram resultados semelhantes, nos
quais os meios suplementados com 2,4-D, inibiram a formagdo de ramos € promoveram a
formacéao de calos.

Na auséncia de reguladores de crescimento, as microestacas de P. caroliniensis
iniciaram a formagdo de raizes a partir de oito dias do inicio do experimento, atingindo
valores médios superiores a 60% na taxa de enraizamento a partir do 28° dia de cultivo, e a
taxa meédia maxima de enraizamento de 84% ao redor de 40-48 dias (Tabela 7, Figura 2). O
niumero médio maximo de raizes formadas por planta aumentou progressivamente em
fung¢do do tempo aumentando de 1.04 + 0.2, por volta da terceira semana de cultivo para

2.66 + 0.4, na sexta semana (Tabela 8, Figura 3).

3.3. Aclimatacéo

A porcentagem de sobrevivéncia das microplantas foi de 100%, durante o periodo
inicial de aclimatagédo de trés semanas, permanecendo neste valor por duas semanas apos a
transferéncia para os copos plasticos contendo a mistura de areia e solo (Figura lcapn B). A
partir da sexta semana de cultivo a porcentagem média de sobrevivéncia diminuiu para
88.8%, e para 86% na nona semana (Tabela 9). E importante ressaltar que entre os trés
experimentos realizados, em pelo menos dois deles as porcentagens finais de sobrevivéncia
estiveram ao redor de 91% (Figura 4). A floragdo ocorreu em média em 30.5 % das
microplantas e a partir da terceira semana ap0s iniciado o processo de aclimatagdo, periodo
em que se encontravam em condi¢@o de alta umidade relativa (Figura lcapn C). A partir da
quinta semana a porcentagem média de floragdo aumentou para 38.9%, atingindo 68.2% na
sexta semana e 100% apos 9 semanas (Tabela 10, Figura 5). O crescimento inicial das
microplantas nas trés primeiras semanas de aclimatagdo foi lento, de maneira que em média
apresentaram 2.13+0.07 cm de altura e 7.47+0.49 folhas. Entretanto, nas seis semanas
seguintes estes valores aumentaram para 20.2+2.9 com relagdo a altura e 10+1.3 ramos

foram produzidos, o que significou um incremento de 89% em altura (Tabela 11).
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Tabela 5. Efeito de auxinas na freqiiéncia (%) de respostas morfogénicas em segmentos

nodais de Phyllanthus caroliniensis. Dados obtidos a partir de 24 repeti¢des.

Auxinas Concentragdo Ramos Ramos Raizes Flores Calos Plantas Peso fresco

(mg.l'l) laterais normais de calo
(mng)
2,4-D
0.00 100 4583 91.67 58.33 0 91.67 "
0.25 0 0 0 0 100 0 £308.56¢
0.50 0 0 0 0 100 0 510.38b
1.00 0 0 0 0 100 0 718.35a
IBA
0.00 100 4583 91.67 5833 0 91.67 ¥
0.25 100 86.36 72.72 90.90 0 72,72 "
0.50 100 66.67 79.16 70.83 0 79.16 s
1.00 100 91.67 87.50 54.17 0 87.50 *
NAA
0.00 100 4583 91.67 58.33 0 91.67 e
0.25 100 8.69 4782 4347 100 0 66.29¢
0.50 100 10.52 0 5.26 100 0 214.37b
1.00 100 25.00 6.25 0 100 0 258.00a
IAA
0.00 100 4583 91.67 58.33 0 91.67 *
0.25 100 66.67 100 25.00 0 100 ¥
0.50 100 63.63 100 16.63 0 100 e
1.00 100 5445 9545 18.18 0 95.45 =

“ Valores (N = 24) seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente em nivel de
5% pelo teste da Diferenga Minima Significativa. As letras comparam as concentragdes.
*Tratamentos que ndo formaram calos.



Tabela 6. Efeito de auxinas na micropropagacdo de Phyllanthus caroliniensis a partir de

segmentos nodais.

Auxinas Concentracdo  Peso Numero Comprimento Numero Comprimento Numero

(mg. I fresco das total de do ramo total de da raiz de raizes
culturas  ramos principal nos principal
(mg) (cm) (cm)
2,4-D
0.00 35.54 1.91 4.22 12.79 5.38 2.50
025 * * * * % *
0.50 * ¥ i
1.00 ® %
IBA
0.00 “35.54a 1.91a 422a 12.79a 5.38a 2.50a
0.25 31.50ab 2.27a 3.68ab 13.33a 3.65b 2.68a
0.50 27.58ab 2.04a 3.33b 11.75a 3.05b 2.63a
1.00 26.25b 2.16a 3.56ab 12.41a 2.90b 2.09a
NAA
0.00 35.84a 1.91a 4.22a 12.79a 5.38a 2.50b
025 13.08b 1.08b 2.80b 6.78b 1.13b 4.18a
0.50 9.78b 1.10b 2.13¢ 5.42b » *
1.00 6.87b 1.31b 1.65¢ 5.31b * »
IAA
0.00 35.54ab 1.91ab 4.22a 12.79a 5.38a 2.50b
0.25 40.75a 1.95ab 4.33a 14.91a 4.61ab 3.90a
0.50 41.13a 220s 3.72a 14.77a 5.77a 3.87a
1.00 28.18b 1.59b 3.86a 12.45a 3.61b 3.57a

* Valores (N = 24) seguidos pela da mesma letra ndo diferem significativamente em nivel
de 5% pelo teste da Diferenga Minima Significativa. As letras comparam as concentragdes.
*Tratamentos que ndo formaram raizes e/ou ramos.
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Tabela 7. Freqiiéncia (%) de enraizamento de microestacas de Phyllanthus caroliniensis em

meio MS desprovido de reguladores de crescimento durante 48 dias. Dados obtidos de 15

explantes por experimento.

Experimentos Tempo
(dias)
0 4 8 16 24 32 40 48
0 6.67 20.00 40.00 66.60 93.30 93.30
2 0 0 13.30 13.30 53.30 66.60 86.60 93.30
3 0 0 0 6.67 33.30 66.60 66.60 66.60
Média+DP 0 0 6.65+6.6 13.346.6 42.2+10.2 66.6+0 82.1+13.8 84.4+15.4

Tabela 8. Numero de raizes produzidas por microestaca de Phyllanthus caroliniensis

durante 48 dias. Médias de 15 explantes por experimento.

Experimentos Tempo
(dias)
0 4 8 16 24 32 40 48
1 0 0 0.06 0.26 1.13 1.93 293 3.06
0 0 0.13 0.40 1.20 1.46 2.06 2.66
3 0 0 0 0.06 0.80 1.53 2.20 2.66
Médiat+DP 0 0 0.06+0.06 0.24+0.1 1.04+0.2 1.64+0.2 2.39+0.4 2.66+0.4
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Figura 2. Enraizamento 'in vitro' de microplantas de Phyllanthus caroliniensis em meio
MS desprovido de reguladores de crescimento. As linhas continuas sdo os resultados da
média de trés experimentos com 12 repetigdes cada. A linha pontilhada representa a média.

3,5
3
(/2]
~§ 2,5
$©
@ .
©
o 15
(]
£ 1
3
Z 05
0

0 B 8 16 24 32 40 48

Tempo (dias)
Figura 3. Namero de raizes formadas 'in vitro' por microplanta de Phyllanthus caroliniensis
em meio MS desprovido de reguladores de crescimento. As linhas continuas sdo as médias

dos resultados de trés experimentos com 12 repeti¢cdes cada. A linha pontilhada representa a
média.
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Tabela 9. Frequéncia (%) de sobrevivéncia 'ex vitro' de plantas micropropagadas de

Phyllanthus caroliniensis durante 9 semanas. Dados de 12 repeti¢gdes por experimento.

Experimentos : Tempo
. (semanas)
1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 100 100 100 100 100 78 75 73 73
2 100 100 100 100 100 100 100 916 916
3 100 100 100 100 100 91.6 91.6 916 - 91.6
MédiatDP 100 100 100 100 100 88.8+12 88.8+12 86+9.5 86+9.5

Tabela 10. Freqiiéncia (%) de floragéo 'ex vitro' de plantas micropropagadas de Phyllanthus

caroliniensis durante nove semanas. Dados de 12 repeti¢des por experimento.

Experimentos Tempo
(semanas)
1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 0 0 33.3 33.3 333 33.3 55.5 77.7 100
2 0 0 41.6 41.6 41.6 41.6 58.3 83.3 100
3 0 0 16.6 16.6 41.6 66.6 91 100 100

=

MédiatDP 0 30.5£12 30.5+12 38.9+4.8 47.1+17 68.2+19 87+11 100
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Figura 4. Porcentagem de sobrevivéncia de microplantas de P. caroliniensis em fungio do
tempo. As linhas continuas representam os resultados de trés repeti¢des. A linha pontilhada
representa a média.
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Figura 5. Floragdo em microplantas aclimatadas de P. caroliniensis em fungao do tempo.
As linhas continuas sdo os resultados de trés repetigdes. A linha pontilhada representa a
média.
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Tabela 11. Crescimento 'ex vitro' em altura (cm) (a), nimero de folhas (b) e nimero de

ramos (c) de plantas micropropagadas de Phyllanthus caroliniensis apds trés e nove

semanas.
Experimentos Tempo
(semanas)
3 9
(@ (b) (a) (c)
1 2.05 6.50 17.37 922
2 2,18 8.25 20.18 9.36
3 2,20 7.66 23.18 11.54

MédiatDP 2.13+0.07 7.47+0.49 20.2+29 10.0+1.3

3.4. Cultura de calos

O 2,4-D, IBA, NAA e IAA foram igualmente eficientes em induzir formagdo de
calos em 100% dos explantes. Flores foram produzidas nos segmentos de caule mantidos
no escuro, na maioria dos controles em porcentagens de 12.5-50% e em 4% dos explantes
no tratamento com 2,4-D 0.25 mg.l'l. O IBA, em todas as concentragdes, induziu a
rizogénese em 100% dos calos produzidos, mas da mesma forma que as demais auxinas foi
inefetivo na indug¢do de ramos (Tabela 12). Os calos eram amarelados, friaveis e
apresentavam estruturas globulares (Figura 1cqpn D).

Os dados apresentados na Tabela 13 indicam que todas as auxinas testadas nas
concentragdes variando de 0.25 a 8 mg.I"' promoveram significativamente os pesos frescos
médios dos calos em relagdo ao controle. No entanto, certas auxinas como o IBA nas
concentragdes de 2.0, 4.0 e 8.0 mg.l'1 e o NAA nas concentragdes de 0.5, 1.0, 2.0 e 4.0
estimularam a formag¢do de calos com pesos frescos variando de 100 a 327 mg,
correspondendo a incrementos variando de 26 a 113 vezes o peso fresco dos controles. Por
exemplo, o IBA na concentragdo de 8.0 mg.I" promoveu a formagio de calos com pesos

frescos médios de 327.08 mg por explante. O 2,4-D e o IAA ndo foram efetivos no
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crescimento dos calos uma vez que os pesos frescos dos mesmos ndo ultrapassaram 55 mg
em todos os tratamentos quando comparados com o NAA e o IBA.

Os resultados de experimentos preliminares para verificar o efeito de luz/escuro na
indugdo e crescimento dos calos indicaram que apesar de as porcentagens de indugio terem
sido de 100% em ambas as condigdes, a luz promoveu significativamente o peso fresco dos
calos crescidos em 2,4-D a 1.0 mg.I"' em relagio ao escuro. O peso fresco médio dos calos

produzidos na luz foi 261% maior do que no escuro, cerca de 351.05 mg (Tabela 14).
3.5. Cultura de raizes

Os resultados da Figura 6 indicam que o padréo de crescimento das raizes apresentou
trés fases distintas, sendo que nos primeiros 30 dias de cultivo o crescimento foi lento, com
taxas médias de 17.5 mg.dia™” (Figura lcapn E). Entre 30 e 45 dias o crescimento foi em
média pelo menos cinco vezes mais rapido que no periodo anterior, com taxas de 94.7
mg.dia”’, alcangando um incremento médio maximo em peso fresco de 1.422 mg aos 45
dias de cultivo. No periodo entre 45 e 60 dias houve um decréscimo drastico no peso fresco
das culturas, em média de 75.1 mg.dia” devido ao inicio do processo de senescéncia,

acompanhado visualmente pela alterag@o na coloragéo das raizes devido a intensa oxidacao.
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Tabela 12. Efeito de auxinas nas respostas morfogénicas de segmentos nodais de
Phyllanthus caroliniensis mantidos em posigdo horizontal no meio de cultura. Dados de 24

repeticdes.

Auxinas Concentragdo Ramos Raizes Flores  Calos

(mg.l'l)
2,4-D
0.00 100 100 50 0
0.25 0 0 4 100
0.50 0 0 0 100
1.00 0 0 0 100
2.00 0 0 0 100
4.00 0 0 0 100
8.00 0 0 0 100
IBA 100
0.00 100 100 12.5 0
0.25 0 100 0 100
0.50 0 100 0 100
1.00 0 100 0 100
2.00 0 100 0 100
4.00 0 100 0 100
8.00 0 100 0 100
NAA
0.00 100 100 12.5 0
0.25 0 0 0 100
0.50 0 0 0 100
1.00 0 0 0 100
2.00 0 0 0 100
4.00 0 0 0 100
8.00 0 0 0 100
IAA
0.00 100 100 0 0
0.25 0 0 0 100
0.50 0 0 0 100
1.00 0 0 0 100
2.00 0 0 0 100
4.00 0 0 0 100
8.00 0 0 0 100
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Tabela 13. Efeito de auxinas na formagdo de calos a partir de segmentos nodais de

Phyllanthus caroliniensis mantidos em posi¢do horizontal no meio de cultura.

