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RESUMO GERAL

Podofilotoxina (PTOX), lignana com ag¢do anticancer, dentre outras propriedades,
pode estar presente na raiz de H.suaveolens. Objetivou-se validar um método analitico para a
sua quantificacdo nas raizes da espécie e buscar a otimizagdo da sua produgdo in vitro. Sob
este tipo de cultivo, modificaram-se concentragdes de reguladores de crescimento (AIB,
ANA, 2,4-D), composi¢do do meio basico de cultura (concentracdo de vitaminas e mio-
inositol), qualidade de luz e ventilagdo natural. Na validagdo analitica, foram obtidos os
seguintes resultados: seletividade (pureza: 99%), adequabilidade do sistema (Rs = 2,92;
N=7064; K=1,23;T=1,31; DPR = 0,61%), precisdo intradia (dpr = 2,43 %), precisao interdia
(dpr = 2,96%), linearidade (y=14.258,498x+ 3019,954; R*=0,997), exatiddao (porcentagem de
recuperagao em 3 niveis: 90,47%,98,03% e 101,85%.), robustez (0 método ndo ¢ robusto em
relacdo ao volume de cloroférmio recuperado na extracdo e € robusto em relacdo a pequenas
modificacdes no método de andlise cromatografica) e limites de quantificacdo (5,25 ng) e
detecgdo (0,5 ng). Em relagdo ao cultivo de raizes in vitro em meio MS liquido, a combinagao
de 1 mg L' de AIB + 0,5 mg L' de ANA apresentou a maior matéria seca de raiz
(248,76 mg) e PTOX, foi encontrado 179,97 ug g de raiz ¢ 0,73 pg mL™' de meio de cultura.
No segundo experimento, o cultivo de raizes em meio MS liquido com a metade da
quantidade padrao de vitaminas e mio-inositol do MS apresentou boa matéria seca de raiz
(198,88 mg) e PTOX (6,01 pg g'1 de raiz). Nesse ensaio, ndo foi encontrada PTOX no meio
de cultura. No terceiro experimento, foi verificado que apenas na auséncia de luz e sob luz
LED vermelha ocorreu formacao de raizes adventicias nas folhas de H. suaveolens. As
matérias secas de raizes obtidas nesses tratamentos foram estatisticamente iguais, ou seja,
21,84 e 29,81mg, respectivamente. Sob auséncia de luz, ocorreu maior producdo de PTOX
(10,72 pg g de raiz). No quarto experimento, de qualidade de luz e ventilagio natural, o
tratamento auséncia de luz sem membranas possibilitou maior matéria seca de raiz
(84,02 mg) e PTOX (46,68 ng g'l). No quinto experimento, referente a indugao de raizes em
folhas em meio MS semissolido, 2,0 mg L' de ANA possibilitou a formagdo de maior
matéria seca de raizes (45,53 mg). O tratamento 1 mg L' de AIB possibilitou a maior
produgdo de PTOX (9,96 pg g raiz). Em relagdo & indugio de raizes em segmentos nodais, o
tratamento 0,5 mg L' de AIB possibilitou maior matéria seca de raizes adventicias
(37,62 mg). A PTOX foi maior sob os tratamentos 1 ¢ 2 mg L™ de ANA (9,97 € 9.95 ug g’
raiz). Concluiu-se que, dentre os sistemas analisados, para a obtengdo de PTOX, o cultivo de
raizes de H.suaveolens em meio MS liquido com 1 mg L™ de AIB + 0,5 mg L' de ANA na
auséncia de luz foi o mais eficiente.

Palavras-chave: Bamburral. Validacdo de método. Lignana. Cultura de raizes. Raizes
adventicias.



GENERAL ABSTRACT

Podophyllotoxin (PTOX), a lignan with anticancer action, among other properties,
may be present in the root of H.suaveolens. This study aimed to validate an analytical method
to quantify PTOX on the roots of the species and optimize its in vitro production. The
concentrations of growth regulators (AIB, ANA, 2,4-D), the composition of the basic culture
medium (concentration of vitamins and myo-inositol), the quality of light, and natural
ventilation were modified in this type of cultivation. The analytical validation presented the
following results: selectivity (purity: 99%), suitability of the system (Rs = 2.92; N = 7064; K
= 1.23; T = 1.31; DPR = 0.61% ), intraday precision (dpr = 2.43%), intermediary precision
(dpr =2.96%), linearity (y = 14.258,498x + 3019.954; R? = 0.997), accuracy (3-level recovery
percentage: 90.47%, 98.03%, and 101.85%.), robustness (the method is not robust regarding
the volume of chloroform recovered in the extraction and is robust regarding small changes in
the chromatographic analysis method), and quantification (5.25 ng) and detection (0.5 ng)
limits. Regarding in vitro root cultivation in liquid MS medium, the combination of 1 mg L™
of IBA + 0.5 mg L' of ANA presented the highest value for root dry matter (248.76 mg) and
PTOX, 179.97 pg g of root and 0.73 pg ml™ of culture medium. In the second experiment,
the cultivation of roots in liquid MS medium, with half the standard amount of vitamins and
myo-inositol from MS, showed good root dry matter (198.88 mg) and PTOX (6.01 pg g of
root). PTOX was not found in the culture medium in this essay. In the third experiment,
adventitious roots formed on the leaves of H. suaveolens only in the absence of light and
under red LED light. The root dry matter obtained in these treatments was statistically equal,
21.84 and 29.81mg, respectively. In the absence of light, there was a greater production of
PTOX (10.72 pg g of root). In the fourth experiment, light quality and natural ventilation,
the treatment with no light and without membranes allowed greater root dry matter
(84.02 mg) and PTOX (46,68 pg g). In the fifth experiment, regarding the induction of leaf
roots in a semi-solid MS medium, 2.0 mg L' of ANA enabled the formation of greater root
dry matter (45.53 mg). The treatment 1 mg L' of IBA enabled the highest production of
PTOX (9.96 pg g'1 root). Regarding the induction of roots in nodal segments, the treatment
with 0.5 mg L' of IBA enabled greater dry matter of adventitious roots (37.62 mg). PTOX
was higher under treatments 1 and 2 mg L' of ANA (9.97 and 9.95 ng g'1 root). The
cultivation of H.suaveolens roots in liquid MS medium with 1 mg L™ of IBA + 0.5 mg L™ of
ANA in the absence of light was the most efficient among the analyzed systems to obtain
PTOX.

Keywords: Bamburral. Method validation. Lignan. Root culture. Adventitious roots.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

Hyptis suaveolens, Lamiaceae nativa da América Tropical, ¢ uma das plantas
invasoras mais bem sucedidas do mundo (MARTINS; POLO, 2009; NGOZI, 2014;
PADALIA; SRIVASTAVA; KUSHWAHA, 2014). Podofilotoxina (PTOX) foi isolada de
raizes da espécie (TANG et al., 2019). Essa substancia ¢ uma lignana ariltetralina antiviral,
antirreumatica e inseticida. No Brasil, esta em uso clinico como antiviral no tratamento de
verrugas venéreas causadas pelo virus do papiloma. Além disso, apresenta citotoxicidade.
Devido a essa propriedade, tornou-se um composto atraente para a fabricacdo de
medicamentos anticancer. Atualmente, varios de seus derivados semi-sintéticos estdo em uso
para o tratamento de doencas malignas (CASTRO et al., 2015).

Devido a sua sintese quimica ser um processo complexo, o prego da PTOX obtida por
essa forma ¢ elevado. Assim, a sua obtencdo através de plantas ¢ mais economicamente
vidvel. As plantas fontes de PTOX sao superexploradas, e podem correr o risco de extingao,
como ocorre com a espécie Podophyllum hexandrum (ARDALANI; AVAN; GHAYOUR-
MOBARHAN, 2017; KUMAR et al., 2015; KUMARI; SINGH; KUMAR, 2017; LIU et al.,
2014). A aplicagdo de técnicas de cultivo in vitro de plantas pode ser uma alternativa para
contornar esse problema. Essas técnicas possibilitam a produgdo de plantas livres de doengas,
multiplicagdo rapida e transformacdo de genomas (ESPINOSA-LEAL; PUENTE-GARZA;
GARCIA-LARA, 2018).

Esse tipo de cultivo pode ser realizado através de calos, culturas de suspensdo celular
ou estruturas organizadas como brotos, raizes e embrides somaticos. A tecnologia de cultura
de raiz € atrativa para maior producdo de metabolitos. Podem ser culturas de raizes
transformadas ou ndo, havendo possibilidade de aplicagdo comercial (GONCALVES;
ROMANQO, 2018). Nos ultimos anos, pesquisadores tém otimizado as condi¢des de cultivo in
vitro por meio da mudanga de fatores bidticos e abidticos ou pela aplicacdo de selecdo de
linhagem celular, elicitacdo e alimentacdo precursora. Os esforcos sdo feitos visando a
possibilidade de ampliar a producao, atender a demanda da industria farmacéutica e conservar
as fontes naturais das moléculas (ISAH et al., 2018).

Como exemplo de pesquisa na area de cultura de tecidos que otimizou as condigdes
de cultivo in vitro para a obtencao de PTOX, pode ser citado o trabalho de Esfandiari et al.

(2018). Os autores avaliaram o teor de lignanas em raizes de Linum persicum cultivadas in
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vitro. Tratamentos com 4cido naftaleno acético (ANA) (2 mg.L™") aumentaram o teor de
PTOX. Por outro lado, no trabalho de Meira et al. (2017), os autores cultivaram in vitro
segmentos nodais de Linum macrostachys sob diferentes condigdes e avaliaram PTOX.
Dentre os tratamentos, o tratamento 2 MS com 15 g de sacarose possibilitou maior
concentragcdo de PTOX nas plantulas.

Para que a PTOX obtida por cultura de tecidos vegetais seja utilizada pela industria
farmacéutica, ¢ necessario validar o método analitico utilizado. A validacdo de método
analitico ¢ um processo utilizado para confirmar que o procedimento empregado para a
analise de uma substancia de interesse apresenta confiabilidade e resultados consistentes
(PATIL; AHIRRAO; PAWAR, 2017). O desenvolvimento do método resulta em métodos
oficiais de testes e controle de qualidade. A aprovagdo de produtos pelas autoridades
regulamentadoras exige que o solicitante prove o controle de todo o processo de
desenvolvimento (RAVISANKAR et al., 2015).

Assim, no presente trabalho, objetivou-se validar um método analitico para a
quantificagdo de PTOX em raizes de H. suaveolens e buscar a otimizagdo da produgdo de
PTOX por raizes da espécie obtidas in vitro. Realizaram-se para esse fim, o uso de
reguladores de crescimento (AIB, ANA, 2,4-D), mudangas na composi¢do do meio basico de
cultura (concentragdo de vitaminas e mio-inositol) e no ambiente de cultivo (diferentes

qualidades de luz e ventilagdo natural).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A familia Lamiaceae e o género Hyptis

A familia Lamiaceae ¢ quase cosmopolita, estando ausente apenas nos lugares mais
frios das regides de alta latitude ou altitude. Apresenta cerca de 240 géneros e 7200 espécies.
Inclui sete subfamilias, a maioria das espécies estao inseridas nas subfamilias Lamioideae e
Nepetoideae. Nepetoideae, a maior delas, tem seus membros distribuidos nas tribos Mentheae,
que ocorre principalmente em zonas temperadas, e Ocimeae, mais comum em areas tropicais
(HARLEY, 2012). Plantas medicinais dos seguintes gé€neros estdo incluidas em Lamiaceae:
Tymus, Salvia, Rosmarinus, Ocimum, Origanum, Marrubium, Mentha, Melissa, Lavandula,
Hyptis, dentre outros (URITU et al., 2018).