Auxinas Concentragdo  Peso fresco  Concentragdo Peso fresco
(mgI™h (mg) (mg/) (mg)
2,4-D
0.00 “4.08¢c 0.00 2.87c
0.25 51.21a 2.00 54 83a
0.50 39.71b 4.00 19.70b
1.00 43.17b 8.00 12.29bc¢
IBA
0.00 4.37d 0.00 2.87d
025 28.92¢ 2.00 119.25¢
0.50 49.04b 4.00 294.16b
1.00 61.92a 8.00 327.08a
NAA
0.00 4.00c 0.00 2.87d
0.25 78.71b 2.00 207.33a
0.50 107.75b 4.00 166.16b
1.00 215.58a 8.00 69.12¢
TIAA
0.00 6.75¢ 0.00 2.87¢
0.25 20.17b 2.00 21.08b
0.50 30.75a 4.00 24.29ab
1.00 43 92a 8.00 27.16a

“Valores (N = 24) seguidos pela mesma letra niio diferem significativamente em nivel de
5% pelo teste da Diferenga Minima Significativa. As letras comparam as concentragdes.

Tabela 13. Efeito de luz e escuro na formagio de calos a partir de segmentos nodais de

Phyllanthus caroliniensis mantidos na posigéo horizontal em meio MS suplementado com

1 mg.1'de 2,4-D.
g

Tratamentos  Peso fresco Indugdo
(mg) (%)
Luz “351.05 a 100
Escuro 13445 b 100

“ Valores (N = 20) seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente a nivel de 5%

pelo teste 7.

43



AA

Peso fresco (mg)

Tempo (dias)

Figura 6. Crescimento 'in vitro' de raizes de Phyllanthus caroliniensis. As linhas continuas
sdo os resultados de trés experimentos com trés repetigdes cada. A linha pontilhada
representa a média.
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CAPITULO 11

CULTIVO 'IN VITRO' DE Phyllanthus stipulatus (EUPHORBIACEAE)
1. Introducio

O P. stipulatus (Raf) Webster. (Euphorbiaceae) ¢ utilizado na medicina popular para
o tratamento de disturbios estomacais, infecgGes urinarias e hepatites (UNANDER et al.,
1991). Outras espécies deste género também sdo utilizadas para o tratamento do aparelho
génito-urinario e intestinal, diabetes e hepatite B (UNANDER et al., 1990; 1991 e 1995,
SRIVIDYA & PERIWAL, 1995, MIGUEL et al., 1996, CALIXTO et al., 1997; 1998).

Estudos fitoquimicos e farmacolégicos de uma grande variedade de espécies deste
género comprovam a presenca de varios compostos e seus efeitos biologicos. Diferentes
classes de compostos organicos de interesse medicinal foram determinadas, incluindo
alcaloides, flavonoides, lactonas, esteroides, terpendides, lignanas, taninos e outros
(TEMPESTA et al., 1988; ISHIMARU et al., 1992; POLYA et al., 1995, MIGUEL et al.,
1996, HOUGHTON et al., 1996; HUANG et al., 1998 e SITTIE et al., 1998, CECHINEL
FILHO et al., 1998).

UNANDER (1991) desenvolveu técnicas para a indugio e crescimento de calos de
algumas espécies de Phyllanthus com o objetivo de testar a inibi¢do de enzimas da hepatite
B (DNAp e Transcriptase reversa) pelos extratos dos calos produzidos. Os extratos aquosos
obtidos de plantas crescidas no campo foram mais ativos 'in vitro' contra as enzimas da
hepatite B do que os extratos de calos testados. SANTOS et al. (1994) testaram os efeitos
analgésicos dos extratos metanoélicos dos calos de P. tenellus, P. corcovadensis e P. niruri
produzidos "in vitro". Os resultados indicaram que os extratos dos calos exibiram potentes
propriedades analgésicas contra a dor neurogénica e inflamatéria em camundongos.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver métodos de cultivo "in vitro" de P.
stipulatus que possibilitem a utilizag@o deste sistema como ferramenta para a otimizagdo da

produgdo dos principios ativos.
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2. Material e métodos

Sementes de P. stipulatus foram desinfectadas superficialmente através de imersao
em solugdo de hipoclorito de sodio comercial (Clorisol) contendo 2.5% de cloro ativo e
duas gotas de detergente neutro, por 30 minutos. Posteriormente as sementes foram lavadas
cinco vezes com agua destilada esterilizada e inoculadas em meio de cultura Murashige &
Skoog (MS, Sigma Co., USA), suplementado com 20 g.I'" e 6 g I"" agar (Agar Type, Sigma
Co.). As culturas foram mantidas a 25°C, em fotoperiodo de 16h provido por ldmpadas
fluorescentes Philips LD (22.3 umol fotons.s’.m?), condigdes estas também utilizadas nos
experimentos de micropropagag¢do e aclimatagdo. Apds 60 dias as plantas axénicas
produzidas foram multiplicadas, através da cultura de segmentos nodais, em meio MS
suplementado com 20 g.I" de sacarose e 2 gl” de fitagel (Phytagel, Sigma Co., USA),
desprovido de reguladores de crescimento, de forma a produzir plantas como fontes de
explantes para os experimentos.

Segmentos nodais de 0.8-1.2 cm, desprovidos de folhas e contendo apenas uma
gema lateral, foram removidos de plantas axénicas com 30-40 dias de idade e utilizados,
respectivamente, nos experimentos de micropropagacdo e formagdo de calos. Exceto
quando mencionado, os explantes foram inoculados na posigdo vertical no meio de cultura.

Para estudar os efeitos isolados dos reguladores de crescimento na micropropagagio
e formagdo de calos, NAA, 2,4-D, IAA, IBA, BAP, 2iP ou cinetina foram adicionados ao
meio MS, suplementado com 20 g1 de sacarose e 6 g.I” de agar, nas concentragdes de
0.0, 0.06, 0.12, 0.25, 0.5, 1.0, mg.I"". Nos experimentos para avaliar os efeitos de diferentes
formulagdes salinas na micropropagag@o, os meios MS, B5, AR, W, S, K e WPM foram
suplementados com 0.12 mg.I" de BAP. Para a iniciago de cultura de raizes os segmentos
de raizes foram inoculados em frascos erlenmeyers de 125 ml contendo aliquotas de 20 ml
de meio MS liquido suplementado com 20 g 1" de sacarose e 0.2 mg.I"' de NAA. Em todos
os casos os valores do pH dos meios de cultura foram ajustados para 5.8, com NaOH 0.1M
ou HCI 0.1N, antes da distribui¢do em tubos de ensaio de 20x150 mm e autoclavagem a
121°C por 18 minutos.

Nos experimentos de indug¢@o de calos os explantes foram inoculados na posicﬁo

horizontal sobre o meio de cultura e as culturas foram mantidas a 25°C, no escuro. Em
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todos os experimentos foram utilizadas de 10 a 30 repetigdes por tratamento. Apos 50 dias
as culturas foram avaliadas com relagdo as freqiiéncias das respostas morfogénicas
apresentadas, tais como formag¢do de ramos, raizes, calos, e quanto aos seguintes
parametros: peso da matéria fresca total das culturas, peso da matéria fresca dos calos,
- numero de ramos principais, nimero de ramos laterais, nimero de ramos totais,
~ comprimento do ramo principal, nimero de noés, comprimento da raiz principal e nimero
de raizes. A analise da dindmica do enraizamento das microestacas, desprovidas de folhas e
contendo apenas uma gema axilar, em meio MS ndo suplementado com reguladores de
crescimento, foi conduzida durante 40 dias. Foram utilizadas trés repeti¢des contendo 15
explantes cada e em intervalos periddicos de quatro dias as culturas foram avaliadas com
relagdo a frequéncia de enraizamento e o nimero de raizes formadas. As culturas de raizes
foram mantidas a 25°C no escuro, em agitador rotatério horizontal a 100 r.p.m. Os valores
dos pesos da matéria fresca das raizes foram avaliados 50 dias.

A aclimatag@o de plantas completas, produzidas em meio desprovido de reguladores
de crescimento, foi realizada apoés 15 dias, ocasido em que foram retiradas dos tubos de
ensaio, lavadas com agua destilada para remog@o do agar, e tiveram os ramos principais
reduzidos, de forma a conter apenas duas gemas axilares por planta. Em seguida foram
transferidas para bandejas de plastico de 150x250x50 mm contendo areia esterilizada e
cobertas com filme de PVC perfurado. Ap6s a primeira semana foram gradualmente
expostas a atmosfera com 70% de umidade relativa e depois de 20 dias foram transferidas
para copos plasticos de 250 ml contendo mistura de areia e terra ndo esterilizadas, na
proporgdo de 1:1. As culturas foram mantidas nas mesmas condi¢bes utilizadas para os
estudos de cultivo 'in vitro'. Foram utilizadas trés repetigdes com 12 plantas cada. As
plantas foram avaliadas periodicamente durante nove semanas quanto a freqiiéncia de
sobrevivéncia, de floragdo, comprimento da parte aérea, nimero de folhas e nimero de
ramos.

As diferengas entre os valores das médias foram determinadas por analise de
variancia (ANOVA) com um fator e pelo teste-t. A separagdo das médias foi realizada pela
DMS ou pelo teste-t de Tukey ao nivel de significancia de 5% (GOMEZ & GOMEZ,
1984). '
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3. Resultados
3.1. Induciao de ramos
3.1.1. Efeito de citocininas

Nas Tabelas 1 e 2 estdo representadas as respostas morfogénicas apresentadas pélos
segmentos nodais. A porcentagem de culturas que formaram ramos foi de 100% em todas
as concentragdes de citocininas testadas incluindo o controle (Figura 1A). Apenas as
concentragdes de BAP e 2iP superiores a 0.25 mg.I" inibiram totalmente e/ou reduziram a
formagdo de raizes em 82 a 95% dos explantes. Todas as citocininas, com exce¢do da
cinetina nas concentragdes variando de 0 a 0.12 mg.I"' ¢ BAP 1.0 mg.I", promoveram a
formagdo de calos na base de 95 a 100% dos explantes. Por esta razdo apenas a cinetina,
nesta faixa de concentragdo, propiciou a produgdo de plantas normais. Dentre todas as
citocininas o BAP nas concentragdes de 0.25 e 0.5 mg.l”" apresentou efeito promotor
relevante no crescimento dos calos, ja que os calos produzidos por cada explante nestas
condigdes apresentaram em meédia de 279 a 370 mg de peso fresco. O 2iP nas
concentragdes de 0.5 e 1.0 mg.1" e 0 BAP a 0.12 mg.I"' estimularam o crescimento de calos
na faixa de 100 a 150 mg de peso fresco, e a cinetina, em concentragdes variando de 0.25 a
1.0 mg.I"", promoveu o crescimento de calos com pesos frescos menores que 100 mg.

As Tabelas 3 ¢ 4 mostram os dados de proliferagdo de ramos por explante. Os
valores de peso fresco total das culturas foram inibidos significativamente pelo BAP,
cinetina e 2iP em todas as concentragdes testadas, com excegdo da cinetina a 0.06 mg.1". O
numero total de ramos produzidos por explante foi significativamente maior (1.5-1.8
ramos/explante) com o BAP de 0.06 a 0.12 mg.I" e cinetina a 0.12 mg.1", condigdes que
também promoveram significativamente o nimero total de nés formados por explante (5.0-
5.3) da mesma maneira que o 2iP a 1.0 mg.I". O crescimento em comprimento dos ramos
produzidos foi significativamente inibido por todas as citocininas, em todas as
concentragdes, exceto com a cinetina a 0.25 mgl”, quando comparado com o controle

(Figura lCapIII A)
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Efeitos inibitorios maiores que 70% em relag@o ao controle foram observados com o
BAP nas concentragdes de 0.25 a 1.0 mg.1". A cinetina nas concentra¢des de 0.06 a 0.25
mg 1", entretanto, causou inibigdo de no maximo 11% no crescimento dos ramos, que
mediram em média 11.0 cm.

O numero total de raizes formadas por explante foi significativamente reduzido pelo
BAP e 2iP em todas as concentragdes testadas e promovido apenas pela cinetina a 0.25
mg.I" (6.22 raizes/explante). Nas concentracdes de 0.06 e 0.12 mg.I" o BAP, 0 2iP ¢ a
cinetina ndo interferiram no crescimento das raizes, apenas o 2iP a 0.25 e 0.5 mg.1” inibiu
drasticamente o processo de forma que nestas condigdes as raizes apresentaram em média
apenas 0.4 a 1.7 cm de comprimento.

A cinetina também foi eficiente na multiplicagdo de ramos em P. wrinaria. SILVA
(1995) testou varias concentragdes de citocininas, sendo que os melhores resultados foram

obtidos com 1.0 mg.I" de cinetina, porém n3o ocorreu a formagdo de calos nesta espécie.

Tabela 1. Efeito de citocininas em concentragdes de 0 a 0.12 mg. I na freqiiéncia (%) de
respostas morfogénicas e no crescimento de calos produzidos a partir de segmentos nodais

de Phyllanthus stipulatus cultivados 'in vitro'. Dados obtidos de 22 a 24 repetigdes.

Citocininas Concentragio Ramos  Raizes Calos Plantas Peso fresco
(mg.l'l) normais dos calos
(mg)
BAP
0.00 100 100 0 100 .
0.06 100 100 100 0 “66.50b
0.12 100 79.16 100 0 110.95a
CIN
0.00 100 100 0 100
0.06 100 100 0 100
0.12 100 100 0 100
2iP
0.00 100 100 0 100 *
0.06 100 95.83 100 0 74.04b
0.12 100 100 100 0 105.37a

“Valores (N=22-24) seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente em nivel de
5% pelo teste da Diferenga Minima Significativa. As letras comparam as concentragdes.
* Tratamentos onde ndo ocorreu a formagio de calos
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Tabela 2. Efeito de

citocininas na freqiiéncia (%) de respostas morfogénicas e no

crescimento de calos produzidos a partir de segmentos nodais de Phyllanthus stipulatus

cultivados 'in vitro'. Dados obtidos de 13-23 repetigdes.