As Lamiaceae sdo conhecidas por suas atividades antissépticas, anti-inflamatorias,
antifungicas, antioxidantes, carminativas e antimicrobianas. Os 6leos essenciais extraidos das
espécies dessa familia sdo utilizados em perfumes, cosméticos e para diversas aplicagdes
médicas (HASSANEIN et al., 2020). Esses Oleos consistem em monoterpenos e
sesquiterpenos, bem como seus derivados (4lcoois, aldeidos, ésteres e acetatos). As partes
aéreas dessas plantas contém flavonoides, triterpenoides e monoterpenos, particularmente nas
folhas e flores (SAEIDNIA et al., 2014).

Essa composi¢do quimica confere as Lamiaceae, as propriedades citadas
anteriormente, bem como potencial de uso como alimento funcional. O que poderia ajudar a
atender as necessidades dos consumidores de dieta saudavel. Como exemplo, H. suaveolens (a
planta inteira) ¢ citada como comestivel, com propriedades carminativas, estomacais,
estimulantes e antimicrobianas. As folhas de Mentha arvensis sdo comestiveis com atividade
analgésica, antisséptica, antiespasmodica, carminativa, antimicrobiana e antioxidante. A parte
aérea de Melissa officinalis apresenta propriedade digestiva, carminativa, antimicrobiana,
antioxidante e antibacteriana (CAROVIC-STANKO et al., 2016).

Koztowska et al. (2015) analisaram a composi¢do quimica volatil e ndo volatil de
extratos etandlicos e metanolicos, ambos aquosos, da parte aérea de algumas espécies dessa
familia. Por meio de analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas
(CG-EM) identificaram-se em tomilho (7. vulgaris): timol, carvacrol e eugenol; em alecrim
(Rosmarinus officinalis): canfora, borneol e o-terpineol; em orégano (Origanum vulgare):

timol, indol, acido palmitico e 4cido a-linoleico. Em adicdo, através de cromatografia liquida
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de alta eficiéncia (CLAE), verificaram-se a presenca dos acidos rosmarinico e cafeico nos
dois tipos de extratos e em ambas as espécies estudadas.

Em relagdo as aplicagdes de alguns desses constituintes quimicos, destaca-se que o
carvacrol ¢ utilizado como aditivo alimentar, apresentando propriedade antibacteriana (LIMA
et al., 2017). O eugenol ¢ utilizado na industria de alimentos como conservante,
principalmente devido & sua propriedade antioxidante (BARBOZA et al., 2018). O 4acido
rosmarinico apresenta efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios (HASE et al., 2019). E por
fim, o acido cafeico apresenta atividade antioxidante, aumenta a produgdo de colageno,
previne o envelhecimento precoce e apresenta atividade antimicrobiana (MAGNANI et al.,
2014).

Para exemplificar a composicdo quimica do dleo essencial das Lamiaceae, seguem
espécies do género Mentha e seus respectivos constituintes majoritarios: M. canadensis
(mentol), M. piperita (mentol, mentona e acetato de mentila), M. spicata ssp., M. viridis e M.
gracilis (carvona), M. citrata (linalol e acetato de linalil), M. pulegium (pulegona) e M.
aquatica (mentofurano). M. haplocalyx apresenta seis quimiotipos, incluindo linalol,
pulegona, mentona, carvona, mentol e 6xido de piperitona (FATIH et al., 2017). O mentol ¢
utilizado para dar sabor, tratar resfriado, como anestésico local, em produtos para a pele,
dentre outras aplicagcdes (KLUMPP et al., 2020).

Os flavonodides sdo um exemplo de compostos fendlicos com alto poder antioxidante e
espécies da familia Lamiaceae possuem em sua composicdo esses antioxidantes naturais
(SILVA et al., 2017). No trabalho de Sobeh ef al. (2020), a composi¢do quimica dos extratos
metanolicos das folhas de Thymus fontanesii foi caracterizada por CLAE-EM. O flavonoide
metilado salvigenina foi um dos principais metabdlitos secundarios encontrados no extrato da
espécie.

Muitas Lamiaceae sdo endémicas do semiarido nordestino, por exemplo, as do género
Hyptis (OLIVEIRA et al., 2011). Hyptis apresenta aproximadamente 400 espécies. Inlcui
ervas, subarbustos, arbustos e pequenas arvores, anuais ou perenes. Suas plantas apresentam
caules quadrangulares, folhas opostas, simples ou compostas, pecioladas ou sésseis. Alguns
exemplos de espécies do gé€nero e usos sdo: H. suaveolens (propriedades estomacais), H,
capitata (resfriado, febre e asma), H. verticillata (anti-infecgdo e dor de cabeca), H. spicigera
(controle de insetos), H. pectinata (antibacteriana, anti-micoética), H. mutabilis (anti-maléria),
H. albida (anti-séptica) e H. marrubioides (inseticida) (FALCAO; MENEZES, 2003;
MENEZES et al., 2020).
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Em relacdo a composicdo quimica do 6leo essencial (OE) do género, podem ser
citados os resultados do trabalho de Sharma et al. (2019), que analisaram o OE de H.
suaveolens. A analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massa (CG-EM)
do OE extraido de folhas da espécie levou a identificagdo de 28 constituintes quimicos,
representando 99,67% dos compostos do o6leo. Identificaram-se 79,33% de monoterpenos,
predominantemente monoterpenos hidrocarbonetos. Os principais monoterpenos identificados
no 6leo foram: a-felandreno, a-pineno, alo-ocimeno, limoneno, B-tujeno, y-terpineno € o-
cimeno.

As espécies desse género apresentam atividade antioxidante. Tafurt-Garcia, Jiménez-
Vidal e Calvo-Salamanca (2015) analisaram a capacidade antioxidante (CA) e o teor de fenois
totais (FT) de extratos etandlicos de folhas de H. conferta, H. dilatata, H. mutabilis e H.
suaveolens. Hyptis dilatata apresentou a maior CA. O teor de fendis totais foi maior em H.
conferta. Além dos extratos etandlicos, o 6leo essencial de espécies de Hyptis também
apresenta atividade antioxidante. Sua coloragdo ¢ amarelo palido e apresenta cheiro
perfumado. O rendimento de o6leo (v / m) de H. suaveolens, H. rhomboidea e H. brevipes
pode ser em torno de 0,9, 0,4 ¢ 0,5%, respectivamente (XU et al., 2013).

Em outro trabalho, Kusuma et al. (2020) realizaram triagem fitoquimica de extratos
metanolicos de folhas de H. capitata coletadas de plantas de dois locais em Kalimantan
Oriental, na Indonésia. Alcaloides, flavonoides, taninos, carboidratos e cumarinas foram
encontrados em todas as amostras. H. capitata ¢ utilizada para prevenir infecgdes de
ferimentos e como antidoto para intoxica¢ao alimentar pelo povo bentiano, uma tribo local em
Kalimantan Oriental, na Indonésia. Os estudos fitoquimicos e as atividades bioldgicas da
espécie sao pouco relatados em relacao aos de espécies da mesma familia.

Plantas do género Hyptis também podem apresentar em suas composi¢des
constituintes anticancerigenos. Santana ef al. (2019) demonstraram o potencial anticancer do
extrato etanolico das inflorescéncias de H. pectinata e comprovaram que as substancias
responsaveis pelo efeito antiproliferativo foram pectinolide J, hyptolide e pectinolide E, em
associacdo. Além disso, esses compostos podem ser utilizados na produgdo de medicamentos
na tentativa de desenvolver novos compostos com menos efeitos colaterais quando

comparados a quimioterapia convencional.
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2.2 Hyptis suaveolens: aspectos gerais e agrondomicos

Dentre as espécies de Hyptis que ocorrem no cerrado brasileiro, pode ser citada a
espécie H. suaveolens, conhecida como bamburral ou erva-canudo (FIGURA 1). Essa planta ¢
um subarbusto anual, ereto, ramificado, semilenhoso, com caule e ramos quadrangulares, e
podem chegar a 2 m de altura. Suas folhas sdo aromdticas, opostas, com ladmina oval ou
subcordada, de margem serreada e peciolo subquadrangular. Apresenta inflorescéncias
paucifloras, flores arroxeadas-azuladas e estames presos ao labio inferior da corola, que ¢
caracteristica de espécies com mecanismo explosivo de polinizagdo. O seu fruto ¢ do tipo
esquizocarpico (BASiLIO et al., 2006; LEWU et al., 2017, MARTINS; POLO, 2009;
PADALIA; SRIVASTAVA; KUSHWAHA, 2014; PRIYA, 2015; RODRIGUES et al., 2012).

Figura 1 - Hyptis suaveolens cultivada em vaso na casa de vegetagdo do Laboratério de
Cultura de Tecidos e Plantas Medicinais da UFLA, aos 60 dias de cultivo. A)
Imagem da parte aérea; B) Imagem das flores; C) Imagem da raiz.
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Fonte: Da autora (2020).

E uma planta aromatica. O aroma contido nas plantas é geralmente secretado por
tricomas glandulares. Em H. suaveolens foram realizadas observagdes sobre o tipo e
distribuigdo de tricomas utilizando microscopia Optica e microscopia eletronica de varredura.
A partir dos resultados do estudo, pode-se concluir que, na folha de H. suaveolens,
observaram-se diferentes tipos de tricomas, quais sejam, peltato glandular unicelular, ndo
glandular, monocelular, capitado tipo I e capitato tipo II. Tanto os tricomas ndo glandulares
quanto os tricomas glandulares foram observados dispersos em regides abaxial e adaxial foliar

e estavam presentes nas nervuras (CHATRI et al., 2018).
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Hyptis suaveolens ¢ uma espécie nativa da América Tropical, mas com distribui¢do
ampla, ocorrendo ao longo de estradas e fazendas, nos tropicos e subtropicos. Na América do
Sul, encontra-se na Guiana Francesa, Brasil, Venezuela e Equador, na América do Norte, nos
Estados Unidos; Na Asia, em Bangladesh, China e India, e na Africa, em Benin, Quénia,
Nigéria, Suddo e Camardes (MARTINS; POLO, 2009; NGOZI, 2014). De acordo com
Padalia, Srivastava ¢ Kushwaha (2014), H.suaveolens ¢ uma das ervas invasoras mais bem-
sucedidas do mundo.

No noroeste da India, o numero de espécies diminuiu de 46 a 52% nas areas
massivamente invadidas pela espécie. Além disso, também ocorreram alteragdes no pH,
condutividade, carbono organico e matéria organica do solo (SHARMA et al., 2017).
Contribuindo para que essa planta apresente invasdo e colonizacdo bem-sucedidas, pode ser
citado o seu tipo de sistema reprodutivo, que pode ser por cruzamento ou endogamia. Se o
ambiente ndo for propicio para o cruzamento, ocorre endogamia, aumentando as suas chances
de sobrevivéncia (SHARMA; SHARMA, 2019).

Outro fator que favorece a adaptagao de H. suaveolens e competicdo nos ecossistemas
¢ o seu efeito alelopatico (KUMARI; PRASAD, 2018). Aleloquimicos liberados por H.
suaveolens podem ser responsaveis pelo crescimento restrito de outras espécies de plantas
préximas a sua coldnia nos ecossistemas naturais (MOMINUL ISLAM; KATO-NOGUCHLI,
2013). Até mesmo o tipo de propagacao da espécie € o0 modo como esta ocorre contribui para
a sua ampla ocorréncia. De um modo geral, formas variadas de multiplicagdo auxiliam na
dispersao de plantas (BRIGHENTI; OLIVEIRA, 2011).

Hyptis suaveolens pode ser propagada tanto por estacas, como por sementes. Para
estaquia sdo utilizados ramos herbaceos, com comprimento que pode ser varidvel entre 5 € 20
cm (SILVA et al., 2011). O enraizamento dessas estacas € superior a 86%, sendo elas apicais,
medianas ou basais. J4 a germinagdo das suas sementes ocorre na auséncia de luz ou na
presenca de luz, ¢ maior na presen¢a de luz e sob a faixa de temperatura de 25-30°C. Nessa
condi¢do de luz e temperatura, a porcentagem de germinagdo de suas sementes chega a
90,50% (MAIA, S., et al., 2008).

Apesar da faixa de temperatura Otima para a germinagdo das sementes de H.
suaveolens ser de 25-30°C, estas podem germinar sob uma ampla faixa de 10 a 40°C. Além
disso, em contato com a agua, elas embebem-se liberando mucilagem leitosa com aspecto
gelatinoso. A mucilagem funcionaria como um reservatério de agua para a plantula, além de

inibir o crescimento de fungos. Essas informacdes foram encontradas no trabalho de Felippe
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et al. (1983) que descreveu detalhadamente fatores que afetam a germinagdo de sementes da
espécie.

Hyptis suaveolens pode ser cultivada em vaso contendo areia e irrigado com solugao
nutritiva, como demonstrado por Gravena et al. (2002). Neste trabalho, plantulas da espécie
foram cultivadas nesse sistema, em casa de vegetagdo (Sao Paulo, Brasil), nos meses de
setembro a fevereiro. As plantas iniciaram o periodo reprodutivo entre 104 ¢ 118 dias apds a
emergéncia da plantula (DAE), com o aparecimento de algumas flores. A maioria das flores
nao produziu frutos. A espécie apresentou acimulo de biomassa seca total crescente até 145
DAE, quando, em seguida, se iniciou o processo de senescéncia. O ciclo total de crescimento
de H. suaveolens foi de 145 dias (4,83 meses).

Também em relagdo ao florescimento e frutificacdo, H. suaveolens cultivada em
canteiros localizados em Belém (Para, Brasil), entre os anos de 2007 a 2008, floresceu nos
meses de agosto a margo, e frutificou de agosto a dezembro (LOPES; JARDIM, 2008).
Apresentou comportamento classico de uma planta de dias curtos, uma vez que o fotoperiodo
minimo de 16 horas inibiu a floragao. Em adigdo, plantas de H. suaveolens cultivadas sob
fotoperiodo natural (em casa de vegetacdo, Alfenas-MG-Brasil, entre os meses de agosto de
2003 e marco de 2004) floresceram 50 dias apds a semeadura (MARTINS; POLO, 2009).

Por outro lado, no trabalho de Oraon ¢ Mondal (2018), H. suaveolens produziu flores
de setembro a dezembro (em Santiniketan, india). As flores produzidas se abriram das 06:30
as 08:30h da manha. Uma unica flor produziu 2.430 + 25 grdos de pélen e 3 mL de néctar.
Assim que as flores comegaram a abrir, diferentes membros da ordem Hymenoptera, Diptera
e Lepidoptera foram encontrados visitando-nas. Entre os visitantes, as abelhas foram as mais
dominantes.

Em rela¢do a incidéncia de doencas, de acordo com Mendes e Urben (2018), H.
suaveolens ¢ planta hospedeira de Colletotrichum sp.(Mancha foliar), no estado da Bahia, e
Puccinia hyptidis Mayor (Ferrugem), no estado de Sao Paulo. Guarnaccia et al. (2019)
encontraram uma diversidade na composi¢ao de espécies de Colletotrichum recuperadas de
plantas aromaticas e ornamentais da familia Lamiaceae. Praticas agricolas e varios fatores
como temperatura, umidade e irrigacdo, além de mudancas climaticas, podem induzir

condi¢des adequadas para o desenvolvimento desta doenca.
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2.3 Composiciao quimica e aplicacoes potenciais de Hyptis suaveolens

Hyptis suaveolens ¢ uma fonte importante de 6leos essenciais, alcaloides, flavonoides,
fendis, saponinas, terpenos e esterdis. A espécie apresenta os diterpenos: acido suaveolico,
suaveolol, metil suaveolato, dois esterdides: [-sitosterol, B-sitosterol glicosideo, dois
constituintes fendlicos: acido rosmarinico e metil rosmarinato, juntamente com alguns outros
constituintes importantes, como acido oleandlico ou acido oleico e acido ursolico (PRINCE
etal., 2013).

Foram isolados e identificados, por uma combinagdo de técnicas cromatograficas,
compostos quimicos de partes aéreas e raizes de Hyptis suaveolens (L.) Poit. Oito compostos
foram isolados das partes aéreas de H. suaveolens: quercetina-3-O-B-D-glucopiranosido (1),
apigenina (2), metil wogonin (3), quercetina (4), kaempferol (5), genkwanin (6), acido
rosmarinico (7) e metilrosmarinato (8). Dois compostos foram isolados de raizes da espécie:
PTOX (9) e picropodofilotoxina (10) (TANG et al., 2019).

Em relagao a composicdo quimica de folhas de H.suaveolens, no extrato hexanico,
foram encontrados cumarina, flavonoides, pholobatanins, saponinas e taninos. No extrato de
acetona: acidos aromaticos, carboidratos, glicosideos cardiacos, cumarinas, 6leo essencial,
flavonoides, grupos fenolicos, pholobatanins, agucares redutores, saponinas, taninos e
terpenoides. No extrato cloroformico das folhas, cumarinas, flavonoides, grupos fenoélicos,
pholobatanins, aglcares redutores, saponinas, taninos e xanthoproteinas. No extrato
metanolico, aminoacidos, acidos aromaticos, carboidratos, glicosideos cardiacos, cumarinas,
flavonoides, grupos fendlicos, pholobatanins, saponinas, esteroides, taninos, terpenoides e
xanthoproteinas. No extrato aquoso: aminodacidos, carboidratos, glicosideos cardiacos, 6leos
essenciais, grupos fendlicos, pholobatanins, quinonas, acticares redutores, saponinas, taninos,
terpenoides e xanthoproteinas (AZHAGU et al., 2017).

Como exemplo de analise de composi¢ao quimica volatil da espécie, pode ser citado o
trabalho de Kossouoh et al. (2010), no qual os autores analisaram o 6leo essencial de folhas e
frutos frescos por CG-EM. Os constituintes majoritarios encontrados foram classificados
como derivados de sesquiterpenos (B-cariofileno, trans-a-bergamoteno, biciclogermacreno e
a-humuleno) e alcoois (terpinen-4-ol e trans- a- bergamotol). O rendimento dos o6leos foi
abaixo de 0,1%.

Asha, Mathew e Rishad (2015) avaliaram o teor de flavonoides e a atividade

antioxidante do extrato metanolico da parte aérea de H.suaveolens. Primeiramente, por meio
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de estudo preliminar, identificaram-se no extrato as seguintes classes de constituintes
quimicos: taninos, saponinas, flavonoides, esteroides, triterpenoides, glicosideos
cardiotonicos ¢ alcaloides. Em relacdo aos flavonoides, os autores encontraram em FH.
suaveolens acido galico, acido ferulico, quercetina, acido clorogénico e rutina. O extrato
metanolico apresentou eficiéncia de 35,76% de inibi¢ao de radical livre (DPPH).

Edeoga, Omosun e Uche (2006) estudaram a composi¢ao quimica de extrato aquoso
de folhas de H. suaveolens. Determinaram a porcentagem de alcaloides brutos (14,32%),
fenois (0,05%), taninos (0,52%), flavonoides (12,54%) e saponinas (0,3%). Investigaram,
além disso, a composi¢do dos principais elementos minerais de amostras de plantas da
espécie, encontrando: 1,8% de K, 2,28% de nitrogénio, 1,06% de Ca, 0,67% de Mg, 0,46% de
Na e 0,79% de P. Assim como também descreveram composicdo centesimal que indicou:
4,70% de umidade, 95,30% de matéria seca, 9,04% de fibra bruta, 14,22% de proteina bruta,
5,68% de cinzas, 4,46 % de lipideos, 66,61% de carboidratos e 363,43 mg cal! de energia
alimentar.

A composicdo quimica de H. suaveolens confere a espécie diversas aplica¢des. Nas
regides nordeste e central do Brasil, H. suaveolens ¢ utilizada tradicionalmente para tratar
inflamacdo e aliviar sintomas relacionados a ulcera géstrica ou gastrite. Esse uso popular
corrobora o trabalho de Jesus et al. (2013), no qual o extrato etandlico padronizado e a fragao
hexanica da parte aérea de H. suaveolens foram avaliados em varios modelos de tulcera
gastrica aguda. Os resultados mostraram que ambas as preparagdes, nas concentracdes de
62,5; 125; 250 e 500 mg kg'l, administradas via oral a roedores, proporcionaram atividade
gastroprotetora.

Em relacdo a novas aplicagdes da espécie demonstradas por pesquisas recentes, as
sementes de H. suaveolens apresentam globulinas 11S, que tem potencial para ser ingrediente
termoestavel em sistemas alimentares. Em adi¢cdo, a mucilagem dessas sementes apresenta
muitas aplicacdes na area de alimentos, tais como agente estabilizante, espessante e
gelificante. Ressalta-se que devido ao crescimento populacional e as preferéncias alimentares
emergentes (ex: veganos e vegetarianos), tem sido necessdrio obter novos ingredientes
alimentares e produtos a base de plantas com menor custo (DE LA CRUZ-TORRES et al.,
2017; PEREZ-OROZCO; SANCHEZ-HERRERA; ORTIZ-BASURTO, 2019).

As sementes de H. suaveolens apresentam ainda propriedades nutricionais. Em geral,
com exce¢cdo da lisina, possuem uma composicdo de aminodcidos bem equilibrada,

fornecendo um bom suprimento de quase todos os aminodcidos essenciais para os diferentes
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grupos etarios. O teor de magnésio pode ser alto, ja o de cdlcio, potassio e fosforo, podem
estar presentes em quantidade média, quando comparados a cevada, aveia, arroz e trigo
(AGUIRRE et al., 2012).

As sementes de H. suaveolens também sdo utilizadas como principal fonte de
substancia refrescante de bebida em varias regides de Taiwan. Investigaram seus metabolitos
secundarios e isolaram cinco principais derivados do 4cido cafeoilquinico do seu extrato
etanolico. Dentre os isolados, 4,5-dicafeoilquinato de sodio e 3,5-dicafeoilquinato de metila
apresentaram atividade inibitéria moderada contra xantina oxidase. Analise quantitativa por
CLAE do extrato etanolico indicou que o teor de 3,5-dicaffeoylquinate de sodio e 4,5-
dicaffeoylquinate de sodio foi de 0,1% e 0,08% (p/p, semente seca), respectivamente. Os
autores demonstraram o potencial da semente da espécie como nutrac€utico anti-
hiperuricémico (HSU; TSAI; LEE, 2019).

Além das sementes, a parte aérea de H. suaveolens também apresenta aplicagdes
potenciais. As infec¢des bacterianas do trato urinario sdo causadas por uropatdogenos com
quorum sensing (QS). Estes uropatogenos tém habilidades de formagdao de biofilme
dependente. A interrup¢do de QS podem ser uma nova abordagem para combater resisténcia.
Os extratos metandlico e hexanico derivado do metandlico, de folhas de H. suaveolens,
exibiram atividade anti-QS contra a cepa biossensora Chromobacterium violaceum. Além
disso, o extrato hexanico de H. suaveolens inibiu a formacdo de biofilme por uropatdogenos
como Escherichiacoli, Proteus vulgaris, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae e Serratia
marcescens (SALINI et al., 2015).

Botcha e Prattipati (2019) investigaram a sintese verde de nanoparticulas de prata
utilizando extrato aquoso de folhas de H. suaveolens e avaliaram a sua citotoxicidade contra
células cancerigenas. A formag¢ado das nanoparticulas apos a incubagdo de AgNO3 com extrato
de folhas foi identificada pela mudanca de cor (amarelo a marrom), e confirmada ainda pelo
pico de absorvancia visivel no UV a 436 nm. O ensaio mostrou atividade citotoxica
proeminente de G.S.AgNPs contra células PC-3 e MDA-MB 231 com valores de 1C50 de
63,16 ¢ 52,49 ug ml’, respectivamente. A pesquisa demonstrou, claramente, a sintese
eficiente de nanoparticulas de prata, que pode ter um escopo para a aplicacdo na terapia do
cancer.