Citocininas Concentragdo Ramos Raizes . Calos Plantas Peso fresco
(mg.I™") normais Dos calos
(mg)
BAP
0.00 100 100 0 100 »
0.25 100 5.26 100 5.26 370.55a
0.50 100 0 100 0 279.53a
1.00 100 0 0 0 *
CIN
0.00 100 95.65 0 95.83 *
0.25 100 100 100 0 86.5%9
0.50 100 95.45 100 0 65.00a
1.00 100 86.36 100 0 93.09a
2iP
0.00 100 95.65 0 100 *
025 100 21.74 100 0 77.43a
0.50 100 18.18 100 0 139.54b
1.00 100 0 95.45 0 157.23b

“Valores (N =13-23) seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente em nivel de
5% pelo teste da Diferenga Minima Significativa. As letras comparam as concentragoes.
* Tratamentos onde ndo ocorreu a formagéo de calos
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Tabela 3. Efeito de citocininas em concentragdes de 0 a 0.12 mg I na micropropagagio de

Phyllanthus stipulatus a partir de segmentos nodais.

Citocininas Concentragdo Peso  Numero Comprimento Namero Comprimento Numero

(mg.l'l) fresco da totalde - doramo total de da raiz de raizes
cultura  ramos principal nos principal
(mg) (cm) (cm)
BAP
0.00 “247.45a 1.08¢ 13.39a 4.33b 231a 11.83a
0.06 78.79b  1.50b 8.29b 5.08a . 2.16a 5.70b
0.12 70.66b 1.83a 7.83b 5.08a 2.05a 2.05b
CIN
0.00 247.45a 1.08b 13.39a 4.33b 2.31a 11.83a
0.06 218.18a 1.12b 11.90b 4.45b 2.02a 10.66a
0.12 175.75b" = 1.544a 11.85b 5.33a 231a 9.59a
2iP
0.00 247.45a 1.08a 13.39a 433a 2.31a 11.83a
0.06 793706 1.12a 10.08b 3.95a 2.04a 2.95b
0.12 67.04b 1.29a 9.43b 3.37b 2.00a 3.50b

“Valores (N= 22-24) seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente em nivel de
5% pelo teste da Diferenga Minima Significativa. As letras comparam as concentragdes.
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Tabela 4. Efeito de citocininas em concentragdes de 0 a 1.0 mg.I" na micropropagagio de

Phyllanthus stipulatus a partir de segmentos nodais.

Citocininas Concentragdo Peso  Numero Comprimento Numero Comprimento Numero
(mg.l'l) fresco da total de do ramo total de da raiz de raizes
cultura  ramos principal nos principal
(mg) (cm) (cm)
BAP
0.00 “216.37a 1.33a 12.10a 6.54a 2.62 10
0.25 37.26b 1.84a 3.3% 5.63a * *
0.50 27.80b 1.73a 1.86¢ 5.73a * "
1.00 5453b 1.6la 1.53¢ 5.23a *
CIN
0.00 216.37a 1.2la 10.45a 4.04ab 2.88a 4.00b
0.25 7532b 1.22a 9.36a 4.18a 2.40ab 6.22a
0.50 52.54b 1.13a 6.79b 3.36¢ 1.76b 4.47b
1.00 5795b 13la 7.22b 3.40bc 2.21ab 3.68b
2iP
0.00 216.37a 1.21ab 10.45a 4.04b 2.88a 4.00a
0.25 33.82b 1.08b 5.76b 3.52b 0.46b 1.20b
0.50 34.13b 1.4lab 5.02b 4.04b 0.87b 1.50b
1.00 22.68b 1.50a 3.02¢ 5.22a » »

"Valores (N =13-23) seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente em nivel de
5% pelo teste da Diferenga Minima Significativa. As letras comparam as concentragdes.
* Tratamentos onde ndo ocorreu a formagédo de raizes
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Figura I cypm. Cultura de ramos de P. stipulatus iniciadas a partir de segmentos nodais em
meio MS (A). Plantas aclimatadas ( B). Flores e frutos em plantas aclimatadas ( C).
Detalhe das flores (D). Calos produzidos a partir de segmentos de caule em meio MS
suplementado com 1 mg.l" de 2,4-D (E). Raizes produzidas a partir de segmentos de
apices de raizes em meio MS suplementado com 0.2 mg.l'l de NAA (F). Barras =1 cm.
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3.1.2. Efeito de meios de cultura

As diferentes formulagdes salinas de meios de cultura promoveram diferengas nas
respostas morfogénicas dos explantes (Tabela 5). A porcentagem de segmentos nodais que
formaram ramos variou de 70 a 100% e apenas os meios WPM, MS e MS/2 induziram a
formagdo de raizes em 50 a 90% dos explantes. Calos foram induzidos na base dos
explantes em 90% somente no meio MS/2. Este meio também produziu resultados
superiores em relagdo aos demais quanto ao incremento em peso fresco das culturas e ao
numero total de ramos produzidos por explante (3.4 ramos) (Tabela 6). O comprimento
destes ramos assim como o numero total de nos foram significativamente inibidos nos
meios B5 e W. Os meios AR e MS/2 estimularam a formagdo de gemas axilares nos ramos
(5.3-5.7 gemas/explante) e os meios MS, WPM e MS/2 promoveram significativamente o
comprimento médio dos ramos produzidos (6-7 cm). O niimero de raizes produzidas por
explante nos meios indutores variou de 2 a 3.2 e ndo foi influenciado pelos meios de
cultura. Entretanto o meio MS/2 destacou-se na promogao significativa do crescimento em
comprimento das raizes produzidas (3.6 cm).

PARRA & AMO-MARCO (1996) obtiveram resultados semelhantes na
multiplicagdo de ramos de Myrtus communis, em que Otimas taxas de multiplicagdo foram
obtidas em meio MS/4 e o nimero maximo de nds foi produzido com MS/2, ambos
suplementados com 1 mg.1" de BAP além de serem muito superiores aos resultados obtidos
com o meio S. Resultados significativos no aumento do comprimento dos ramos de
Paraserianthes falcataria também foram obtidos com a utilizagdo do meio MS/2 (BON et
al.,1998), e esta mesma formulagdo promoveu o enrraizamento de Cleistanthus collinus 'in
vitro' (QURAISHI et al., 1996).
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Tabela 5. Efeito de diferentes meios de cultura suplementados com 0.12 mg.I"" de BAP na
freqiiéncia (%) de respostas morfogénicas de segmentos nodais de Phyllanthus stipulatus.

Dados obtidos de 10 repetigdes.

Meios Ramos Raiz Calos Plantas
normais
MS 100 90 0 90
BS 90 0 0 0
S 70 0 0 0
A% 90 0 0 0
K 100 0 0 0
WPM 90 50 0 50
AR 100 0 0 0
MS/2 100 80 90 0

Tabela 6. Efeito de diferentes meios de cultura suplementados com 0.12 mg.I"" de BAP na
micropropagagio de Phyllanthus stipulatus a partir de segmentos nodais.

Meios Peso fresco Namero  Comprimento  Namero Numero de Comprimento

da cultura total de do ramo total de nd6s  Raizes da .raiz
(mg) ramos principal principal
(em) (cm)
MS ?95.70b 1.40cd 7.00a 4.30bc 3.22a 1.77b
B5 51.44bc 1.33cd 1.88¢c 2.77d * ~
S 83.42b 1.14¢cd 3.92bc 3.42cd * *
\% 12.00¢ 1.00d 1.16¢ 1.22¢ * *
K 51.70bc 1.00d 5.35ab 3.40cd i ¥
WPM 71.22b 1.66¢ 7.16a 4.30bc 2.00a 1.20b
AR 61.10bec 2.30b 3.65bc 5.70a ¥ B
MS/2 241.40a 3.40a 6.75a 5.30ab 2.85a 3.62a

“Valores (N=10) seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente em nivel de 5%
pelo teste da Diferenga Minima Significativa. As letras comparam os meios.
*Meios de cultura onde ndo ocorreu a formacgdo de raizes.



3.2. Enraizamento de microestacas

As auxinas 2,4-D, IBA, NAA e IAA provocaram diferentes respostas morfogénicas
nos segmentos nodais (Tabela 7). O 2,4-D inibiu totalmente a indugdo de ramos enquanto
que os tratamentos com IBA e TAA apresentaram uma taxa de 100% de indugdo de ramos
nos explantes, em todas as concentragdes, sendo que nos tratamentos com NAA, esta
porcentagem diminuiu progressivamente para 45 e 0% com o aumento da concentragdo. A
formacgéo de raizes, e portanto de plantas normais, foi completamente inibida com o 2,4-D e
0 NAA. O IBA e o IAA inibiram drasticamente a formagdo de calos e as auxinas mais
efetivas na indugdo foram o 2,4-D e o NAA, que induziram calos em 100% dos explantes.
As concentragdes de 2.4-D a 1.0 mgl' e de NAA a 0.5 e 1.0 mg.I’ promoveram
significativamente o crescimento em peso fresco dos calos de maneira que o peso fresco
médio do calo produzido por explante em 2,4-D foi de 373.15 mg e em NAA de 400.5 a
628 mg. Apenas nos tratamentos com diferentes concentra¢gdes de NAA, ocorreu
rizogénese nos calos. Os resultados da Tabela 8 indicam que o IBA a 1.0 mg.I” induziu a
mais eficiente taxa de proliferagdo pois promoveu significativamente o nimero total de
ramos, o comprimento dos mesmos e o nimero total de gemas axilares, sendo que foram
produzidos nestas condi¢des 2.2 ramos/explante, medindo em média 16.6 cm e possuindo
9.8 nos cada. As demais auxinas, com excegdo do 2,4-D, ndo afetaram significativamente a
produgdo de ramos e em certos casos tiveram efeito inibitorio sobre o crescimento em
comprimento dos mesmos e/ou reduziram o nimero de gemas axilares presentes, como o
NAA e o IAA a 025 e 05 mgl' As auxinas IBA e IAA ndo aumentaram
significativamente a producgdo de raizes em relagdo ao controle. Entretanto, o NAA, em
todas as concentragdes, induziu proliferagdo intensa do sistema radicular (>20
raizes/explante), porém as raizes produzidas foram originadas nos calos. O peso fresco
destas raizes foi significativamente maior no tratamento com NAA 0.25 mg.I"', alcangado
em média 178.8 mg (Tabela 7). Portanto, apenas o IBA e o IAA propiciaram a formagio de
plantas completas e normais. Resultados semelhantes foram obtidos por DOBOS et al.
(1994) na micropropagacio de Sempervivum tectorum, em que 0.5 mg.I" de IBA ou 0.2
mg.1”" de IAA e 0.5 mg.1”" de BAP foram os reguladores mais eficientes na multiplicagdo

dos ramos daquela espécie.
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O enraizamento das microestacas em meio desprovido de reguladores de
crescimento foi em média de 48.8% no quarto dia a partir do inicio do experimento,
atingindo 95.5 % ja no oitavo dia, e 100% na segunda semana (Tabela 9, Figura 2). O
numero médio de raizes formadas por microplanta aumentou de 2.774+0.6, no oitavo dia,
para valores de 5.48+0.3 e 6.66+0.06 respectivamente apos 16 e 28 dias de cultivo (Tabela
10, Figura 3).

Tabela 7. Efeito de auxinas na freqii€ncia (%) de respostas morfogénicas e no crescimento
de calos produzidos a partir de segmentos nodais de Phyllanthus stipulatus cultivados 'in

vitro'. Dados obtidos de 12-20 repeti¢des.

Auxinas Concentragdo Ramos  Calos Raizes Plantas Peso fresco Peso

(mg.1™) normais  das raizes fresco dos
dos calos calos
(mg) (mg)
2,4-D
0.00 100 0 100 100 * “
0.25 0 100 0 0 * 209.75¢
0.50 0 100 0 0 * 296.85b
1.00 0 100 0 0 * 373.15a
IBA
0.00 100 0 100 100 * *
0.25 100 0 100 100 * ¥
0.50 100 0 100 100 * *
1.00 100 0 100 100 * *
NAA
0.00 100 0 100 100 * »
0.25 90 100 0 0 “178.80a  203.95¢
0.50 45 100 0 0 127.05ab  400.50b
1.00 0 100 0 0 86.52b  628.00a
TIAA
0.00 100 0 100 100 ¥ *
0.25 100 0 100 100 ¥ o
0.50 100 0 100 100 i *
1.00 100 0 100 100 * B

“Valores (N=12-20) seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente em nivel de
5% pelo teste da Diferenga Minima Significativa. As letras comparam as concentragdes.
*Tratamentos onde ndo houve produg¢io de raizes ou calos.
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Tabela 8. Efeito de auxinas na micropropagagdo de Phyllanthus stipulatus a partir de

segmentos nodais.

Auxinas Concentragdo  Peso Numero Comprimento Numero Comprimento Nimero

(mg.l'l) fresco da total de do ramo total de da raiz de
cultura ramos principal nos principal raizes
(mg) (cm) (cm)
2,4-D
0.00 168.63 1.57 14.65 7.63 3.65 7.73
025 * % * * % *
050 * * * *
1.00 = * &
IBA
0.00 “168.63b 1.57b 14.65bc 7.63bc 3.65a 7.73a
0.25 170.64b 1.52b 13.23¢c 6.64c 3.41ab 7.58a
0.50 207.15ab 2.47a 15.03b 8.78ab 3.00b 7.05a
1.00 251.05a 2.22a 16.63a 9.83a 3.19ab 8.11a
NAA
0.00 168.63a 1.57a 14.65a 7.63a 3.65a LT3
0.25 155.27a 1.55a 12.05b 5.88b 3.77a >7.73
0.50 112.11a 1.11a 11.77b 4.44b 3.22a S7.73
100 * % * * * *
IAA
0.00 168.63b 1.57a 14.65a 7.63a 3.65a 7.73a
0.25 160.64ab 1.52a 13.91a 6.23b 2.50a 6.47a
0.50 123.83ab 1.4la 13.50a 5.50b 2.48a 6.16a
1.00 162.91a 1.58a 14.45a 8.08a 2.58a 7.75a

“Valores (N=12-20) seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente em nivel de
5% pelo teste da Diferenga Minima Significativa. Valores ndo seguidos por letras ndo
foram estatisticamente comparados.