Hyptis suaveolens ¢ fonte de agentes antimicrobianos. Um total de 20 isolados
bacterianos endofiticos foram obtidos de tecidos foliares esterilizados da superficie da

espécie. Os isolados foram classificados como espécies do género Bacillus e Pseudomonas e
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selecionados quanto a atividade antimicrobiana contra alguns patogenos clinicamente
significativos (B. subitilis, S. aureus, E. coli, C. albicans), por métodos de inoculagdo e
difusdo de disco. O resultado indicou que 60% dos isolados apresentaram inibicdo da
atividade antimicrobiana em pelo menos um dos patdgenos teste. Da mesma forma, 20% dos
isolados demonstraram atividade anticandidiase, enquanto 10% deles apresentaram atividade
antimicrobiana inibindo todos os patogenos testados (DAS et al., 2017).

Chatri, Handayani e Primayani (2019) estudaram o efeito de H. suaveolens na inibigao
do crescimento de Sclerotium rolfsii. Extrato foliar da espécie foi preparado pelo método de
maceracdo utilizando etanol a 96%. A solucdo do extrato foi concentrada utilizando
evaporador rotativo a vacuo. As concentragdes utilizadas foram 0% (controle), 5%, 10%, 15%
e 20% com 4 repeticdes. Os resultados mostraram que o extrato etandlico de folhas de de H.
suaveolens (L.) Poit. pode inibir o crescimento de S. rolfsii e a concentragdo mais efetiva foi
na concentragdo de 15% com 58% de porcentagem de inibicao.

Outra potencial aplicagdo da parte aérea da espécie ¢ o uso desta como um
bioherbicida. De acordo com Kumari e Prasad (2018), os lixiviados foliares de H. suaveolens
apresentam efeito inibitdrio tanto em Parthenium hysterophorus L. quanto em Senna uniflora
(Mill.). Além disso, extratos aquosos foliares de H. suaveolens em concentragdes de 1 a 5%
inibem fortemente outras ervas daninhas, como Alternanthera sessilis, Eichinochloa colona e
Cyperus rotundus.

Esta inibicdo do crescimento de plantas pelo extrato aquoso foliar de H. suaveolens
pode ocorrer devido ao fato da espécie apresentar dcido suavedlico em sua composicao, que ¢
uma substancia fitotoxica. O extrato aquoso metandlico dessa planta foi purificado por varias
execugdes cromatograficas. A purificacao final de uma substancia fitotoxica foi alcangada por
CLAE de fase reversa e caracterizada como &cido suaveoélico. O acido suavedlico inibiu o
crescimento de brotos de agrido, alface (Lactuca sativa), azevém (Lolium multiflorum) e
capim-arroz (Echinochloa crus-galli) em concentracdes superiores a 30 uM (ISLAM et al.,
2014).

O oleo essencial de H. suaveolens apresenta efeito inseticida e repelente. Adjou,
Chougourou e Soumanou (2019) avaliaram os efeitos inseticidas e repelentes do o6leo
essencial de folhas frescas da espécie contra Tenebroides mauritanicus (L.) (Coleoptera:
Tenebrionidaea) isolados de amendoim em poés-colheita. A andlise quimica do 6leo essencial
por CG/EM indicou que estavam presentes diferentes grupos de terpenos e terpenoides. A

uma concentragao de 0,5 pl de 6leo essencial / g de amendoim, a taxa de mortalidade de 7.
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mauritanicus foi de 100% apo6s 24 horas. De acordo com o estudo, o 6leo essencial de H.
suaveolens possui atividade repelente. Este 6leo essencial com propriedades repelentes e
inseticidas representa uma possivel prote¢ao de graos contra 7. mauritanicus e a reducao de
perdas pos-colheita.

Hyptis suaveolens também apresenta aplicacdo potencial na metalurgia. O extrato
aquoso de folhas de H. suaveolens como inibidor de corrosao em H,SO4 1 M foi avaliado. O
extrato demonstrou eficiéncia para inibir o processo de corrosao em H,SO4 1 M e a eficiéncia
aumentou com o aumento da concentracao do extrato. A eficiéncia maxima de inibi¢ao do
extrato em 1 M H,SO4 encontrada foi de 95%. A natureza do filme protetor formado na
superficie do aco leve foi confirmada por FT-IR, XRD e SEM técnicas. Este estudo mostra,
claramente, a eficiéncia do extrato para controle de corrosdo de aco em solugdes 1 M de
H,SO4 (MUTHUKRISHNAN; JEYAPRABHA; PRAKASH, 2014).

Por fim, em relacdo ao assunto de pesquisa do presente trabalho, H. suaveolens tem
potencial aplicagdo no combate a células cancerosas. Lauti¢ et al. (2008) verificaram a
presenca de podofilotoxina (PTOX) em raizes da espécie. Essa substancia ¢ uma lignana que
também pode ser encontrada no género Podophyllum e outros, € mostra potente atividade
antitumoral (MEDRADO et al., 2015). Porém, devido a sua toxicidade e baixa solubilidade

em agua, a PTOX tem aplicagdo limitada como medicamento anticancer (ZI et al., 2019).

2.4 Podofilotoxina (PTOX): ocorréncia, biossintese e farmacologia

Podofilotoxina ¢ uma lignana ariltetralina. A comercializacdo dessa substancia obtida
por sintese quimica ¢ restrita, devido ao seu alto custo de producdo. Assim, PTOX ¢ extraida
de plantas. Ocorre em espécies dos géneros Podophyllum, Sinopodophyllum e Dysosma
(Berberidaceae), Juniperus e Callitris (Cupressaceae), Hyptis, Nepeta, Salvia, Teucrium e
Thymus (Lamiaceae), Linum (Linaceae), dentre outros. Em todos esses géneros, exceto em
Podophyllum, ha relatos de que a PTOX ¢ encontrada na raiz e nas folhas, ndo somente na
raiz. Para atender as crescentes necessidades farmacéuticas, espécies que contém PTOX sdo
muito exploradas e se tornam ameagadas. O que levou a estudos para identificar novas formas
de produgdo, como cultivo in vitro de células ou de 6rgaos vegetais (ARDALANI; AVAN;
GHAYOUR-MOBARHAN, 2017; KUMARI; SINGH; KUMAR, 2017; LIU et al., 2014).

O termo PTOX ¢ derivado de espécies do género Podophyllum, como por exemplo, P.
peltatum e P. hexandrum. Essas plantas foram utilizadas no passado como plantas medicinais

com agdes catarticas e colagogas. As suas raizes e rizomas fornecem uma resina obtida por
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extracdo com etanol, a podofilina. Essa resina foi a forma terapéutica mais utilizada no século
XIX. Em 1872, ja se havia observado que extratos das duas espécies de Podophyllum eram
toxicos a mucosas. Esses extratos foram retirados de Farmacopeias, mas em seguida, um
estudo descreveu o uso bem sucedido da podofilina por meio do seu uso topico para tratar
condilomas venéreos. Esse resultado criou a possibilidade do uso da podofilina contra tecidos
cancerosos. A partir dessa descoberta, a quimica e a atividade antineopldsica dos
componentes da podofilina foram bastante estudadas. O isolamento da PTOX ocorreu em
1880 (MEDRADO et al., 2015).

O processo de amostragem, armazenamento e pré-tratamento de amostra sdo cruciais
para a analise de lignanas, uma vez que reacdes quimicas indesejadas, como oxidagdo,
degradacdo térmica, ou polimerizacdo de lignanas sensiveis podem ocorrer. Extragdo
sequencial com um solvente ndo-polar, seguido por extracdo com acetona ou etanol, €
recomendado para separar as lignanas da matriz da planta. Etapas adicionais de hidrolise
acida, alcalina ou enzimatica podem ser necessarias para algumas matrizes de plantas, mas
deve-se ter cuidado para que produtos quimicos ndo alterem a lignana analisada. CLAE ¢ a
técnica analitica mais frequentemente utilizada para lignanas, uma vez que geralmente ndo ¢
necessario nenhum pré-tratamento demorado das amostras. Colunas de fase reversa sdo
normalmente utilizadas para fins analiticos, uma vez que a maioria das lignanas estudadas sao
de polaridade média (WILLFOR; SMEDS; HOLMBOM, 2006).

A estrutura quimica da PTOX (FIGURA 2) tem sido elucidada h4d muitos anos. Essa
lignana apresenta quatro centros quirais em uma fileira - a partir de C-1 a C-4 e um sistema de
cinco anéis (A, B, C, D e E ). As caracteristicas estruturais essenciais de muitas espécies de
PTOX sao: grupo tetraciclico ABCD quase planar indo a partir do anel de dioxol ao anel de
lactona, quatro extremidades com atomos de oxigénio com grupos funcionais dioxois,
metoxidos, lactona, e alcool secundario, um anel E aromadtico localizado na posicdo 1 com
configuragdo o e uma ligacdo com um certo grau de rotacdo livre (ARORA, 2010;

BORSCHE; NIEMANN, 1932; YOU, 2005).



31

Figura 2 - Estrutura quimica da podofilotoxina.
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Fonte: Guerram, Jiang ¢ Zhang (2012).

Conforme descrito anteriormente, PTOX ¢ uma lignana e pertence a classe dos
fenilpropanoides. Lignanas sdo definidas como produtos da dimerizagdo de duas unidades de
fenilpropanos (C¢Cs3); via rota do acido chiquimico. Vérios estudos tém investigado a
biossintese de PTOX e tém sugerido uma rota comum comegando do alcool coniferil que ¢
convertido a pinoresinol na presenga de um oxidante através da dimerizagdo do radical
estereoespecifico intermediario. Pinoresinol é, entdo, seletivamente reduzido na presenca do
cofator NADPH e gera o primeiro lariciresinol seguido pelo secoisolariciresinol.
Dehidrogenagdo de secoisolariciresinol forma matairesinol que ¢ considerado como o
precursor da PTOX. O matairesinol ¢ convertido a yateina e em seguida a PTOX
(GUERRAM; JIANG; ZHANG, 2012; SUZUKI; UMEZAWA, 2007).

Em 1980, Dewick e coautores conduziram uma série de experimentos e revelaram as
rotas de yateina a PTOX via deoxipodofilotoxina. Os autores também mostraram que
matairesinol ¢ metabolizado a PTOX e propuseram yateina como possivel intermediario entre
matairesinol ¢ PTOX. A enzima que converte yateina em deoxipodofilotoxina ainda ¢
desconhecida (SUZUKI; UMEZAWA, 2007). Na Figura 3, a seguir, estd representada a
biossintese de PTOX (DEWICK, 2009).
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Figura 3 - Biossintese de podofilotoxina.
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Podophyllum hexandrum, espécie ameacada de extingdo, ¢ uma das principais fontes
de PTOX. A demanda industrial dessa lignana depende apenas de recursos naturais altamente
ameacados. Estudos moleculares podem fornecer uma compreensdo mais aprofundada da sua
biossintese e regulacdo. Isso permitird ainda a sele¢do dos genoétipos de elite e genes em
potencial que podem ser direcionados para aprimorar a produ¢do e o rendimento de PTOX em
escala industrial. Analises de expressdo comparativa revelaram que 12 dos 31 genes da
biossintese de PTOX sao regulados positivamente no rizoma. No entanto, as vias chiquimato

e fenilalanina, que geram precursores de PTOX, sdo abundantemente reguladas em folhas
(NAG et al., 2020).
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A PTOX apresenta atividade citotoxica contra varias linhagens celulares cancerosas,
inibindo a montagem de microtiibulos. No entanto, ela carece de especificidade tumoral e sua
alta toxicidade para células normais impede seu uso (ZI et al., 2019). Modificacdes no
esqueleto de PTOX levam ao desenvolvimento de derivados utilizados terapeuticamente que
apresentam potente atividade citotoxica com poucos efeitos colaterais. Os derivados
semissintéticos de PTOX, como etoposide, teniposide e etopophos (FIGURA 4) apresentam
modo de agdo distinto, com potente atividade inibitéria da enzima DNA topoisomerase II que
previne a religacdo do DNA e ndo sdo inibidores dos microtubulos (LOIKE et al., 1978;
WIGLEY, 1995).

Figura 4 - Etoposide, teniposide e etopophos.
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Fonte: Dewick (2009).

Podofilotoxina apresenta outras atividades biologicas. E antiviral, antirreumética e
inseticida. Esta em uso clinico como antiviral no tratamento de verrugas venéreas causadas
pelo virus do papiloma. No entanto, a principal bioatividade que atraiu a atengdo dos
cientistas foi sua citotoxicidade descrita no século XX. Como resultado, a PTOX tornou-se
um composto atraente para a fabricacdo de medicamentos anticancer e atualmente, varios
derivados semissintéticos estdo em uso clinico para o tratamento de uma variedade de doencas
malignas. Um dos seus derivados mais recentes € o tafluposide, que inibe a topoisomerase [ e
I (CASTRO et al., 2015).

Verrugas anogenitais sao a manifestacdo de uma infec¢ao sexualmente transmissivel

de tipos especificos de papilomavirus humano (HPV). Medicamentos topicos sdo tratamentos
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indicados para reducdo e eliminacdo dessas verrugas, tais como podofilina, acido
tricloroacético, fluoruracila, PTOX e imiquimode. Os dois primeiros somente podem ser
aplicados por profissionais médicos e os demais podem ser aplicados pelo proprio paciente.
Crioterapia, eletrocauterizagdo e excisdo cirargica sdo procedimentos utilizados para a
remocio ou destrui¢io das lesdes. No Brasil, ha registro sanitario para PTOX 1,5 mg g (ou
0,15%) ou imiquimode 5% (ou 50 mg g'). No SUS, estio disponiveis podofilina, em
concentragdes variand\o entre 100 mg mL' e 250 mg mL" (ou 10% a 25%), e¢ os
procedimentos de excisdo cirtrgica e de tratamento geral de infecgao (BRASIL, 2018).

Para o medicamento PTOX de uso tdpico faltam dados que permitam avaliar a
seguranca fetal do seu uso durante a gravidez. Foi investigada a associagdo entre a exposi¢ao
local a PTOX durante a gravidez e o risco de efeitos fetais adversos. As andlises de
sensibilidade incluiram uma comparacao de gestacdes expostas a PTOX com gestagdes com
uso de PTOX somente antes do inicio da gravidez. Nao foram encontradas associagdes
estatisticamente significativas entre a exposicdo a PTOX durante a gravidez e os principais
defeitos congénitos, abortos espontdneos, nascimentos prematuros ou nascidos mortos

(ANDERSSON; ANDERSEN, 2020).

2.5 Cultivo in vitro de plantas e producio de podofilotoxina (PTOX)

As técnicas de cultura in vitro produzem plantas livres de doencas, possibilitam rapida
multiplicagdo, transformam genomas e produzem metabodlitos de valor comercial. Esses
metabolitos tipicamente apresentam estrutura quimica complexa, com sintese quimica
desafiadora. Portanto, sdo mais comumente extraidos de suas fontes naturais. No entanto, a
maioria das plantas de origem desses metabolitos ¢ selvagem. A colheita em seus habitats
naturais apresenta risco de superexploragdao. Além disso, em seu ambiente, as plantas podem
apresentar baixas taxas de crescimento, baixas concentragdes de compostos e necessidade de
estresse para induzir a biossintese. Assim, a sua producdo ¢ ineficiente. Avancos na cultura
vegetal in vitro resultaram na mudanga da produgdo de substincias medicinais do estagio
experimental para o industrial (ESPINOSA-LEAL; PUENTE-GARZA; GARCIA-LARA,
2018).

Além disso, podem existir restricdes ambientais e regionais para o cultivo in vivo de
plantas e a produgdo de metabdlitos por elas. Culturas in vitro podem ser estabelecidas em
qualquer parte do mundo e em qualquer época. Além das vantagens mencionadas, existem

metabolitos que geralmente ndo sdo encontrados na planta in vivo, mas podem ser produzidos
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nas culturas in vitro. A produgao pode ser realizada utilizando-se calos, culturas de suspensao
celular ou estruturas organizadas como brotos, raizes e embrides somaticos. Em alguns casos,
pode ser necessario um certo grau de diferenciagdo para que ocorra a biossintese da
substancia de interesse. O uso de culturas diferenciadas € necessario, por exemplo, quando o
metabolito ¢ produzido apenas em tecidos ou glandulas especializadas de plantas, como ¢ o
caso de 0leos (GONCALVES; ROMANO, 2018).

Em muitas plantas cultivadas in vitro, o rendimento de metabdlitos secundarios pode
ser maior nas raizes adventicias ou transformadas que em outras partes vegetais. Estas podem,
at¢é mesmo, produzir metabolitos que a planta mae ndo produz, conforme citado
anteriormente. Portanto, a tecnologia de cultura de raiz ¢ atrativa para maior producido dos
metabolitos. Podem ser culturas de raizes transformadas ou nao, havendo possibilidade de
aplicacdo comercial. No entanto, existem desafios para aplicacdo dessa técnica. Existe
especificidade de células, 6rgdos e tecidos para a biossintese de metabolitos. Em muitas
plantas, os metabdlitos sdo sintetizados em certas células especializadas e translocados para
outras ou para outros 6rgaos de armazenamento (ISAH et al., 2018).

Poucos produtos naturais sdo sintetizados em tecidos radiculares, ¢ a maioria ¢
produzida em estruturas aéreas. Além disso, outro problema potencial ¢ que alguns produtos
naturais sintetizados pela raiz sdo frequentemente translocados para longe de seu local de
produgdo através do floema ou xilema para tecidos de drenagem distantes, onde sdo
armazenados para defesa quimica. Sdo exemplos de produtos naturais sintetizados e
acumulados nas raizes: escopolamina, atropina, antraquinona, alcaloides indolicos e
glicosideos cardiacos (OCHOA-VILLARREAL et al., 2016).

Nos ultimos anos, pesquisadores tém otimizado as condi¢des de cultivo in vitro no
geral, produzindo metabdlitos por meio da otimizagdo de fatores bidticos e abiodticos, como
temperatura, umidade, intensidade de luz, meio de cultura, aeragdo, etc, ou por meio da
aplicacdo de selecdo de linhagem celular, elicitacdao e alimentagdo precursora. Os esforcos sdao
feitos com a possibilidade de ampliar a producdo, atender a demanda da industria
farmacéutica e conservar as fontes naturais das moléculas. As aplicagcdes de engenharia
metabolica também tém recebido atencao crescente (CHANDRAN et al., 2020; EBRAHIMI;
MOKHTARI, 2017; ISAH, 2017; SINGH; SHARMA, 2020).

Assim como existem vantagens, existem limitacdes para a producdo in vitro de
metabolitos. Podem ser destacados o baixo rendimento de biomassa e os maiores custos de

producdo, devido as condi¢cdes ambientais controladas e a necessidade de mao de obra
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especializada. Assim, em vdrias espécies de plantas medicinais, a maioria das técnicas in vitro
ainda ¢ mais apropriada somente para pesquisar ¢ entender os fatores que afetam a producao
de compostos. A obtenc¢ao in vitro destes pode ser adequada no caso de substancias raras e de
alto valor comercial. Dessa forma, os custos podem ser diluidos em sistemas de grande escala
(CARDOSO; OLIVEIRA; CARDOSO, 2019; CRESCENCIO et al., 2014).

Podofilotoxina é um metabdlito de alto valor comercial. Assim, as técnicas de cultivo
in vitro podem ser aplicadas para sua produg¢dao. Em revisao de literatura, observou-se que
pesquisadores utilizam auxinas para o aumento da biomassa e produgao de PTOX. Como
exemplo, Karuppaiya e Tsay (2020) verificaram que o meio B5 com 1 mg L' de é4cido
diclorofenoxiacético (2,4-D), juntamente com 2 g L' de peptona, produziu mais biomassa de
calos foliares e melhorou a produgdo de PTOX (16,3 vezes) pela espécie D. pleiantha.

A auxina 2,4-D ¢ a mais empregada nos processos de calogénese. Ela estimula o inicio
da divisao celular e atua controlando o crescimento por meio do aumento da produgdo de
RNA polimerase, estimulando a produ¢do de RNA e biossintese de proteinas de crescimento.
Assim, na presenca de 2,4-D, as c¢€lulas do explante passam pelo processo de
desdiferenciagdo, seguidas da divisdo (PINTO et al., 2016). Além disso, apresenta atividade
na promogdo do enraizamento lateral e na inibi¢do do alongamento radicular (TOFANELLI;
FREITAS; PEREIRA, 2014).

No geral, reguladores de crescimento de plantas ndo apenas controlam o crescimento e
o desenvolvimento, eles também regulam a producdo de metabdlitos secundarios.
Possibilitam a producdo de compostos medicinais especificos, a uma taxa comparavel ou até
maior que a de plantas intactas (JAMWAL; BHATTACHARYA; PURI, 2018). Por outro
lado, peptonas sdao hidrolisados de proteinas formados por digestdo enzimatica ou acida, de
varias matérias-primas, € meios de cultura complexos contem peptonas como fonte de
nitrogénio (LINK; WEUSTER-BOTZ, 2011).

Esfandiari ef al. (2018) avaliaram o teor de lignanas em raizes cultivadas in vitro, e de
diversas partes vegetais de plantas selvagens de L. persicum. Tratamentos com &cido
naftaleno-acético (ANA) (2 mg L") aumentaram a formacio de raizes e reduziram o teor de
lariceresinol. Entretanto, aumentaram os teores de PTOX e matairesinol. Em relacdo a
quantificagdo de lignanas nas plantas selvagens, as maiores concentragoes de lariceresinol e
PTOX foram obtidas nas capsulas das plantas. A maior concentragdo de pinoresinol foi

observada nas raizes e nas folhas, e matairesinol nos caules.
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O uso adequado de auxina desempenha um papel fundamental no enraizamento de
muitas espécies, pois pode aumentar a quantidade de carboidratos transportados para a
estaquia e formagdo de raizes adventicias. Em plantas ornamentais, os reguladores de
crescimento mais utilizados sao acido indol butirico (AIB), acido indol acético (IAA) e ANA.
Essas substancias reguladoras de crescimento sdao usadas para produzir estacas com altas taxas
de enraizamento, acelerar o enraizamento e aumentar o nimero de raizes por estaca (AKAT;
DEMIRKAN; TUNA, 2017).

Rajesh et al. (2014) estudaram o estabelecimento de embriogénese somatica e
producdo de PTOX por embrides da espécie P. hexandrum. Os autores estabeleceram cultura
de embrides em suspensdo. Calos embriogénicos de embrides zigdticos foram induzidos em
meio MS contendo 1,5 mg L' de 2,4-D sob auséncia de luz. Para iniciar a cultura
embriogénica em suspensdo, 100 mg de matéria fresca de calos embriogénicos foram
colocados em 30 ml de meio liquido MS suplementado com 2,4-D ou ANA sob diferentes
concentragdes (0,5 - 3 mg/l) e 3g L' de PVP em Erlenmeyer de 150 ml. O maior teor de
PTOX (2,3 mg g de matéria seca) foi obtido com cultura embriogénica em suspensio no
meio MS liquido com 0,75 da for¢a, contendo 1 mg L' de giberelina (GA3), depois de 2
semanas de cultura.