* Tratamentos onde ndo ocorreu o desenvolvimento de microplantas.
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3.3 Aclimatacio

A porcentagem de sobrevivéncia das microplantas aclimatadas permaneceu em
100% até a quarta semana ap0s o inicio do experimento, declinando para valores de 94.4%
apos a sexta semana e 88.8% apods a nona semana (Tabela 11, Figura 4). O florescimento
ocorreu em 81% (dados ndo apresentados) das plantas aclimatadas apos 12 semanas
(Figuras lcapm C € D). O crescimento das microplantas nas trés primeiras semanas de
aclimatagdo foi lento, de forma que apresentaram em média 3.840.01 cm de altura e
4.610.47 folhas. Por volta da nona semana, entretanto, os valores aumentaram para
13.4+0.41 quanto a altura e 1.364+0.39 ramos foram produzidos, o que representa um

incremento em altura de 71.6 % (Tabela 12, Figura 1capm B).
3.4. Cultura de calos e de raizes

As auxinas 2,4-D, IBA, NAA e IAA e as citocininas BAP, cinetina e 2iP induziram
respostas mofogénicas diversas nos segmentos nodais, apresentando diferengas quanto a
capacidade de inducgdo de calos e a promogdo do crescimento dos mesmos (Tabelas 13 e
14). As auxinas e as citocininas BAP e 2iP, em todas as concentra¢des, induziram a
formagdo de calos de 90 a 100% dos explantes, sendo que apenas com a cinetina a
porcentagem de indugdo foi inferior, de 65 a 80%. Em nenhuma condig@o testada houve a
formagdo de ramos, e a indugdo de raizes nos explantes restringiu-se apenas aos
tratamentos com as auxinas IBA, NAA e IAA, que induziram o processo em 100% dos
explantes. O crescimento dos calos foi significativamente promovido, em diferentes niveis,
por todas as auxinas e citocininas testadas. O IBA e a cinetina nas concentragdes de 0.5 e
1.0 mg.I" promoveram significativamente, mas em fraca intensidade, o crescimento dos
calos, que apresentaram em média pesos frescos entre 60 e 100 mg. O TAA promoveu a
formacdo de calos com pesos frescos de 129 a 154 mg, sendo as concentragdes de 0.25 e
0.5 mg.I" as mais efetivas, ao passo que os pesos frescos dos calos produzidos em 2,4-D
variaram de 230 a 266 mg, havendo neste caso promog¢ao significativa a 0.25 mg.l”. Os
calos formados nestas condigdes eram friaveis, de coloragdo avermelhada e apresentavam

estruturas globulares (Figura 1c.pm E). O efeito promotor de crescimento do NAA, contudo,
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foi o mais evidente entre as auxinas: em todas as concentragdes os calos tiveram em média
de 268 a 398 mg, mas a concentragio de 1.0 mg.I”' foi a mais eficiente. Entre as citocininas,
o BAP foi efetivo em estimular o crescimento dos calos, pois em todas as concentragdes
induziu a formagdo de calos com 345 a 393 mg de peso fresco, enquanto os calos
produzidos pelo 2iP atingiram em média 286 a 311 mg. O IBA, NAA e IAA apresentaram
efeitos significativos na promog¢do do crescimento das raizes produzidas nos calos em todas
as concentragdes, em diferentes intensidades. O NAA induziu crescimento intenso das
raizes de forma que seus pesos frescos médios produzidos em cada calo variaram de 179 a
211 mg, nas diferentes concentragdes. Nos tratamentos com IBA e IAA a 1.0 mg.I” o peso
fresco produzido foi significativamente superior, cujos valores foram de 103.36 mg e 58.68
mg, respectivamente.

O objetivo da produgdo das culturas de raizes de P. stipulatus foi a realizagio de
suas analises fitoquimicas, e os valores da matéria fresca das raizes obtidos apos 50 dias de

cultivo 'in vitro' foram de 1.250+0.33 mg por frasco (Figura 1capm F).
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Tabela 9. Freqiiéncia (%) de enraizamento de microestacas de Phyllanthus stipulatus em

meio MS desprovido de reguladores de crescimento durante 20 dias. Dados obtidos de 15

explantes por experimento.

Experimentos Tempo
(dias)
0 4 8 12 16 20
1 0 26.6 100 100 100 100
2 0 66.6 86.7 93.3 100 100
3 0 533 - 100 100 100 100
MédiatDP 0 48.83+203 95.56+7.6 97.76+3.8 100 100

Tabela 10. Numero de raizes produzidas por microestaca de Phyllanthus stipulatus durante

36 dias. Médias de 15 explantes por experimento.

Experimentos Tempo
(dias)
0 4 8 12 16 20 24 28 36
1 0 0.26 2.00 3.60 5.60 5.93 6.53 6.66 6.66
2 0 0.66 3.13 4.86 5.73 5.86 6.53 6.73 6l3
2 0 0.53 3.20 4.53 5.13 5.60 6.53 6.60 6.60

MédiatDP 0 048102 2.77+0.6 4.331+0.6 5.48+0.3 5.79+0.1 6.53%+1.7 6.66+0.06 6.66+0.06
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Figura 2. Enraizamento 'in vitro' de microplantas de Phyllanthus stipulatus em meio MS
desprovido de reguladores de crescimento. As linhas continuas sdo os resultados de trés
experimentos com 12 repetigdes cada. A Linha pontilhada representa a média.
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Figura 3. Numero de raizes formadas 'in vitro' por microplantas de Phyllanthus stipulatus
em meio MS desprovido de reguladores de crescimento. As linhas continuas sdo os

resultados de trés experimentos com 12 repetigdes cada. A linha pontilhada representa a
média.
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Tabela 11. Frequéncia (%) de sobrevivéncia 'ex vitro' de plantas micropropagadas de

Phyllanthus stipulatus durante nove semanas. Dados de 12 repetigdes por experimento.

Experimentos Tempo
(semanas)
1 2 3 -+ 5 6 7 8 9
1 100 100 100 100 100 100 100 83.3 83.3
100 100 100 100 91.6 91.6 91.6 91.6 91.6
3 100 100 100 100 91.6 91.6 91.6 91.6 91.6

MédiaxtDP 100 100 100 100 94.4+4.8 94.4+4.8 94.444.8 88.814.7 88.844.7

Tabela 12. Crescimento 'ex vitro' em altura (cm) (a), nimero de folhas (b) e nimero de
ramos (¢) de plantas micropropagadas de Phyllanthus stipulatus apés trés e nove semanas.

Médias de 12 repeti¢des por experimento.

Experimentos Tempo
(semanas)
2 9
(a) (b) (a) ()
1 3.79 491 13.91 1.81
2 3.80 4.91 13.09 1.18
3 3.81 5.09 13.47 1.09

Média+DP 3.840.01 4.6+0.47 13.49+041 1.3640.39
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Figura 4. Porcentagem de sobrevivéncia de microplantas de Phyllanthus stipulatus em
fungdo do tempo. As linhas continuas representam os resultados de trés repeti¢des. A linha

pontilhada representa a média.
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Tabela 13. Efeito de auxinas na freqiiéncia (%) de respostas morfogénicas e no crescimento
de calos produzidos a partir de segmentos nodais de Phyllanthus stipulatus mantidos em

posig@o horizontal no meio de cultura. Dados obtidos de 18-24 repetigdes.

Auxinas Concentragdo  Ramos Raizes Calos Peso fresco  Peso fresco
(mg.l'l) do calo das raizes
(mg) (mg)
2,4-D
0.00 0 100 0 %51.65¢ *
0.25 0 0 100 266.41a *
0.50 0 0 100 252.27ab *
1.00 0 0 100 230.04b *
IBA
0.00 0 100 0 51.65¢ "
0.25 0 100 100 40.28¢ 42.57¢
0.50 0 100 100 71.31b 67.5%
1.00 0 100 100 101.23a 103.36a
NAA
0.00 0 100 0 51.65¢ ~
0.25 0 100 100 268.31b 179.18a
0.50 0 100 100 277.04b 211.13a
1.00 0 100 100 398.45a 185.86a
IAA
0.00 0 100 0 27.09¢ *
0.25 0 100 100 154.27a 33.59b
0.50 0 100 100 165.80a 24 .94b
1.00 0 100 100 129.50b 58.68a

“ Valores (N = 30) seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente em nivel de
5% pelo teste da Diferenga Minima Significativa. As letras comparam as concentragdes.
* Tratamentos onde ndo ocorreu a formagéo de raizes nos calos
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Tabela 14. Efeito de citocininas na frequéncia (%) das respostas morfogénicas e no
crescimento de calos produzidos a partir de segmentos nodais de Phyllanthus stipulatus

mantidos em posi¢do horizontal no meio de cultura.

Citocininas Concentragdo Ramos Raizes Calos Plantas Peso fresco
(mg.I™") _ normais do calo
(mg)
BAP
0.00 0 0 0 0 #27.60b
0.25 0 0 90 0 345.22a
0.50 0 0 100 0 369.42a
1.00 0 0 95 0 393.85a
CIN
0.00 0 0 0 0 27.60b
0.25 0 0 80 0 44.62b
0.50 0 0 80 0 77.00a
1.00 0 0 65 0 66.76a
2iP
0.00 0 0 0 0 27.60b
0.25 0 0 90 0 294.61a
0.50 0 0 100 0 286.90a
1.00 0 0 100 0 311.16a

“Valores (N=20) seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente em nivel de 5%
pelo teste da Diferenga Minima Significativa. As letras comparam as concentragdes.

66



CAPITULO IV

CULTIVO 'IN VITRO' DE Phyllanthus urinaria (EUPHORBIACEAE)

1. Introducio

P. wrinaria (Euphorbiaceae) € utilizado na medicina popular para o tratamento de
distarbios do aparelho urinario e intestinal, hepatite B e diabetes, apresentando também
propriedades analgésicas, antiinflamatoria e diurética. Estudos conduzidos com esta espécie
permitiram o isolamento e identificagdo de varios compostos como flavonoides, taninos,
esterdides, cumarinas, triterpenos e benzendides, que podem estar envolvidos com as agdes
antinociceptivas e antiinflamatorias (NARA et al., 1977; YAO et al., 1993; SATYAN et al,,
1995; SANTOS et al., 1995; CALIXTO et al., 1997). Atividades antibacterianas efetivas
também foram determinadas em diferentes extratos de P. wrinaria, contra bactérias
geralmente encontradas no trato urinario (MORETTO et al., 1994). Estas atividades
antibacterianas j4 haviam sido constatadas por HAICOUR (1974) em extratos aquosos de
calos desta espécie.

UNANDER (1991) detectou efeito inibitorio de extratos de calos de P. urinaria sobre
as atividades da DNAp e da transcriptase reversa do virus da hepatite B. SANTOS et al.
(1995) analisaram extratos hidroalcoolicos de calos desta mesma espécie, os quais
apresentaram efeito analgésico contra a dor neurogénica e inflamatéria em camundongos.
Uma analise fitoquimica preliminar dos calos demostrou a auséncia de alcaloides e
flavonodides e indicou a presenga de agucares e compostos fenolicos nestes calos.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver métodos para otimizar a micropropagagio, a
produgdo de calos e de cultura de raizes de P. wrinaria no sentido de possibilitar a
multiplica¢@o rapida e proceder a anélises fitoquimicas e farmacolégicas para a detecgdo de

principios ativos.

2. Material e métodos

Segmentos nodais (0.8-1.2 cm), utilizados nos experimentos de micropropagagio e

indu¢do de calos, e segmentos de raizes contendo os apices (3-4cm), utilizados nos
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experimentos de cultura de raizes, foram obtidos a partir de plantas axénicas de P. urinaria
com 30-40 dias de idade. Estas plantas foram cultivadas em meio Murashige & Skoog (MS,
Sigma Co., USA) suplementado com 20 gl de sacarose e 2 gl de fitagel (Phytagel,
Sigma Co., USA) e mantidas a 25°C, em fotoperiodo de 16h provido por lampadas
fluorescentes Philips LD (22.3 pmol fotons.s™. m?).

Nos experimentos para testar os efeitos isolados de auxinas na micropropagagéo, e
de citocininas na formagdo de calos, NAA, 2.4-D, IAA, IBA, BAP, 2iP ou cinetina foram
adicionados ao meio MS suplementado com 20 gl de sacarose e 6 gl de agar (Agar
Type, Sigma Co.), nas concentragdes de 0.0, 0.25, 0.5 ¢ 1.0 mg.I". Para avaliar os efeitos
de diferentes formulag¢des salinas na micropropagagdo, os meios MS, B5, AR), W, S, K e
WPM foram suplementados com 0.25 mg.1" de BAP. Para a iniciagdo de cultura de raizes,
os segmentos de raizes foram inoculados em frascos erlenmeyers de 125 ml contendo
aliquotas de 20 ml de meio MS liquido suplementado com 20 g.I" de sacarose e 0.2 mg.I"
de NAA. Em todos os casos os valores do pH dos meios de cultura foram ajustados para
5.8, com NaOH 0.1M ou HCI 0.1N, antes da distribuigdo em tubos de ensaio de 20 x 150
mm, no caso dos meios solidos, e autoclavagem a 121°C por 18 minutos.

Os experimentos de micropropagag¢do foram mantidos nas mesmas condi¢des de
temperatura, fotoperiodo e intensidade luminosa mencionadas acima; e os de indugdo de
calos e cultura de raizes, nas mesmas condigdes de temperatura mas no escuro. Nos
experimentos de formagdo de calos os explantes foram colocados em posi¢do horizontal na
superficie do meio de cultura. Foram utilizadas 30 repetigdes por tratamento. Apo6s 50 dias
as culturas foram avaliadas com relagdo as frequéncias das respostas morfogénicas
apresentadas, tais como formagdo de ramos, raizes, calos, e quanto aos seguintes
parametros: peso da matéria fresca total das culturas, peso da matéria fresca dos calos,
numero de ramos principais, numero de ramos laterais, numero de ramos totais,
comprimento do ramo principal, nimero de nés, comprimento da raiz principal e nimero
de raizes.