Bazaldua et al. (2019) estabeleceram linhagens de raizes transformadas de
H.suaveolens in vitro, por meio da infeccdo com Agrobacterium rhizogenes dos explantes
nodais que as originaram. A linhagem HsTD10 foi a que apresentou a maior producdo de
PTOX. O meio MS a 75% de seus componentes com a adi¢do de 2 mg L™ de tiamina,
possibilitou o melhor resultado. Foi observado que o acumulo de PTOX estava associado ao
crescimento das raizes. A taxa de crescimento especifico (u) foi de 0,11 d-1. A maior
concentragio de PTOX obtida com HsTD10 (5,6 mg g matéria seca) foi 100 vezes maior
que a relatada para raizes de plantas silvestres e 56 vezes maior que a encontrada para raizes
ndo transformadas in vitro de H. suaveolens.

Hé casos em que o uso de reguladores de crescimento pode ser dispensado para a
producdo de PTOX. Meira et al. (2017) cultivaram in vitro segmentos nodais de L.
macrostachys sob diferentes condigdes e avaliaram PTOX. Realizaram-se esquema fatorial
duplo com 2 fatores: concentragdes de benzilaminopurina (BAP) (0; 4,44 e 8,88 uM) e ANA
(0; 5,37 e 10,74 uM) e tratamentos adicionais: controle, /2 MS com 15 g de sacarose, /2 MS

com 30 g de sacarose, MS com 15 g de sacarose, MS com 30 g de sacarose. Dentre os
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tratamentos, o tratamento 2 MS com 15 g de sacarose, possibilitou maior concentragdo de
PTOX nas plantulas (5,83mg g de matéria seca de planta).

Veloz, Cardoso-Taketa e Villarreal (2013) avaliaram raizes de H. suaveolens
cultivadas in vitro, em meio liquido MS, sem fito-hormonios. Estas acumularam PTOX a
0,013% da matéria-seca, enquanto em trés linhagens celulares de culturas de calos que
cresceram juntas com raizes, a PTOX acumulou-se nas concentra¢des de 0,003, 0,005 e
0,006% de matéria-seca quando ANA foi combinado com CIN ou BAP. No material vegetal
selvagem, a PTOX estava presente em quantidades vestigiais nas partes aéreas, enquanto nas
raizes foi encontrada a 0,005% de matéria seca.

Em relagdo ao uso de precursores, a fenilalanina (FA) foi utilizada para estimular a
producdo de PTOX em culturas de calos e suspensdo de células de J. virginiana. Nos calos,
apos a aplicacdo de FA (10 mmol/L) por 21 dias, foi determinado um teor de 0,15 mg g'1 de
PTOX na matéria seca. Essa concentragdo de PTOX foi cerca de 400% maior em comparacao
ao controle. Em culturas de células em suspensdo recém-derivadas, o teor maximo de PTOX
(0,48 mg g'1 matéria seca) foi induzido por aplicagdo de FA durante 14 dias, a uma
concentragdo de 1 mmol L. Este resultado foi cerca de 243% maior que o controle
(KASPAROVA et al., 2017). Na Tabela 1, a seguir, estdo descritos de forma resumida os
tratamentos, parte vegetal utilizada na extragdo, método extrativo e de analise de PTOX, bem

como os resultados dos trabalhos citados neste topico (2.5).



Tabela 1 - Descri¢ao resumida dos trabalhos citados no topico (2.5).

(Continua)
Parte vegetal
Tratamentos de
. utilizada na Método extrativo de , . Concentracio de A .
Espécie vegetal cztt;;&:) ;ie extracdo de PTOX Método de analise de PTOX PTOX obtida Referéncia
PTOX
2 g de peso fresco + 5
mL de metanol 80%,
Cultivo de sonicagdo por 1 h, +2 CLAE, coluna C180D53 A L .
. . . . ] . 0,01 mg g© de matéria  Esfandiari
L. persicum segmentos nodais Raiz mL de diclorometano, + (4,6 um /250 nm); comprimento fresca de raiz et al. (2018)
em2mg L' ANA 4 mL de agua destilada, de onda 290 nm ’
vortexar, recolher a fase
inferior, evaporar ao ar
CLAE, coluna Luna® de fase
Obtengdo de Realizado conforme reversa C18 (5 ” m; 30
- . 4,6 mm);
embrides . descrito por Uden et al. C - B L .
L, Embrides Elui¢do isocratica com metanol 1,8 mg g de matéria Rajesh et
P. hexandrum somaticos em i (1989), com , o~
. somaticos . ~ e agua (65:35 v/ v); seca de embrides al. (2014)
meio MS com modificagoes .
Smo L™ de GA Fluxo: 1,0 ml min™;
& 3 comprimento de onda de
250 nm
Cromatografia  liquida ultra
. rapida; fase movel: A) Agua
Cueltézorﬂzri(;lilas com 0,2% de acido acético, B)
> 5C8 X Acetonitrila com 0,2 % de acido 1
intermodais . e -1 5,341 mg g~ de
infectados com A Realizado conforme acético; fluxo c.le 0,3 mL min"; matéria seca de raiz +
rhizooenes em ' Raizes Koulman et al. (2003);  (A: B): 0-20 min 100: 0 ; 20-55 479 me o' de matéria Bazaldua et
H. suaveolens g transformadas 80:20 v/v min 82:18; 55-80 min 70:30; ¢ /0 MEE al. (2014)

meio semissolido

com2mg L™ de

ANAelmgL
de BAP

metanol/diclorometano

80-90 min 0: 100; estavel por 5
minutos. Temperatura  do
amostrador: 20 ° C;
Temperatura da coluna: 30 ° C.
TR da PTOX = 18,82 minutos

seca de meio de
cultura

6¢
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(Continuagao)
Parte vegetal
Tratamentos de - . . ~
Espécie vegetal cultu.ra de lel;ltl;ﬁgi 3: Metod(;)fs[)gl;tlvo de Método de analise de PTOX COPI,}CSI;E?E ggfe Referéncia
tecidos PTOX
CLAE
Coluna RP18-¢ (50 mm % 4 mm
i.d.) (3 um),
eluicdo gradiente:
2 g de material seco solvente A (MeOH: H20:
+ AcOH 14: 85: 1) e solvente B
15 mL de etanol, sob (ACN). Inicialmente, um
agitagdo, por 2 h, a A mistura de A e B (8: 2) foi
Leptohyptis ~ Meio 4 MS, 15 g - 40 °C. Filtragem do  eluida por 8 min, diminuindo 58309mgg'de  Meiraet al.
macrostachys de sacarose Ndo informada extrato, secagetn, ) progre‘sswamente . matéria seca de planta (2017)

ressuspensao e a7,.8:2,2¢e7:3 aos 12 minutos
parti¢ao com H20 e € 5,5:4,5 aos 18 minutos. A
acetato de etila (1:1), analise completa

evaporagao do durou 22 min, com fluxo de 0,8

solvente mL min-1 e volume de injegdo

de 2 pL a temperatura ambiente,
comprimento de onda
290 nm.

0¥



Tabela 1 - Descri¢ao resumida dos trabalhos citados no topico (2.5).

(Conclusao)
Parte vegetal
Tratamentos de
. utilizada na Método extrativo de , . Concentracio de A .
Espécie vegetal cztt;;&:) ;ie extraciio de PTOX Método de analise de PTOX PTOX obtida Referéncia
PTOX
Raizes sem
fitormonios: 0,013%
10 g de raizes em da matéria seca; sem
M emtto CLAE, coluna CI8 (5 i, 46 % g0 o
horménios; Maceracgdo com 250 mm) com uma eluigao sec’a (AISIA + CIN ou Veloz
Cultivo de’ clorof(’)rm%o a 100% isocratica de acctonitrila: dgua ANA + BAP); Cardos’O—
, . ¢ com acido acético a 0,2% ’
H. suaveolens explantes Raizes durante 6 dias, . Em calos que Taketa e
. o (40:60), fluxo 1 mL / min, e . .
retirados de filtragem e destilacdo S cresceram junto com Villarreal
ramos laterais em sob pressao reduzida volume de injegdo de 20 L, raizes: 0,003, 0,005 ¢ (2013)
diferentes . comprimento de onda 291,3 0 00.60/’ da ;na’téria
N nm. TR PTOX = 13 minutos R0
concentragdes de seca;
reguladores em raizes selvagens
0,005% da matéria
seca.
CLAE-DAD, 280 nm, coluna
250 x 4 mm, 5 pum, vol. Inj.
Calos: aplicagdo 20uL., Temp. col. 25°C. Fase
de fenilalanina . movel A: metanol, agua e acido i .
(FA) >00 mg de material - boue 0 60:39.7: 0.3) e B: Calos: 0,15 mg ¢
1 Culturas de calos  vegetal + 10 mL de L L matéria seca; Culturas . .
(10 mmol L) por metanol e acido fosforico Kasparova

J. virginiana

21 dias; Cultura
de células:
aplicacdo de FA
durante 14 dias

metanol 100%, sob
ultrassom por 1 h a
30°C

e suspensdo de
células

(99,7:0,3) em gradiente 0 - 8
min, 0 - 80%; 8 - 9 min, 80 -
100%; 9 - 10 min, 100%; 10 -
11 min, 100% - 0%; 11 -13
min, 0% of solvent B., fluxo 1
mL min”

de células em
suspensdo: 0,48 mg g
matéria seca

1 etal (2017)

Fonte: Da autora (2020).

8%
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2.6 Valida¢do de método analitico através de cromatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE)

Validagdao de método analitico € o processo utilizado para confirmar que o
procedimento empregado para a andlise de uma substancia de interesse apresenta qualidade,
confiabilidade e resultados consistentes. Os métodos precisam ser validados ou revalidados
(PATIL; AHIRRAO; PAWAR, 2017). A revalidacdo ¢ necessaria quando o escopo do
método validado foi alterado, por exemplo, se as condigdes operacionais mudaram (PATEL;
PATEL; GAJRA, 2011). A aprovagdo de produtos pelas autoridades regulamentadoras exige
que o solicitante prove o controle de todo o processo de desenvolvimento. A validagdo do
método resulta em métodos oficiais de testes e controle de qualidade (RAVISANKAR et al.,
2015).

Dados de validagdo analitica sdo aplicados na industria farmacé€utica, de pesticidas,
dentre outras areas (RAO, 2018). Existem diversos documentos de referéncia para validagao
de métodos, incluindo informagdes sobre diferentes parametros de desempenho. As
caracteristicas classicas de desempenho sao seletividade, precisao, linearidade, exatidao,
robustez, limite de quantificagdo e limite de deteccdo (RAPOSO; BIANCO, 2020). Os
parametros de desempenho e protocolos estatisticos seguidos ao longo de um estudo de
validagao variam de acordo com a fonte de diretrizes (RUIZ-ANGEL et al., 2014).

Validar um método ¢ um procedimento demorado, que requer um grande nimero de
experimentos analiticos e calculos estatisticos. No intuito de padronizar os procedimentos, a
IUPAC ("International Union of Pure and Applied Chemstry") publicou um guia para
calibragdo em Quimica Analitica. As agéncias regulamentadoras dos Estados Unidos ("FDA,
Food and Drug Agency"), Japao (MHLW, "Ministry of Health, Labour and Welfare") e Unido
Europeia (EMEA, "European Medicine Agency") passaram a organizar a Conferéncia
Internacional sobre Harmonizac¢ao (ICH, "International Conference on Harmonisation"), para
estabelecer padrdes para os procedimentos de pesquisa e desenvolvimento de farmacos. No
Brasil, os dois 6rgdos que regulamentam a validagdo de métodos sdo a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria (ANVISA) e o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo e
Qualidade Instrumental (INMETRO) (RIBEIRO; FERREIRA, 2008).

Em territério brasileiro, a utilizagdo de método analitico ndo descrito em compéndio
oficial reconhecido pela Anvisa requer a realizagdo de uma validacdo analitica conforme

parametros estabelecidos na resolucdo 166 de RDC N° 166, DE 24 DE JULHO DE 2017,
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levando-se em consideragdo as condigdes técnico-operacionais. Essa resolugdo ¢ aplicavel a
métodos analiticos empregados em insumos farmacéuticos, medicamentos e produtos
biologicos em todas as suas fases de producao (BRASIL, 2017).

Com a criagdo da politica nacional de medicamentos e, consequentemente, com a
implantacdo dos genéricos no Brasil, o acesso aos medicamentos pela populagdo tornou-se
mais amplo e intenso, acarretando em maiores preocupagdes para os Orgios sanitarios, que
passaram a exigir cada vez mais dos fabricantes farmacéuticos a comprovagdo da qualidade
de seus produtos, em termos de seguranga ¢ eficacia (JESUS et al., 2013; SANTOS;
BARROS; OLIVEIRA, 2016).

O processo de identificagdo e quantificagdo de substancias de interesse em produtos
vegetais inclui o uso de cromatografia. Existem diferentes tipos de técnicas cromatograficas,
como, por exemplo, a cromatografia em papel, a cromatografia gasosa, a cromatografia
liquida, acromatografia em camada fina, acromatografia de troca idnica e liquida de alto
desempenho (CLAE) (THAMMANA, 2016).

CLAE ¢ uma forma de cromatografia em coluna que bombeia em alta pressdo uma
amostra (analito) dissolvida em um solvente (fase movel) através de uma coluna com um
material de embalagem cromatografico imobilizado (fase estacionaria). As propriedades da
amostra ¢ do solvente, bem como a natureza da fase estacionaria, determinam o tempo de
retengdo dos analitos. A medida que a amostra passa pela coluna, os analitos com as
interagdes mais fortes com a fase estaciondria saem da coluna mais lentamente, o que
significa que exibem tempos de retencdo mais longos. Ao sair da coluna, a fase movel passa
por um modulo de detec¢do, como um fluorimetro ou detector de absorbancia de UV
(PETROVA; SAUER, 2017).

No caso de PTOX, estdo disponiveis na literatura métodos analiticos validados.
Entretanto, especificamente para a sua obtencdo a partir de H. suaveolens, a literatura carece
de dados. Sharma, Sharma e Bhardwaj (2018) determinaram um método de CLAE com
deteccao UV para quantificacdo de PTOX em P. hexandrum. A PTOX foi extraida de raizes
secas pulverizadas (1g), utilizando-se como solvente metanol e o procedimento foi realizado
em aparelho soxhlet por duas horas. A fase movel utilizada foi metanol: dgua (62:38, v/ v). A
deteccao de UV foi empregada em 280 nm, a eluigdo isocratica, a uma taxa de fluxo de 0,9 ml
/ min. O volume de injecao foi 20 pl. O tempo total de execugdo do padrao foi de 22 minutos
com o tempo de retengdo da PTOX 9,45 + 0,017 min (média + desvio padrdo da andlise em

triplicata). A linearidade incluiu uma faixa de concentragdo de 42,5-850 (ng mL™), a equagao
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de regressdo foi Y=1,68e+004X+2,61e+0,005 e o coeficiente de correlagdo 0,998. A
porcentagem de recuperacdo de PTOX foi analisada em trés niveis, obtendo-se os valores:
96,67%, 98,83% ¢ 99,91%. A precisao intra-dia teve desvio de 0,66%, inter-dia de 0,68% e o
limite de deteccio foi 0,026 (ug mL™") e o de quantificagio 0,106 pg mL™".

Kamal et al. (2017) validaram método de cromatografia em camada fina de alto
desempenho (HPTLC) para a quantificagdo de PTOX em P. hexandrum. O método
desenvolvido foi validado de acordo com as diretrizes do ICH (ICH, 2005). Para a extracao de
PTOX, utilizaram-se raizes secas e pulverizadas (60 g). O solvente utilizado foi metanol (250
mL) e o procedimento foi realizado em soxhlet aparelho em banho-maria por 6 h. A fase
movel teve a composicdo de diclorometano: metanol e acido férmico na propor¢ao de 9,5:
0,5: 0,5, v/ v/v. Emrelacdo a linearidade, encontraram a faixa de concentracao de 150-2400
ng.spot'l. O coeficiente de correlagdo foi 0,99271+ 0,00013, a equagdo de regressdo:
Y=1143,86 + 3,39*X, o limite de detec¢do 45,7 ng spot” ¢ o limite de quantificagdo 138,7 ng.
spot™. A precisdo instrumental encontrada foi 1,03-1,80 (% RSD). A exatiddo do método foi
verificada por estudos de recuperagao conduzidos em trés niveis de concentragao diferentes e
a recuperacao percentual média encontrada foi de 100,71%.

As razdes para o desenvolvimento de novos métodos de andlise de medicamentos sdo:
quando ndo ha medicamento oficial ou combinacdo de medicamentos disponivel nas
farmacopeias; quando ndo houver processo analitico para o medicamento existente na
literatura devido a regulamentagdo de patentes, quando ndo houver métodos analiticos para a
formulagdo do medicamento devido a interferéncia causada pelos excipientes da formulacdo e
quando métodos analiticos para a quantificagdo do analito em fluidos biologicos ndo estdo
disponiveis. Em adicdo, na situacdo em que os procedimentos analiticos existentes precisam
de reagentes e solventes caros, bem como procedimentos pesados de extracdo e separacao.
Por fim, destaca-se que a andlise farmacéutica moderna deve levar um tempo minimo e ser

econdomica (RAVISANKAR et al., 2015).
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RESUMO

Podofilotoxina (PTOX) ¢ uma molécula antiviral, antirreumatica e anticancerigena, obtida de
fontes naturais, pois sua sintese quimica ¢ de alto custo. Por ser obtida de fontes naturais,
muitos esfor¢os biotecnoldgicos tém sido feitos para maximizar sua producao. Nesse sentido,
ha necessidade do monitoramento dos teores de PTOX nas amostras em estudos, empregando-
se um método de quantificagdo que garanta a confiabilidade e consisténcia dos resultados
analiticos. Assim, no presente trabalho, objetivou-se desenvolver e validar um método
analitico por CLAE-FR para quantificagdo de PTOX em raizes de Hyptis suaveolens, bem
como avaliar o cultivo de raizes in vitro da espécie em meio liquido com diferentes
concentragdes de AIB e ANA e com diferentes concentragdes de vitaminas € mio-inositol.
Para esse fim, o método analitico, desenvolvido e validado, seguiu as disposigdes da RDC
ANVISA n°166, 24 de julho de 2017, possibilitando a quantificagdo de PTOX nas amostras
de Hyptis suaveolens. Os resultados que atestam o método analitico sdo: seletividade (pureza
de pico: >99%), adequabilidade do sistema (Rs = 2,92; N=7064; k =1,23; As=1,31; DPR =
0,61%), precisao intradia e interdia (DPR = 2,43% e 2,96%, respectivamente), linearidade
(R?=0,997), porcentagem de recuperacdo (90,47% a 101,85%), limites de quantificacdo (5,25
ng) e de detec¢do (0,5 ng). O cultivo de raizes in vitro em meio MS liquido contendo 1 mg L
''de AIB + 0,5 mg L' de ANA apresentou a maior matéria seca de raiz (248,76 mg),
concentracdo de PTOX na raiz (179,97ug g'l), e no meio de cultura (0,73 pg mL™"). No
experimento com diferentes concentragdes de vitaminas e mio-inositol, o cultivo de raizes em
meio MS liquido na concentracdo Y4 da original apresentou boa matéria seca de raiz (198,88
mg) e acumulo de PTOX na raiz (6,01 pug g'). Neste ensaio, ndo foi encontrada PTOX no
meio de cultura. Concluiu-se que o protocolo de cultivo de raizes de H. suaveolens, em meio
MS liquido, suplementado com 1 mg L™ de AIB + 0,5 mg L' de ANA maximiza o acamulo
de raizes e producdo desta lignana do tipo ariltetralina. Verificou-se também que existe a
necessidade da presenga de concentragdes adequadas de vitaminas € mio-inositol no meio de
cultura MS liquido para o cultivo das raizes e produgao in vitro de PTOX.

Palavras-chave: Validagdo do método. Lignana. Cromatografia liquida. Cultura in vitro.
Bamburral.
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ABSTRACT

Podophyllotoxin (PTOX) is an antiviral, anti-theumatic and anti-cancer molecule, obtained
from natural sources, because its chemical synthesis is expensive. Then, many
biotechnological efforts have been made to maximize its production. In this sense, there is a
need to monitor the levels of PTOX in the samples under study, using a quantification method
that guarantees the reliability and consistency of the analytical results. Thus, in the present
work, the objective was to develop and validate an analytical method by HPLC-FR for
quantification of PTOX in roots of Hyptis suaveolens, as well as to evaluate the in vitro
cultivation of roots of the species in liquid medium with different concentrations of AIB and
ANA and with different concentrations of vitamins and myo-inositol. With this objective, an
analytical method was developed and validated, following the provisions of RDC ANVISA
No. 166, July 24, 2017, allowing the quantification of PTOX in the samples of H. suaveolens.
The results that attest to the analytical method are: selectivity (peak purity:> 99%), suitability
of the system (Rs = 2.92; N = 7064; k = 1.23; As = 1.31; DPR = 0, 61%), intraday and
intermediary precision (DPR = 2.43% and 2.96%, respectively), linearity (R*> = 0.997),
recovery percentage (90.47% to 101.85%.), Limits of quantification = 5,25 ng and detection =
0.5 ng. In vitro root cultivation in liquid MS medium containing 1 mg L™ of IBA + 0.5 mg L™
of ANA showed the highest root dry matter (248.76 mg), concentration of PTOX in the root
(179.97 ng g'l) and in the culture medium (0.73 pg mL™"). In the experiment with different
concentrations of vitamins and myo-inositol, the cultivation of roots in liquid MS medium, in
their concentration 2 of the original, presented good root dry matter ( 198,88 mg) and
accumulation of PTOX in the root (6,01 pg g™). In this assay, PTOX was not found in the
culture medium. It was concluded that the root cultivation protocol of H. suaveolens, in liquid
MS medium, supplemented with 1 mg L' of IBA + 0.5 mg L' of ANA maximizes the root
accumulation and production of this ariltetralina type lignan. It was also found that there is a
need for the presence of adequate concentrations of vitamins and myo-inositol in the liquid
MS culture medium for root cultivation and in vitro production of PTOX.

Keywords: Method validation. Lignana. Liquid chromatography. AIB. ANA. In vitro culture.
Bamburral.
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1 INTRODUCAO

Hyptis suaveolens (Lamiaceae), conhecida como bamburral ou erva-canudo, ¢ uma
espécie nativa da América tropical, mas que apresenta distribuicao ampla, ¢ considerada uma
planta invasora (PADALIA; SRIVASTAVA; KUSHWAHA, 2014). Possui diversas
aplicagdes nutricionais e medicinais (NGOZI et al., 2014). E fonte importante de 6leos
essenciais, alcaloides, flavonoides, fenois, saponinas, terpenos e esterdis (PRINCE et al.,
2013). Apresenta na sua parte aérea: quercetina-3-O-B-D-glucopiranésido, apigenina, metil
wogonin, quercetina, kaempferol, genkwanin, dcido rosmarinico e metilrosmarinato. Nas suas
raizes, acumulam-se podofilotoxina (PTOX) e picropodofilotoxina (TANG et al., 2019).