A analise da dinamica do enraizamento das microestacas em meio desprovido de
reguladores de crescimento foi conduzida durante 36 dias, e em intervalos periodicos de

quatro dias os experimentos foram avaliados com relagdo a frequéncia de enraizamento e o

68



namero de raizes formadas. Foram realizados trés experimentos simultdneos com 15
explantes cada.

As culturas de raizes foram mantidas a 25°C no escuro, em agitador rotatorio
horizontal a 100 r.p.m. Os valores dos pesos da matéria fresca das raizes foram avaliados
apos 30, 45 e 60 dias e foram utilizadas trés repeti¢des por tratamento.

A aclimatag@o de plantas completas, produzidas em meio desprovido de reguladores
de crescimento, foi realizada apdés 30 dias, ocasido em que foram retiradas dos tubos de
ensaio, lavadas em agua destilada para remogdo do agar e tiveram os ramos principais
reduzidos, de forma a conter apenas duas gemas axilares por planta. Em seguida foram
transferidas para bandejas de plastico de 150x250x50 mm contendo areia esterilizada e
cobertas com filme de PVC perfurado. ApOs a primeira semana foram gradualmente
expostas a atmosfera com 70% de umidade relativa e depois de 20 dias foram transferidas
para copos plasticos de 250 ml contendo mistura de areia e terra ndo esterilizadas, na
proporgdo de 1:1. As culturas foram mantidas nas mesmas condigdes utilizadas para os
estudos de cultivo 'in vitro'. Foram utilizadas trés repetigdes com 12 plantas cada. As
plantas foram avaliadas periodicamente durante nove semanas quanto a freqiéncia de
sobrevivéncia, de floragdo, comprimento da parte aérea e nimero de ramos.

As diferengas entre os valores das médias foram determinadas por andlise de
variancia (ANOVA) com um fator e pelo teste-t. A separagdo das médias foi realizada pela
DMS ou pelo teste-t de Tukey ao nivel de significancia de 5% (GOMEZ & GOMEZ,
1984).

3. Resultados
3.1. Micropropagacio
3.1.1. Efeito de meios de cultura
Na Tabela 1 estdo representadas as freqiiéncias de respostas morfogénicas

dos segmentos nodais as diferentes formulagGes salinas utilizadas. Todos os meios testados

induziram a formagdo de ramos em 100% dos explantes, mas apenas nos meios MS, K,
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WPM e AR houve formagdo de raizes em taxas que variaram de 25 a 75%, originando,
como conseqiiéncia, plantas normais (Figura lcepiv A). Ndo houve formagdo de calos em
nenhuma das condigdes testadas. Entretanto os diferentes meios atuaram de forma
diferenciada no crescimento das culturas (Tabela 2). Os meios MS, K, WPM e AR
estimularam significativamente os pesos frescos totais das culturas em relagdo aos demais,
enquanto o meio W provocou drastica inibigdo no seu crescimento também em relagdo ao
numero total de ramos, comprimento do ramo principal e nimero total de nés. O nimero de
ramos formados por explante (2.75-3.35 ramos) foi superior nos meios MS e AR, que
também promoveram significativamente a formagdo de nés (9.35-10.0 gemas axilares),
seguidos dos meios K e WPM (7-8.5 gemas axilares) (Figura lcspiv B). Os meios MS e
WPM foram eficientes em estimular o crescimento em comprimento dos ramos, enquanto
nos meios B5, S ¢ W houve inibi¢do de 60-86% do crescimento maximo observado no
meio WPM. A producdo de raizes por explante foi significativamente superior nos meios K
e WPM (9.0-12.4 raizes) contra apenas 2.7-3.1 raizes produzidas nos meios MS e AR.
Algumas plantas lenhosas apresentam taxa de multiplicagdo maior em meio WPM
(LLOYD & MCCOWN, 1981; GOH et al, 1988). A eficiéncia do meio WPM na
multiplicagio de ramos foi comprovada em Cornus florida (4rvore ornamental)
demonstrando a maior sensibilidade dessas espécies (DECLERK & KORBAN, 1994),

porém isto ndo € uma regra.
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Tabela 1. Efeito de meios de cultura suplementados com 1.0 mg.I"" de BAP na freqiiéncia

(%) de respostas morfogénicas de segmentos nodais de Phyllanthus urinaria. Dados

obtidos de 20 repeti¢des.

Meios Ramos Raizes Calos Plantas
Normais

MS 100 25 0 25

B5 100 0 0 0

S 100 0 0 0

A% 100 0 0 0

K 100 15 0 15

WPM 100 75 0 75

AR 100 25 0 25

Tabela 2. Efeito de meios de cultura suplementados com 1.0 mgl' de BAP na
micropropagacdo na multiplicag@o de ramos de Phyllanthus urinaria a partir de segmentos

nodais.

Meios Peso fresco Numero total Comprimento do ~ Nuamero total Comprimento Namero de

das culturas deramos ramo principal de nos raiz principal raizes
(mg) (cm) (cm)
MS #222.60a 3.35a 4.37a 9.35a 2.10a 2.70b
BS 185.75b 2.75ab 1.84¢ 5.60cd * *
S 163.45b 1.95¢d 1.48¢ 4.55d * .
\v% 35.40c 1.45d 0.61d 1.84¢ * *
K 207.50a 2.40bc 3.72ab 8.55ab 1.00ab 9.00ab
WPM 212.10a 1.90cd 4.50a 7.00bc 2.06a 12.46a
AR 222.60a 3.25a 3.17b 10.00a 0.32b 3.60b

“Valores (N = 20) da mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo diferem
significativamente em nivel de 5% pelo teste da Diferenga Minima Significativa.
* Tratamentos que ndo produziram raizes.
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Figura lcaprv. Cultura de ramos de P. urinaria a partir de segmentos nodais em meio MS (A).
Ramos miiltiplos formados em meio MS suplementado com 0.25 mg.I" de BAP (B). Plantas
aclimatadas (C). Flores produzidas em plantas aclimatadas ( D). Calos produzidos em meio
MS suplementado com 2 mg.l" de BAP e 8 mg.l" de IBA (E). Raizes produzidas a partir de
segmentos de dpices de raizes em meio MS suplementado com 0.2 mg.1” de NAA (F). Barras
=1em
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3.2. Enraizamento de microestacas

As respostas morfogénicas induzidas pelas auxinas 2,4-D, IBA, NAA e IAA nos
segmentos nodais foram diferenciadas (Tabela 3). Todas as auxinas induziram a formagio
de ramos em 100% dos explantes, mas a sua eficiéncia em induzir raizes variou entre 75 e
100%, com exceg¢dao do 2,4-D, que induziu o processo em apenas 5 a 10% dos explantes,
inibindo-o totalmente a 1.0 mg.I". Desta forma, apenas o IBA, NAA e IAA produziram
plantas normais. Todavia o 2,4-D induziu, em todas as concentragdes testadas, a formagdo
de calos nas bases de 100% dos explantes, ao passo que com o NAA as porcentagens de
indugdo foram apenas de 10 a 30% em todos os tratamentos. Os pesos frescos médios dos
calos produzidos por explante em NAA foram de 89 a 198 mg e de 147 mg em 2,4-D a 1.0
mg.I", concentragdio que promoveu crescimento significativamente superior as demais. Os
pesos frescos das culturas foram significativamente inibidos pelo 24-D 0.5 mgl” e
promovidos pelo IBA e NAA, em todas as concentragdes, e pelo IAA a 1.0 mg.I"' variando
de 214.9 a 270.3 mg (Tabela 4). O 2,4-D inibiu significativamente o nimero total de ramos
e de gemas axilares produzidas por explante, assim como o crescimento do ramo principal e
das raizes, ndo interferindo, contudo, no numero de raizes induzidas por explante. Efeito
inibitério significativo no nimero total de ramos foi também observado na concentragdo de
1.0 mg.I" de NAA em relagdo as demais concentragdes. Contudo esta auxina promoveu
significativamente o numero total de gemas axilares (6.1 gemas/explante) a 0.25 e 0.5
mg.I" e o nimero de raizes (7.5-7.9 raizes/explante), nio afetando o seu crescimento. A
maior taxa de proliferagdo foi obtida quando os explantes foram mantidos em IBA a 0.5 e
1.0 mg.I", condigdes que promoveram significativamente o nimero total de ramos (3.0-3.3
ramos/explante) e o nimero total de gemas axilares presentes nestes ramos (7.8-8.8
gemas/explante). Com excegdo do 2,4-D e do NAA, as demais auxinas ndo interferiram no
desenvolvimento do sistema radicular das microplantas. O IAA ndo apresentou qualquer
efeito no crescimento da parte aérea ou do sistema radicular. Em meio desprovido de
reguladores de crescimento a porcentagem de microestacas que enraizaram a partir do
quarto dia do inicio do experimento foi de apenas 15.5%, alcangando 60% apos o oitavo
dia, e a porcentagem maxima de 93.3% apos 16 dias de cultura (Tabela 5, Figura 5). O

numero de raizes produzidas por explante nestas condi¢des foi baixo, de 1.314+0.2 no oitavo
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dia, atingindo o valor maximo de 5.93+0.6 apos 32 dias (Tabela 6, Figura 3). PUROHIT et

al. (1994) testaram estas mesmas auxinas na multiplicagdo de ramos de Chlorophytum

borivilianum (planta medicinal), e obtiveram resultados semelhantes com relagdo a

formagdo de calos e nimero de ramos.

Tabela 3. Efeito de auxinas na freqii€ncia (%) de respostas morfogénicas e no peso fresco

de calos produzidos a partir de segmentos nodais de Phyllanthus urinaria. Dados obtidos

de 20 repetiges.

Auxinas Concentragdo Ramos Ramos Raizes  Calos Plantas  Peso fresco
(mg.l'l) laterais normais do calo
(mg)
2,4-D
0.00 100 25 100 0 100 x
025 100 20 10 100 0 “112.60ab
0.50 100 0 5 100 0 103.40b
1.00 100 0 0 100 0 147.45a
IBA
0.00 100 15 85 0 85 ®
0.25 100 20 80 0 80 o
0.50 100 30 95 0 95 *
1.00 100 20 100 0 100 *
NAA
0.00 100 40 95 0 95 ¥
0.25 100 50 100 10 90 89.00a
0.50 100 45 100 10 90 114.00a
1.00 100 0 100 30 30 198.00a
TIAA
' 0.00 100 25 80 0 80 %
0.25 100 25 75 0 15 %
0.50 100 40 80 0 80 *
1.00 100 10 7S 0 75 *

“Valores (N = 20) seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente em nivel de
5% pelo teste da Diferenca Minima Significativa. As letras comparam as concentragdes.
* Tratamentos que ndo formaram calos.
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Tabela 4. Efeito de auxinas na micropropagagdo de Phyllanthus urinaria a partir de
segmentos nodais.

Auxinas Concentragio  Peso  Numero Comprimento Numero Comprimento Numero de

(mg.l'l) fresco das totalde doramo  total de da raiz raizes
culturas ramos principal nos principal
(mg) (cm) (cm)
2,4-D ,
0.00 ?205.05a 1.85a 4.72¢ 7.00a 2.58a 3.23a
0.25 184.00ab 1.30b 1.75b 3.00b 0.85b 2.50a
0.50 162.05b 1.20b 1.43ab 2.30bc 0.50b 2.00a
1.00 187.15ab 1.10b . 1.03a 1.50¢ * ¥
IBA
0.00 153.00c 2.35bc 495a 6.15b 2.32a 3.76a
0.25 216.70b 2.15¢ 5.76a 6.00b 2.67a 3.50a
0.50 268.20ab 3.35a 6.36a 8.80a 2.94a 3.10a
1.00 287.35a 3.00ab 6.56a 7.85a 3.78a 3.42a
NAA
0.00 179.85¢  1.40ab 6.60a 5.80ab 2.84a 5.05b
0.25 210.55bc 1.50a 6.57a 6.15a 2.82a 7.90a
0.50 247.80ab 1.45a 6.77a 6.15a 2.22a 7.50a
1.00 270.30a 1.00b 5.15a 4.75b 2.17a 7.94a
IAA
0.00 151.35b 1.90a 3.51a 4.80a 1.56a 3.06a
0.25 190.10ab 1.90a 427a 6.45a 1.65a 4.46a
0.50 202.95ab 2.40a 4.11a 6.80a 2.00a 5.18a
1.00 21490a 235a 3.39a 5.85a 1.71a 433a

“Valores (N = 20) seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente em nivel de
5% pelo teste da Diferenga Minima Significativa. As letras comparam as concentragdes.
*Tratamentos que ndo formaram raizes.
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3.3. Aclimatacio

A porcentagem de sobrevivéncia 'ex vitro' das microplantas foi de 100% durante as
cinco primeiras semanas de aclimatagdo e estabilizou em 91.6% a partir da sexta semana
(Tabela 7, Figura lcgpiv C). O inicio do processo de floragdo ocorreu a partir da quarta
semana de cultivo 'ex vitro', periodo em que as plantas j4 se encontravam em substrato
constituido de areia e solo (Figura lcspiv D). A porcentagem de floragdo atingiu 61% na

quarta semana e permaneceu em 93.9% a partir da oitava semana (Tabela 8, Figura 4).
3.4. Cultura de calos e de raizes

A Tabela 10 mostra os efeitos de BAP, cinetina e 2iP na morfogénese de segmentos
nodais mantidos em posi¢do horizontal no meio de cultura. Nestas condi¢des as citocininas
nao foram efetivas em induzir a formagdo de ramos e raizes nos explantes e induziram a
formagdo de calos em porcentagens que variaram de 39.1 a 54.2%, em meio suplementado
com BAP, ¢ de 8 a 41.6% com a cinetina. Apenas o 2iP apresentou taxas de indugdo de
calos superiores, entre 87.5 ¢ 100%. A cinetina e o BAP néo foram eficientes em promover
o crescimento dos calos induzidos, pois o incremento em peso fresco maximo alcangado
com 0 BAP a 0.5 mg.I"" | apesar de significativo, foi de apenas 50.08 mg. Entretanto o 2iP
estimulou significativamente o incremento em peso fresco dos calos em todas as
concentragdes, sendo que na concentragdo de 1.0 mg.1” o valor médio do peso fresco do
calo produzido por explante foi de 188.54 mg, valor este significativamente superior aos
observados nas demais concentragdes, de 104.50 a 107.91 mg. Os calos produzidos eram
friaveis e apresentavam estruturas globulares na superficie (Figura 1caprv E).

Os resultados da Figura 6 indicam que o padrdo de crescimento das raizes consistiu
de duas fases distintas, sendo que nos primeiros 30 dias de cultivo o crescimento foi rapido,
com taxa média de crescimento de 28.0+7.76 mg.dia”, alcangando valor médio maximo de
852.0+9.4 mg aos 30 dias e declinando entre 30 e 60 dias, em taxa média de 18.4£7.5 mg
mg.dia™, devido ao processo de senescéncia das culturas (Figura lc,prv F). Este processo

ocorreu de forma moderada entre 30 e 45 dias, periodo em que a taxa de redugdo no
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crescimento foi de 14.9+6.65 mg.dia™', tornando-se intenso entre 45 e 60 dias, com taxa de

reducdo no crescimento de 22.3+7.45 mg.dia™

Tabela 5. Freqiiéncia (%) de enraizamento de microestacas de Phyllanthus urinaria em
meio MS desprovido de reguladores de crescimento durante 36 dias. Dados obtidos de 15

explantes por experimento.

Experimentos Tempo
(dias)
0 4 8 12 16 24 32 36
1 0 13.30 53.30 73.30 86.70 86.70 86.70 86.70
2 0 20.00 66.70 66.70 100 100 100 100
3 0 13.30 60.00 73.30 9330 9330 93.30 93.30
MédiatDP 0 15.53+3.8 60+6.7 77.76+7.7 93.3+6.6 93.31+6.6 93.3+6.6 93.3146.6

Tabela 6. Numero de raizes produzidas por microestaca de Phyllanthus urinaria durante 36

dias. Médias de 15 explantes por experimento.

Experimentos Tempo
(dias)
0 4 8 12 16 20 24 28 36
1 0 0.13 1.26 2.20 3.53 4.00 433 4.53 5.20
2 0 0.20 1.53 3.06 433 4.60 5.53 6.00 6.40
3 0 0.30 1.13 2.20 3.80 4.13 4.80 5.73 6.20
MédiatDP 0 0.15+0.03 1.314+0.2 2.48+0.5 3.88+0.4 4.24+0.3 4.88+0.6 5.42+0.78 5.93+0.6

77



100 p=

Enraizamento (%)

0 4 8 12 16 20
Tempo (dias)
Figura 2. Enraizamento 'in vitro' de microplantas de Phyllanthus urinaria em meio MS

desprovido de reguladores de crescimento. As linhas continuas sdo os resultados de trés
experimentos com 12 repeticdes cada. A linha pontilhada representa a média.
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Figura 3. Numero de raizes formadas 'in vitro' por microplantas de Phyllanthus urinaria em
meio MS desprovido de reguladores de crescimento. As linhas continuas sdo os resultados
de trés experimentos com 12 repeti¢des cada. A linha pontilhada representa a média.
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Tabela 7. Freqiéncia (%) de sobrevivéncia 'ex vitro' de plantas micropropagadas de

Phyllanthus urinaria durante 9 semanas. Dados de 12 repetigdes por experimento.

Experimentos Tempo
(semanas)
1 2 3 < 5 6 7 8 Q
1 100 100 100 100 91.6 91.6 91.6 91.6 91.6
2 100 100 100 100 91.6 91.6 91.6 91.6 91.6
3 100 100 100 100 91.6 91.6 91.6 91.6 91.6
Média+tDP 100 100 100 100 100 91.6 91.6 91.6 91.6
Tabela 8. Freqiiéncia (%) de floragdo 'ex vitro' de plantas micropropagadas de Phyllanthus
urinaria durante nove semanas. Dados de 12 repeti¢cdes por experimento.
Experimentos Tempo
(semanas)
1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 0 0 0 41.6 45.4 81.8 100 100 100
2 0 0 0 75 81.8 90.9 90.9 90.9 90.9
3 0 0 0 66.6 81.8 81.8 81.8 90.9 90.9
Média+DP 0 0 0 61+173 69.8+21 84845 90.949 93.9+5 93.945
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Figura 5. Floragdo em microplantas aclimatadas de Phyllanthus urinaria em fungido do
tempo. As linhas continuas s3o os resultados de trés repetigdes. A linha pontilhada

representa a média.

Tabela 9. Crescimento 'ex vitro' em altura (cm) (a), nimero de folhas (b) e numero de
ramos (c) de plantas micropropagadas de Phyllanthus urinaria ap6s trés e nove semanas.

Meédias de 12 repetigdes por experimento.

Experimentos Tempo
(semanas)
3 9
(a) (b) (a) (c)
1 2.42 3.58 9.81 6.36
2 2.57 3.91 9.09 5.63
3 2.20 3.91 9.81 6.54

MédiatDP  2.3940.18  3.840.19 9.57+0.4 6.17140.4
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Tabela 10. Efeito de citocininas na freqiiéncia (%) de respostas morfogénicas e crescimento
em peso fresco dos calos produzidos a partir de segmentos nodais de Phyllanthus urinaria

mantidos em posigdo horizontal no meio de cultura. Dados de 24 repetigdes.

Citocininas Concentracdo = Ramos Raizes Calos Peso fresco
(mg.1") do calo
(mg)
BAP
0.00 0 0 0 “24.37b
0.25 0 0 41.6 35.00ab
0.50 0 0 542 50.08a
1.00 0 0 39.1 29.72ab
CIN
0.00 0 0 0 24.37a
0.25 0 0 8.3 15.08a
0.50 0 0 41.6 22.62a
1.00 0 0 12.5 24.20a
2iP
0.00 0 0 0 24.37c
0.25 0 0 100.0 104.50b
0.50 0 0 95.8 107.91b
1.00 0 0 87.5 188.54a

?Valores (N = 24) seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente em nivel de
5% pelo teste da Diferenga Minima Significativa. As letras comparam as concentragdes.
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Figura 6. Crescimento 'in vitro' de raizes de Phyllanthus urinaria. As linhas continuas sdo
os resultados de trés experimentos com trés repeticdes cada. A linha pontilhada representa a
média.
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CAPITULO V

INDUCAO DE CALOS E ACLIMATACAO DE PLANTAS MICROPROPAGADAS
DE Phyllanthus fraternus (EUPHORBIACEAE)

1. Introducio

O P. fraternus (Euphorbiaceae) ¢ utilizado na medicina popular para o tratamento de
diarréias e distarbios do aparelho urinario e digestivo e apresenta compostos com atividade
antiespasmoédica (CALIXTO et al., 1984) analgésica (MIGUEL et al., 1995; SANTOS et al.,
1994, 1995 e 1996), antiviral (UNANDER et al,, 1993; CHANG et al, 1995; QIAN-
CUTRONE et al., 1996), diurética e hipotensiva (SRIVIDYA & PERIWAL, 1995). As
provaveis classes de compostos relacionados a estas agdes biologicas e ja identificados para
estas espécies sdo: flavonoides, lactonas, esteroides, terpendides, lignanas, taninos e outros
(TEMPESTA et al., 1988; ISHIMARU et al., 1992; POLYA et al., 1995; MIGUEL et al.,
1996; HOUGHTON et al., 1996; HUANG et al., 1998 e SITTIE et al., 1998, CECHINEL
FILHO et al., 1998). Esta espécie também apresenta em seu extrato etandlico algumas
amidas. SITTIE et al. (1998) identificaram e isolaram duas alcamidas que poderdo explicar a
utilizagdo desta espécie pela populagdo de Ghana para o tratamento da malaria.

SARADHI & ISLAMIA (1997) desenvolveram um sistema de multiplicagio 'in vitro'
de P. fraternus para a multiplicagdo de genoétipos selecionados com altos niveis de principios
ativos ou valor terapéutico. Este sistema proporcionou a obtengdo de uma taxa de
multiplica¢@o de 14-16 plantas por explante.

O objetivo deste trabalho foi determinar as condigdes basicas para o estabelecimento
'in vitro', aclimata¢@io e produg@o de calos de P. fraternus para a multiplicagdo rapida e

analises fitoquimicas.

2. Material e métodos

Sementes de P. fraternus foram desinfectadas superficialmente através de imersdo

em solug@o de hipoclorito de sddio comercial (Clorisol) contendo 2.5% de cloro ativo e
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duas gotas de detergente neutro, por 30 minutos. Posteriormente as sementes foram lavadas
cinco vezes com agua destilada esterilizada e inoculadas em meio de cultura Murashige &
Skoog (MS, Sigma Co., USA), suplementado com 20 g.I" ¢ 6 g.I"' agar (Agar Type, Sigma
Co.). As culturas foram mantidas a 25°C, em fotoperiodo de 16h provido por lampadas
fluorescentes Philips LD (22.3 pumol fotons.s™.m?), condigdes estas também utilizadas nos
experimentos de aclimatagdo. ApoOs 50 dias as plantas axénicas produzidas foram
multiplicadas através da cultura de segmentos nodais, em meio MS suplementado com 20
g1 de sacarose e 2 g1 de fitagel (Phytagel, Sigma Co., USA), desprovido de reguladores
de crescimento, de forma a produzir plantas como fonte de explantes para os experimentos.
Nesta fase de desenvolvimento as culturas foram avaliadas com relagdo aos seguintes
parametros: peso da matéria fresca total das culturas, nimero de ramos principais, nimero
de ramos laterais, nimero de ramos totais, comprimento do ramo principal, nimero de nos,
comprimento da raiz principal e nimero de raizes.

Segmentos nodais de 0.8 a 1.2 cm, desprovidos de folhas e contendo apenas uma
gema lateral, foram removidos de plantas axénicas com 30 a 40 dias de idade e utilizados
nos experimentos de enraizamento e formagdo de calos. Exceto quando mencionado, os
explantes foram inoculados na posigdo vertical no meio de cultura.

Para estudar os efeitos isolados dos reguladores de crescimento na formagdo de
calos, NAA, 2,4-D, IAA e IBA foram adicionados ao meio MS suplementado com 20 g.1"
de sacarose € 6 g.l'1 de agar, nas concentragdes de 0.0, 0.25, 0.5, 1.0, mg.l‘l. Para a
iniciagdo de cultura de raizes os segmentos de raizes foram inoculados em frascos
erlenmeyers de 125 ml contendo aliquotas de 20 ml de meio MS liquido suplementado com
20 glI' de sacarose e 0.2 mg.l" de NAA. Os valores do pH do meio de cultura foram
ajustados para 5.8, com NaOH 0.1M ou HCI 0.1N, antes da distribui¢do em tubos de ensaio
de 20 x 150 mm e autoclavagem a 121°C por 18 minutos.

Nos experimentos de indugdo de calos os explantes foram inoculados na posigdo
horizontal sobre o meio de cultura e as culturas foram mantidas a 25°C, no escuro. Em
todos os experimentos foram utilizadas 24 repeti¢des por tratamento. Apos 50 dias as
culturas foram avaliadas com relagdo as frequéncias das respostas morfogénicas

apresentadas, tais como formagdo de ramos, raizes e calos, e quanto aos seguintes
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pardmetros: peso da matéria fresca dos calos e peso da matéria fresca das raizes produzidas
pelos calos.

A analise da dindmica do enraizamento das microestacas, desprovidas de folhas e
contendo apenas uma gema axilar, em meio MS ndo suplementado com reguladores de
crescimento, foi conduzida durante 40 dias. Foram utilizadas trés repetigdes contendo 15
explantes cada e em intervalos periddicos de quatro dias as culturas foram avaliadas com
relagdo a frequéncia de enraizamento e ao nimero de raizes formadas. As culturas de raizes
foram mantidas a 25°C no escuro, em agitador rotatério horizontal a 100 r.p.m. Os valores
dos pesos da matéria fresca das raizes foram avaliados 50 dias.

A aclimatagdo de plantas completas, produzidas em meio desprovido de reguladores
de crescimento, foi realizada apds 30 dias, ocasido em que foram retiradas dos tubos de
ensaio, lavadas com agua destilada para remog¢do do agar, e tiveram os ramos principais
reduzidos, de forma a conter apenas duas gemas axilares por planta. Em seguida foram
transferidas para bandejas de plastico de 150x250x50 mm contendo areia esterilizada e
cobertas com filme de PVC perfurado. Apés a primeira semana foram gradualmente
expostas a atmosfera com 70% de umidade relativa e depois de 20 dias foram transferidas
para copos plasticos de 250 ml contendo mistura de areia e terra ndo esterilizadas, na
proporgdo de 1:1. As culturas foram mantidas nas mesmas condigdes utilizadas para os
estudos de cultivo 'in vitro'. Foram utilizadas trés repetigdes com 12 plantas cada. As
plantas foram avaliadas periodicamente durante nove semanas quanto a frequéncia de
sobrevivéncia, comprimento da parte aérea, nimero de folhas e nimero de ramos.

As diferengas entre os valores das médias foram determinadas por analise de
varidncia (ANOVA) com um fator. A separagdo das médias foi realizada ao nivel de
significancia de 5% (GOMEZ & GOMEZ, 1984).
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3. Resultados
3.1. Micropropagacio
3.1.1. Crescimento das microplantas

Apo6s 50 dias as microplantas crescidas em meio MS desprovido de reguladores de
crescimento, a partir de segmentos nodais, apresentaram peso fresco médio de
322.66+142.26 mg, comprimento médio do ramo principal de 10.8+2.4 ¢cm, 1.6+0.8 ramos
por planta e 9.34+2.6 gemas axilares. A taxa de enraizamento obtida apds 50 dias de cultivo
foi de 93.33%, produzindo 5.6+2.4 raizes por planta, com um comprimento médio da raiz

principal de 2.95+0.9 cm (Figura lcapv A).
3.1.2. Enraizamento de microestacas

A porcentagem de enraizamento das microestacas em meio desprovido de
reguladores de crescimento foi em média de 24.9%, no quarto dia a partir do inicio do
experimento, atingindo o maximo de 80.4% no décimo sexto dia e mantendo-se neste nivel
até a nona semana (Tabela 1, Figura 2). O nimero médio de raizes formadas por
microplanta aumentou de 1.86+0.6, no oitavo dia, para valores de 4.47+1.3 e 4.91+1.29,
respectivamente, apos 16 e 32 dias de cultivo (Tabela 2, Figura 3). Os resultados obtidos
neste experimento demonstraram que as microestacas de P. frafernus apresentaram uma
fase rapida de enraizamento a partir do quarto dia de cultivo, estabilizando-se a partir do
12-16° dia. Este aspecto é importante pelo fato de que algumas plantas necessitam da
suplementagdo de auxinas no meio de cultura para iniciarem o processo de enraizamento
(SAEZ et al, 1994, BERGER & SHAFFNER, 1995; FERNANDEZ et al., 1996;
BHATTACHARYA & BHATTACHARYA, 1997), ao contrario de P. fraternus.

Quanto a dindmica do aumento do nimero de raizes em fungdo do tempo, observa-
se uma fase lenta no aumento do nimero de raizes (entre 0-4 dias) e uma fase rapida (entre

4-12 dias), estabilizando-se a partir de 16-20 dias (Figura 2).
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Tabela 1. Freqiiéncia (%) de enraizamento de microestacas de Phyllanthus fraternus em
meio MS desprovido de reguladores de crescimento durante 36 dias. Dados obtidos de 15

explantes por experimento.

Experimentos Tempo
(dias)
0 4 8 12 16 20 32 36
1 0 25.00 66.67 75.00 91.33 91.33 91.33 91.33
2 0 16.60 50.00 66.67 66.67 66.67 66.67 66.67
3 0 3330 58.30 75.00 83.33 83.33 83.33 83.33
Média+DP 0 249483 58.3+8.3 72.244.8 80.4+12.6 80.4+12.6 80.4+12.6 80.4+12.6

Tabela 2. Numero de raizes produzidas por microestaca de Phyllanthus fraternus durante

36 dias. Médias de 15 explantes por experimento.

Experimentos Tempo
(dias)
0 4 8 12 16 20 24 28 36
1 0 0.25 2.33 3.91 5.25 5.33 5.58 5.66 5.66
2 0 0.16 1.16 2.50 291 3.25 3.33 3.33 3.41
3 0 0.33 2.08 4.66 5.25 5.41 5.50 5.66 5.66

MédiatDP 0  0.24+0.08 1.86£0.6 3.69+1.1 4.47+1.3 4.66+1.2 4.80+1.2 4.88+1.3 4.91£1.2

3.1.3. Aclimatacéo

A porcentagem de sobrevivéncia das microplantas aclimatadas permaneceu em 100%
até a quarta semana apos o inicio do experimento, declinando para valores de 83.33% apos
a sexta semana e 52.5% apos a nona semana (Tabela 3 Figura 4). O crescimento das
microplantas apés as trés primeiras semanas de aclimatagdo foi lento, de forma que
apresentaram em média 2.73+0.04 cm de altura e 2.5840.06 folhas. Por volta da nona
semana, entretanto, os valores aumentaram em relagéo a altura das plantas para 7.7613.2cm
e produziram em média 4.80+2.72 ramos, o que representou um incremento em altura de
64.8 % (Tabela 4, Figura lcspv B). Todas as plantas sobreviventes floresceram e

frutificaram apés 11 semanas de aclimatag@o (Figura 1 cpv C € D)
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Figura lcapv. Cultura de ramos de P. fraternus iniciadas a partir de segmentos nodais em meio
MS (A). Plantas aclimatadas ( B). Flores e Frutos produzidos nas plantas aclimatadas ( C, D).
Rizogénese em segmentos de caule cultivados em meio MS suplementado com 0.25 mg.1™" de
NAA (E). Calos produzidos em meio MS suplementado com 1 mg.l" de 2,4-D (F). Raizes
produzidas a partir de segmentos de dpices de raizes em meio MS suplementado com 0.2 mg.l'1
de NAA (G). Barras =1 cm.
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3.2. Cultura de calos e de raizes

O 2,4-D, IBA, NAA e TAA induziram respostas morfogénicas diversas nos
segmentos nodais mantidos em posi¢do horizontal no meio de cultura (Tabela 5). Todas as
auxinas induziram a formagdo de calos em 100% dos explantes, em todas as concentragdes
testadas, e inibiram a formagdo de ramos. A indugdo de raizes nos explantes restringiu-se
apenas aos tratamentos com IBA, NAA e IAA, que induziram o processo em 100% dos
explantes, exceto nas concentragdes de 0.5 e 1.0 mg.I" de IAA, onde ocorreu uma redugio
de 95 e 79% na formagdo de raizes (Figura lc,pv E). O crescimento dos calos foi
significativamente promovido, em diferentes niveis, por 2,4-D, IBA e IAA. O NAA n@o
apresentou resultados significativos no crescimento dos calos promovendo um peso fresco
de 31 a 35 mg. O 2,4-D promoveu significativamente, em todas as concentragdes, a
formagdo de calos com pesos frescos de 90 a 97 mg, com estruturas globulares e friaveis
(Figura lcapv F). O efeito promotor do IBA, no entanto, foi significativo a 1. 0 mg.I", pois
os calos apresentaram em média de 40 a 59 mg de peso fresco. O IBA, NAA e TIAA
apresentaram efeitos significativos na promogao do crescimento das raizes produzidas nos
calos em certas concentragdes, em diferentes intensidades. O IAA induziu a formagdo de
raizes com pesos frescos médios de 29 a 42 mg, sendo as concentragdes de 0.25 € 0.5 mg.I"
significativamente superiores. Nos tratamentos com IBA a 0.5 mg.I' e em NAA a 0.25 e
0.5 mg.l"' estes valores foram de 36.13 mg e 37.65 mg, respectivamente. Resultados
semelhantes foram obtidos com Rauwolfia micrantha, uma planta medicinal rara, cultivada
em meio MS suplementado com NAA (SUDHA & SEENI, 1996). Geralmente o
desenvolvimento de raizes é promovido através da suplementacdo de auxinas ao meio de
cultura (CHO & SOH, 1989, DREW et al., 1991), e este processo também pode ocorrer em
cultura de calos (CHEN et al., 1985; GONZALEZ et al., 1991, JAY-ALLEMAND et al.,
1995).

Os valores da matéria fresca das culturas de raizes obtidos apos 50 dias de cultivo
'in vitro' foram de 1.310+0.72 mg por frasco (Figura lcspv G). O desenvolvimento das

raizes 'in vitro' de P. fraternus teve como objetivo a realizagdo das analises fitoquimicas.
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Figura 2. Enraizamento 'in vitro' de microplantas de Phyllanthus fraternus em meio MS
desprovido de reguladores de crescimento. As linhas continuas sdo os resultados de trés
experimentos com 12 repeti¢cdes cada. A linha pontilhada representa a média.
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Figura 3. Numero de raizes formadas 'in vitro' por microplantas de Phyllanthus fraternus

em meio MS desprovido de reguladores de crescimento. As linhas continuas sdo 0s

resultados de trés experimentos com 12 repetigdes cada. A linha pontilhada representa a
média.
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Tabela 3. Freqiiéncia (%) de sobrevivéncia 'ex vitro' de plantas micropropagadas de

Phyllanthus fraternus durante nove semanas. Dados de 12 repetigdes por experimento.

Experimentos Tempo
(semanas)
1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 100 100 100 100 91.60 8333 7500 66.67 5833
2 100 100 100 100 100 8333  66.67 50.00  50.00
3 100 100 100 100 100 8333 66.67 50.00 50.00
MédiatDP 100 100 100. 100 972+48 8333 69.4+48 55.549.6 52.5+4.8

Tabela 4. Crescimento 'ex vitro' em altura (cm) (a), nimero de folhas (b), e nimero de

ramos (c) de plantas micropropagadas de Phyllanthus fraternus apos trés e nove semanas.

Meédias de 12 repeti¢des por experimento.

Experimentos Tempo
(semanas)
3 9
(a) (b) (a) (c)
1 2.70 2.50 12.30 8.66
2 2.80 258 6.00 3.00
3 2.69 2.66 5.00 D

MédiatDP 2.73+0.04 2.5840.06

7.76+3.2 4.80+2.72
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Figura 4. Porcentagem de sobrevivéncia de microplantas de Phyllanthus fraternus em
fungdo do tempo. As linhas continuas representam os resultados de trés repetigdes. A linha
pontilhada representa a média.

92



Tabela 5. Efeito de auxinas na freqiiéncia (%) de respostas morfogénicas e no crescimento
de calos produzidos a partir de segmentos nodais de Phyllanthus fraternus mantidos em

posi¢do horizontal no meio de cultura. Dados obtidos de 22 a 24 repetigdes.

Auxinas Concentragdo Ramos  Raizes Calos Peso fresco  Peso fresco
(mg.1™) do calo das raizes
~ (mg) (mg)
2,4-D
0.00 0 100 0 29.25b *
0.25 0 0 100 97.00a *
0.50 0 0 100 90.95a *
1.00 0 0 100 91.83a "
IBA
0.00 0 100 0 29.25¢ .
0.25 0 100 100 40.45b 26.45b
0.50 0 100 100 48.59b 36.13a
1.00 0 100 100 59.04a 16.54¢
NAA
0.00 0 100 0 29.25a .
0.25 0 100 100 32.45a 37.65a
0.50 0 100 100 35.13a 29.22ab
1.00 0 100 100 31.04a 27.09b
IAA
0.00 0 100 0 29.25¢ -
0.25 0 100 100 68.59b 42 .40a
0.50 0 95.83 100 65.72b 40.28ab
1.00 0 79.16 100 96.59a 29.05b

“Valores (N=22-24) seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente em nivel de
5% pelo teste da Diferengca Minima Significativa. As letras comparam as concentragdes.
* Tratamentos onde ndo ocorreu a formagao de raizes nos calos
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CAPITULO VI

ANALISE FITOQUIMICA DE EXTRATOS DE CALOS E RAIZES DE ESPECIES
DE Phyllanthus PRODUZIDOS 'IN VITRO'

1. Introducgao

Segundo UNANDER (1996), existem poucos estudos dos compostos produzidos em
cultura de tecidos de espécies de Phyllanthus e dos efeitos farmacologicos de seus extratos.
Os estudos ja desenvolvidos concentram-se na determinagdo da atividade antiviral,
analgésica e antibacteriana dos extratos dos calos, bem como na determinag¢@o de alguns
compostos por eles produzidos em espécies de P. emblica, P. urinaria, P. amarus, P.
tenellus, P. abnormis e P. niruri.

No presente trabalho procuramos verificar, através de distintos procedimentos
cromatograficos, os principais metabolitos secundarios produzidos em cultura de raizes e de
calos de P. caroliniensis, P. stipulatus, P. urinaria e P. fraternus. Verificamos também a
produgdo de alguns compostos ja identificados em analises anteriormente realizadas em
extratos de plantas produzidas no campo em relagdo aos extratos produzidos 'in vitro'

através de CCD e CG.

2. Material e métodos

Os explantes utilizados para iniciar a produgdo dos calos foram segmentos nodais
desprovidos de folhas com 0.8-1.2 cm, retirados da parte mediana do caule de plantas
axénicas (P. caroliniensis, P. urinaria, P. stipulatus e P. fraternus) cultivadas 'in vitro' em
meio MS, com idade de 40 dias de cultivo. O meio de cultura utilizado nos experimentos
foram preparagdes comerciais em po, produzidas pela Sigma Chemical Co., suplementado
com sacarose (2Og.l'1), agar (6g.1’1) e 2,4-D na concentra¢io de 1.0 mg.I" exceto para o
cultivo de P. urinaria, em que os reguladores de crescimento utilizados foram o IBA e o
BAP na concentragdo de 8.0 ¢ 2.0 mg.I" respectivamente. O pH do meio foi ajustado para

5.8 e autoclavado por 18 min a 1Kgf.cm™, em temperatura de 120°C. Os explantes foram
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inoculados na posi¢@o horizontal sobre o meio de cultura e as culturas foram mantidas a
25°C, no escuro.

Segmentos de raizes de plantas axénicas de P. caroliniensis, P. urinaria, P.
stipulatus e P. fraternus, com idade de 40 dias, cultivadas em meio MS desprovido de
reguladores de crescimento, foram utilizados para iniciar o cultivo 'in vitro' de raizes. As
raizes foram inoculadas em 20 ml de meio MS liquido suplementado com 20g.I’ de
sacarose e 0.2 mg.I"' de NAA. Os frascos utilizados para o cultivo foram erlemeyers de 125
ml. As culturas foram mantidas a 25°C no escuro, em agitador rotatorio de 100 r.p.m.

Apo6s um periodo de cultivo de 40 a 50 dias, os calos (5-72 g) e as raizes (14-29 g)
foram liofilizados ou secados em estufa por 48 h (40-50°C), macerados e mergulhados em
25 a 40 ml de metanol. O volume de metanol utilizado variou conforme a quantidade de
extrato disponivel. Os frascos contendo metanol e extrato foram mantidos fechados por
cinco dias, para a extragdo dos compostos. Apos esse periodo procedeu-se a filtragdo dos
extratos através da utilizagdo de papel-filtro, os quais foram mantidos na capela para
evaporagdo do metanol em temperatura ambiente por um periodo de 7 a 8 dias. Apds este
periodo foram transferidos para o dessecador para a retirada da agua e obten¢do do extrato
bruto. O pardmetro avaliado foi o rendimento (%), o qual foi obtido através do peso seco de
calos e raizes utilizados em relagdo ao extrato bruto produzido por eles apds a extragdo com
metanol.

As analises fitoquimicas dos extratos produzidos 'in vitro' foram realizadas através
de cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia gasosa (CG).

A cromatografia em camada delgada foi utilizada para definir algumas classes de
constituintes quimicos existentes nos extratos, como flavonoides, terpendides e alcaldides,
através de reagdes com diferentes reveladores especificos. As placas cromatograficas
utilizadas foram placas pré-fabricadas, no tamanho de 20x20cm com 2 mm de espessura, de
silica (Si0z) 60S da Merck. Para a realizagdo da CCD, foram pesadas aliquotas de 10 mg
do extrato dos calos e raizes de cada espécie de Phyllanthus analisada e diluidas em
metanol numa concentragdo de 100 mg/ml. Foram retirados desta amostra 2 pl de cada
extrato, sendo este o volume dos 'spots' aplicados nas placas cromatograficas, tanto dos
extratos quanto dos padrdes. A fase movel e os reveladores utilizados foram pré-

determinados em estudos anteriores realizados com as espécies de Phyllanthus e sdo
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baseados na metodologia desenvolvida por UGAZ (1994) e NIERO (1993). A fase movel
utilizada constituiu-se numa mistura de cloroférmio e metanol, numa propor¢do de 90:10
respectivamente. Os reveladores utilizados foram: UV (luz ultravioleta), cloreto férrico
(FeCl3) para identificagdo de compostos fenolicos, anisaldeido sulfurico para a
identificagdo de esterdides e terpenos, e reativo de Dragendorff para identificagdo de
alcaldides (UGAZ, 1994; Niero, 1993).

Os padrdes utilizados para Co-CCD foram alguns compostos ja identificados e
purificados a partir de extratos de plantas de Phyllanthus crescidas no campo (CALIXTO et
al., 1997 e 1998). Esta técnica também foi utilizada para identificar compostos ja
conhecidos (esterois, terpenos e alcaldides), através de Co-CCD com amostras-padrdo. Na
Figura 1 estdo apresentadas as estruturas moleculares dos compostos utilizados como
padréo.

A Cromatografia Gasosa (CG), além de possibilitar um estudo qualitativo da
amostra isolada, permite quantificar diversos compostos presentes no extrato utilizando co-
injegdes com amostras-padrdo (BONATO, 1988). A metodologia para analise
cromatografica foi baseada em estudos desenvolvidos com espécies de Phyllanthus por
NIERO (1993). Os calos e cultura de raizes foram preparados utilizando-se 5-10 mg do
mesmo extrato preparado para a CCD. As aliquotas foram diluidas em 5 ml de cloroféormio
(CHCI3) por um periodo de duas horas. Ap6s a evaporagdo do solvente, adicionou-se 30 pl
de BSTFA a cada amostra, passando-se em seguida um fluxo de nitrogénio. As amostras
foram entdo deixadas na estufa por uma hora a temperatura de 50 a 60 °C. Logo apos, foi
evaporado o restante do reagente com nitrogénio, procedendo-se a adi¢do de
diclorometano. As amostras foram mantidas no freezer até serem analisadas por CG
(JAFFE et al., 1995).

As analises foram executadas em um coluna capilar (30m) de fase ligada do tipo
LM-1 (polimetilsiloxano), hidrogénio como gas carregador (vazio de 1-2 ml.min™ ., taxa de
divisao de fluxo 40 ml.min™)). A temperatura do injetor foi de 280°C e a do detector,
320°C. O periodo sem divisdo de fluxo, quando utilizado, foi de um minuto. As condigdes
de analise foram: temperatura inicial de 40°C, temperatura final de 310°C, a programagao
de temperatura foi de 40 a 240°C, a 12°Cmin™ e de 240 a 310°C a 5° Cmin™. O tempo de

isoterma final foi de 20 minutos. O cromatografo a gas utilizado foi Shimadzu (modelo
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CG-14B). Os cromatogramas foram armazenados e em seguida processados com auxilio de
um 'software' da Microquimica

Figura 1. Estruturas moleculares dos triterpenos e esterdides isolados das raizes de P.
sellowianus e presentes nos extratos de cultura de calos de outras espécies do género

Phyllanthus.

S 6
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Legenda: 1-Glochidonol; 2-Glochidiol; 3-Glochidona; 4-Stigmasterol; 5- B-sitosterol; 6-Campesterol

3. Resultados e discussio

A reagdo dos extratos de calos e raizes frente aos reveladores cloreto férrico, e
reativo de Dragendorff e anisaldeido sulfurico estdo representados na Tabela 1. Observou-
se a auséncia de compostos fenolicos e alcaloides através das reagdes negativas dos extratos
de calos e raizes frente aos reveladores cloreto férrico e reativo de Dragendorff,
respectivamente. O revelador anisaldeido sulfurico demostrou a presenga de esterdides e

terpenos nos extratos, e tem sido utilizado em todos os testes em CCDs.

Tabela 1. Reac¢do dos extratos de calos e raizes de espécies de Phyllanthus cultivados 'in

vitro' frente aos diferentes reveladores utilizados na CCD.

Teste P. caroliniensis P. stipulatus P. urinaria P. fraternus

Cloreto férrico
Dragendorff

Anisaldeido sulfurico + + 4 +

(-) negativo

(+) positivo

Utilizou-se separadamente o glochidonol como padrdo, por se ter observado que a
analise de CCD para os extratos das raizes das espécies de Phyllanthus indicou a presenga
de um composto majoritario com rf~0.8, similar ao rf do glochidonol. Os resultados
confirmaram que nos extratos de raizes de P. stipulatus e P. fraternus (a e b), o glochidonol
¢ o triterpeno presente em maiores concentragdes, como pode ser observado na Figura 2.

E importante ressaltar que todos os extratos de calos apresentaram alguns
compostos ainda ndo identificados em quantidades significativas em todas as placas
(CCDs) e nos cromatogramas (CG) dos extratos dos calos. Estes compostos encontram-se
com tempo de retengdo de £15 min nos cromatogramas de CG e rf~0.4 nas CCDs, e
poderdo ser objeto de investigagdes posteriores (Figura 1 no anexo). Estas investigagdes

também poderdo ser realizadas em extratos de raizes através de CG, bem como através de
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CCDs destes extratos com diferentes sistemas de solventes para a confirmagdo

da presenca de compostos jd identificados ou ndo.

Figura 2. Cromatografia em camada delgada de extratos metandlicos de raizes de

espécies de Phyllanthus.

1- Glochidonol

a- Extrato de raizes de P. stipulatus

b- Extrato de raizes de P. fraternus

c- Extrato de raizes de P. caroliniensis
d- Extrato de raizes de P. urinaria

3.1. Analise fitoquimica dos calos e das raizes de P. caroliniensis

Na Tabela 2 estdo representados os rendimentos de massa seca dos extratos de
calos e de raizes de P. caroliniensis em relacdo ao peso seco original do material de
pzirtida. O rendimento obtido nos calos e na cultura de raizes foi semelhante, mantendo-
se em torno de 13%. O cromatogramas dos extratos de calos e de raizes de P.
caroliniensis e o cromatograma (CG) do extrato dos calos estdo representados nas
Figura 3 e 4 respectivamente.

A presenga de esterdides e terpenos nos extratos dos calos foi confirmada através
de CCD com padrdes. Nos cromatogramas de CCD dos extratos de calos, observou-se a
provavel presenga de glochidonol em maiores quantidades e glochidona em menores
quantidades. A presenca destes compostos nos extratos foi confirmada posteriormente
através de CG (Figura 4). Nos extratos de raizes observou-se apenas a possibilidade da

presenca de glochidona em menores quantidades do que nos calos.
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Tabela 2. Rendimentos de massa seca dos extrato metandlicos de calos e de raizes de

P. caroliniensis em relacdo ao peso seco original de partida.

Material vegetal Pesoseco Pesosecodo  Rendimento

(P. caroliniensis) (mg) extrato (mg) (%)
Calos 4.940 730 14.77
Raizes 2.060 259 1257

Figura 3. Cromatografia em camada delgada de extratos metandlicos de calos (a) e de

raizes (b) de P. caroliniensis cultivados 'in vitro'.

12(@G@) 34
1-Glochidonol
2-Glochidiol .
(a)-Extrato dos calos de P. caroliniensis
(b)-Extrato das raizes de P. caroliniensis
3-Glochidona
4-Stigmasterol

Figura 4. Perfil cromatografico dos extratos metanélicos de calos de P. caroliniensis
com sobreposi¢ao dos padrdes: glochidona (a) e glochidonol (b) .
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3.2. Analise fitoquimica dos calos e das raizes de P. stipulatus

Na Tabela 3 estdo representados os rendimentos de massa seca dos extratos de calos e
de raizes de P. stipulatus em relagdo ao peso seco original de partida. Os rendimentos
obtidos foram semelhantes aos obtidos em P. urinaria: o rendimento dos extratos de calos
foi maior do que o rendimento dos extratos de raizes.

Nas Figuras 5 e 6 estdo representadas as placas cromatograficas (CCD) contendo os
extratos de calos e de raizes de P. stipulatus comparados com os padrdes e o perfil
cromatografico obtido em CG (cromatograma), respectivamente. Os resultados obtidos
foram semelhantes aos encontrados nas espécies de P. caroliniensis em relagdo as reagdes
dos extratos aos reveladores.

A presenga de esterdides e terpenos foi confirmada através de CCD com padrdes em
extratos de calos e de raizes. Nos extratos de calos observou-se a provavel presenga de
compostos como o glochidiol e estigmasterol em maiores quantidades, e glochidonol em
menores quantidades. Porém, apenas a presenga de glochidonol e estigmasterol foi
confirmada através de CG nestes extratos. Nos extratos de raizes observou-se a provavel
presenga de glochidona e de estigmasterol em maiores e em menores quantidades,

respectivamente.

Tabela 3. Rendimentos de massa seca dos extratos metanolicos de calos e de raizes de P.

stipulatus em relag@o ao peso seco original de partida

Material vegetal Peso seco Peso seco do Rendimento

(P. stipulatus) (mg) extrato (mg) (%)

Calos 3.936 498 12.65
Raizes 1.580 110 6.96
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Figura 5. Cromatografia em camada delgada de extratos metandlicos de calos e de

raizes de P. stipulatus cultivados 'in vitro'

12 (a 34

1-Glochidonol

2-Glochidiol

(a)-Extrato dos calos de P. stipulatus
(b)-Extrato das raizes de P. stipulatus
3-Glochidona

4-Stigmasterol

Figura 6. Perfil cromatografico dos extratos metandlicos de calos de P. stipulatus com
sobreposi¢do dos padroes: glochidona (a), glochidonol (b) e estigmasterol (¢)
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3.3. Analise fitoquimica dos calos e das raizes de P. urinaria

Os valores de rendimento de massa seca dos extratos de calos e de raizes de P.
urinaria em relagdo ao peso seco original de partida estdo representados na Tabela 4. Os
rendimentos obtidos foram maiores em extratos de calos do que nos extratos de raizes.

As placas cromatograficas contendo os extratos de calos e de raizes de P. wrinaria
comparados com os padrdes estdo representadas na Figura 7. A presenga de esterdides e
terpenos foi confirmada através de CCD com padrdes em extratos de calos e raizes. Nos
extratos de calos observou-se a provavel presenca de compostos como o estigmasterol em
maiores quantidades, e glochidiol em menores quantidades, porém nos cromatogramas de
CG apenas a presenga de estigmasterol e glochidonol foi confirmada (Figura 8). Nos
extratos de raizes observou-se a provavel presenga de estigmasterol e a auséncia dos outros

compostos.

Tabela 3. Rendimentos de massa seca dos extratos metandlicos de calos e de raizes de P.

urinaria em relagdo ao peso seco original de partida.

Material vegetal Peso seco Peso seco do Rendimento

(P. urinaria) (mg) extrato (mg) (%)
Calos 3.953 592 14.97
Raizes 1.990 121 6.08
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Figura 7. Cromatografia em camada delgada de extratos metanélicos de calos e de raizes de

P. urinaria
-
» - .
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12 ()34 2() 34

1-Glochidonol

2-Glochidiol

(a)-Extrato dos calos de P. urinaria
(b)-Extrato das raizes de P. urinaria
3-Glochidona

4-Stigmasterol

Figura 8. Perfil cromatogrifico dos extratos metandlicos de calos de P. urinaria com
sobreposi¢do dos padrdes: glochidonol (a) e estigmasterol (b).
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3.4. Analise fitoquimica dos calos e das raizes de P. fraternus

Na Tabela 4 estdo representados os rendimentos de massa seca dos extratos de calos e
de raizes de P. fraternus em relag@o ao peso seco original de partida. O rendimento obtido
para calos e raizes foi diferente: os calos apresentaram um bom rendimento de 42.02 %,
enquanto que apenas 8.93% do peso seco das raizes foram obtidos nos extratos das
mesmas.

Na Figura 9 e 10 estdo representados os cromatogramas de extratos de calos e de
raizes de P. fraternus e os cromatogramas (CG) do extrato dos calos comparado com os
padrdes, respectivamente.

A presenga de esterdides e terpenos foi confirmada através de CCD com padres em
extratos de calos, nos quais se observou a provavel presenga de compostos como glochidiol
e estigmasterol e pouca quantidade de glochidona. Porém, a presenga de glochidonol,
glochidona e estigmasterol foi posteriormente confirmada através de CG nestes extratos
(Figura 10). Nos extratos de raizes observou-se a provavel presenga de glochidona e

pequenas quantidades de estigmasterol.

Tabela 5. Rendimentos de massa seca dos extratos metandlicos de calos e de raizes de P.

fraternus em relagdo ao peso seco original de partida

Material vegetal = Peso seco  Peso secodo  Rendimento

(P. fraternus) (mg) extrato (mg) (%)
Calos 376 158 42.02
Raizes 2.340 209 8.93
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Figura 9. Cromatografia em camada delgada de extratos metandlicos de calos e de

raizes de P. fraternus 'in vitro'
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(b)-Extrato das raizes de P. fraternus
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4-Stigmasterol

Figura 10. Perfil cromatografico dos extratos metanélicos de calos de P. fraternus com
sobreposicao dos padrdes: glochidona (a), glochidonol (b) e estigmasterol (c).
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CAPITULO VI
DISCUSSAO GERAL

1. Micropropagacio
1.1. Efeito das auxinas é citocininas

As citocininas podem atuar na micropropagagdo através da formagdo de ramos
multiplos, a partir das gemas axilares preexistentes ou pela indugdo da brotagdo das gemas
axilares. O resultado esperado de qualquer protocol