De acordo com Castro et al. (2015), PTOX ¢ antiviral, antirreumadtica e
anticancerigena. Estes autores relatam que PTOX ¢ utilizada no tratamento de verrugas
venéreas causadas pelo papiloma virus humano (HPV). Além disso, afirmam que a sua
citotoxicidade, descrita no século XX, caracteriza seu principal interesse cientifico. Como
resultado, a PTOX tornou-se um composto atraente para a fabricacdo de medicamentos
anticancer e atualmente, varios de seus derivados semissintéticos estdo em uso clinico para o
tratamento de uma variedade de doengas malignas. Um dos seus derivados mais recentes € o
tafluposide, que inibe a topoisomerase I e II.

A comercializagdo de PTOX obtida por sintese quimica ¢ restrita, devido ao seu alto
custo de produgdo. Assim, PTOX ¢ extraida de plantas. Ocorre em espécies dos géneros
Podophyllum, Sinopodophyllum e Dysosma (Berberidaceae), Juniperus e Callitris
(Cupressaceae), Hyptis, Nepeta, Salvia, Teucrium e Thymus (Lamiaceae), Linum (Linaceae),
dentre outros. Para atender as crescentes necessidades farmacéuticas, espécies que contém
PTOX s3o muito exploradas, e, consequentemente, ameagadas. Por isso, novas formas de
producdo, como cultivo in vitro de células ou de o6rgdos vegetais tém sido avaliadas por
diversos grupos de pesquisa (ARDALANI; AVAN; GHAYOUR-MOBARHAN, 2017;
KUMARI; SINGH; KUMAR, 2017; LIU et al., 2014).

Segundo Isah ef al. (2018), em muitas plantas cultivadas in vitro, o rendimento de
metabolitos secundarios pode ser maior nas raizes que em outras partes vegetais. Estas
podem, até mesmo, produzir metabolitos que a planta mae ndo produz. Portanto, a cultura de
raizes in vitro € atrativa para maior producao dos metabolitos. Podem ser culturas de raizes
transformadas ou ndo, havendo possibilidade de aplicagdo comercial. No entanto, existem

desafios para aplicacdo dessa técnica, devido a especificidade de células, 6rgaos e tecidos para
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a biossintese de metabolitos. Os metabolitos secundarios de plantas podem ser sintetizados em
células especializadas e translocados para outras ou para outros 6rgdos de armazenamento.

A producao de metabodlitos secundarios in vitro € dependente da otimizagdo de fatores
bioticos e abidticos como temperatura, umidade, intensidade de luz, meio de cultura, aeracao,
aplicagdo de selecao de linhagem celular, elicitagio e alimentagdo precursora. Diversos
esforcos tém sido empreendidos com o intuito de maximizar a produ¢do de metabolitos
secundarios de interesse farmacéutico, a fim de conservar as fontes naturais das moléculas
terapéuticas (CHANDRAN et al., 2020; EBRAHIMI; MOKHTARI, 2017; ISAH, 2017,
SINGH; SHARMA, 2020). Entretanto, a fim de monitorar a producdo de metabolitos
secundarios in vitro ¢ necessario um procedimento de analise validado. A validagdo de um
método analitico € o processo de demonstrar que um procedimento analitico ¢ adequado para
a finalidade pretendida (BRASIL, 2017).

Assim, no presente trabalho, objetivou-se desenvolver e validar um método analitico
por CLAE-FR para quantificagdo de PTOX em raizes de Hyptis suaveolens, bem como
avaliar o cultivo de raizes in vitro da espécie em meio liquido com diferentes concentragdes

de AIB ¢ ANA e com diferentes concentra¢des de vitaminas e mio-inositol.


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Singh%2C+Bharat
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Singh%2C+Bharat
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal

As plantas utilizadas nas etapas analiticas e doadoras de explantes para os
experimentos de cultura de tecidos foram obtidas de sementes de Hyptis suaveolens cultivadas
no Horto de Plantas Medicinais da Universidade Federal de Lavras. Exsicatas foram
depositadas no Herbario ESAL (Herbario do Departamento de Biologia da Universidade
Federal de Lavras, Lavras-MG, Brasil) sob o registro 20475, e também no Herbario SPF
(Herbario da Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo-SP, Brasil), sob o nome de coleta H.B.
Andrade 1 (SPF).

Para a validagcdo do método analitico de quantificagdo de PTOX, utilizou-se raizes de
plantas cultivadas na casa de vegetagdo do Laboratério de Cultura de Tecidos e Plantas
Medicinais da UFLA, exceto nas fases de exatiddo e robustez, nas quais utilizaram-se raizes

adventicias oriundas de cultura de tecidos.
2.2 Quimicos

Cloroférmio (estabilizado com amileno Syn‘[h® ¢ Fmaia®), acetato de etila (Vetec®),
alcool etilico absoluto (99,8%; Alphatec™), acido fosforico (Vetec®) e nitrito de sodio (97%),
todos de grau P.A. Para preparo de tampado fosfato, utilizaram-se fosfato de potassio
monobdsico anidro (Sigma-Aldrich®), fosfato de potassio dibdsico anidro (Qhemis) e
hidroxido de potassio (Alphatec™). Para cromatografia liquida, utilizaram-se Acetonitrila
(J.T.Baker™) e metanol (AppliChem Panreac®) grau CLAE, e Podofitoxina (PTOX) (Sigma-
Aldrich®, pureza declarada por CLAE > 98%).

2.3 Otimizagao extrativa

A fim de estabelecer uma metodologia de preparo de amostra que maximizasse a
extracdo de PTOX, com base em dados de literatura (VELOZ; TAKETA; VILLAREAL,
2013; ZHELJAZKOV et al., 2013) foi determinada uma condi¢do efetiva para extrair a
maxima quantidade de PTOX das raizes desidratadas de Hyptis suaveolens. O método de
extracdo por sonicagdo utilizou 50 mg de raizes pulverizadas de H. suaveolens empregando

diferentes solventes, tempos e ciclos de extragdo, conforme especificado na Tabela 1.
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Nos procedimentos ndo tamponados foram empregados apenas os solventes de
extragdo. Nos procedimentos tamponados os ciclos de extragdo foram realizados com a
mistura binaria tampao:solvente. Nas amostras preparadas com solventes imisciveis com o
tampao (acetato de etila e cloroférmio) foram recolhidos 400 puL da fase orgénica de cada
ciclo de sonicacdo, e, nos procedimentos com dois ciclos, esses volumes foram reunidos. Nas
amostras com etanol tamponado, devido a sua miscibilidade com tampao, foram recolhidos
400 pL do sobrenadante, seguindo o mesmo procedimento para os solventes imisciveis com
tampao. As fases organicas foram concentradas a 40 °C, em evaporador rotatorio, sob pressao
reduzida.

A eficiéncia da extracdo foi avaliada através da integragdo da area do pico
correspondente a PTOX. O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado
com dezoito tratamentos e trés repeti¢des. Os dados foram submetidos a analise de variancia

pelo teste de F (p < 0,05) e as médias dos dados comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Tabela 1 - Condigdes de extragdo avaliadas para raizes de H. suaveolens.

(Continua)
Extracao por sonicacio
Cédigo Solvente Volume de tampio~ Tempo (min) Ciclo X volume de
(nL) solvente (uL)
Al115T Acetato de etila 900 15 1 x 600
A215T Acetato de etila 2 x 900 15 2 x 600 cada
A130T Acetato de etila 900 30 1 x 600
Al15 Acetato de etila 0 15 1 x 600
A215 Acetato de etila 0 15 1 x 600 cada
A130 Acetato de etila 0 30 1 x 600
C115T Cloroférmio” 900 15 1 x 600
C215T Cloroformio 2 %900 15 2 x 600 cada
C130T Cloroférmio 900 30 1 x 600
Cl115 Cloroférmio 0 15 1 x 600
C215 Cloroférmio 0 15 2 x 600 cada
C130 Cloroformio 0 30 1 x 600

E115T Etanol absoluto 900 15 1 x 600
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Tabela 1 - Condicdes de extracdo avaliadas para raizes de H. suaveolens.

(Conclusao)
Extracao por sonicacio
Codigo Solvente Volume de tampio~ Tempo (min) Ciclo x volume de
(nL) solvente (uL)
E215T Etanol absoluto 2 x 900 15 2 x 600 cada
E130T Etanol absoluto 900 30 1 x 600
E115 Etanol absoluto 0 15 1 x 600
E215 Etanol absoluto 0 15 2 x 600 cada
E130 Etanol absoluto 0 30 1 x 600

Fonte: Da autora (2020).

"O tampdo empregado foi o fosfato de potassio pH=7 (25 mM). ~Cloroformio estabilizado com
amileno.

2.4 Analises de perfis cromatograficos por CLAE-FR

Perfis cromatograficos por cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa
(CLAE-FR) foram obtidos a fim de avaliar a complexidade quimica das amostras, assim
como para identificar a presenca e estimar a quantidade de PTOX nas mesmas. As analises
qualitativas foram realizadas a partir da comparagdo dos tempos de retencdo, espectros no UV
e co-injecado com PTOX de referéncia. Enquanto as analises quantitativas empregaram a area

relativa do pico cromatografico correspondente a PTOX.
2.4.1 Preparo das amostras

Apo6s obtencdo dos extratos e concentragdo em evaporador rotatério (item 2.3), os
extratos foram solubilizados em 1.000 uL. de MeOH grau CLAE e sonicados por 2 minutos.
Em seguida, as amostras foram transferidas para microtubos e centrifugadas a 10.000 rpm por

10 min. Os sobrenadantes foram analisados por CLAE.
2.4.2 Condigdes cromatograficas
Perfis cromatograficos exploratdrios foram obtidos para as amostras de H. suaveolens,

empregando um sistema de cromatografia liquida Agilent 1200 Series (Agilent

Technologies®, Waldbronn, Alemanha) equipado com bomba quaternaria (G1311A), sistema
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de degaseificacdo (G13222A), amostrador automatico ALS (G1322A), detector de arranjo de
diodos (G1315D) e sistema de aquisi¢ao de dados operacionalizados pelo sofiware OpenLAB.
As separacdes foram realizadas em uma coluna analitica de fase reversa Eclipse XDB-C18 (5
um x 150 mm x 4,6 mm LD.) (Agilent Technologies®, EUA), com fluxo de 1 mL min™,
empregando gradiente linear descrito na Tabela 2. As analises foram realizadas a 40 °C, com

detec¢do no comprimento de onda de 210 nm.

Tabela 2 - Gradiente linear de elui¢do empregado para registro dos perfis cromatograficos
exploratérios por CLAE-FR.

Tempo (min) A (%) B (%)
0 95 5
65 5 95
70 5 95
75 95 5
85 95 5

Fonte: Da autora (2020).

Legenda: A= agua. B = acetonitrila. Ambos os eluentes foram
acidificados com 0,1% de acido fosforico.

2.5 Desenvolvimento do método cromatografico

2.5.1 Sistema cromatografico

O sistema de cromatografia liquida empregado foi o mesmo descrito no item 2.4.2.

2.5.2 Preparo das amostras

Aliquotas de 50 mg de raizes de H. suaveolens foram extraidas por sonicagdo por 2
ciclos de 15 minutos, empregando em cada ciclo 900 pL de tampao fosfato de potassio pH=7
(25 mM) + 600 pL de cloroférmio. O volume de extrato cloroférmico de 400 puL de cada fase
organica foi recolhido, reunidos e evaporados sob vacuo em evaporador rotatdrio, a
temperatura maxima de 40 °C, e os residuos foram dissolvidos em 1.000 pL. de MeOH. Em
seguida, a amostra foi transferida para microtubo e submetidas a sonica¢do por 2 minutos,
seguida de centrifugagdo a 10000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi injetado

automaticamente no cromatografo.
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Ressalta-se que, na fase de desenvolvimento do método cromatografico, foram
empregados dois tipos de cloroférmio, pois ndo sabiamos, até entdo, que havia diferentes
formas comerciais desse solvente organico. Em um primeiro momento, utilizamos
cloroféormio estabilizado com amileno. Devido a ndo termos conseguido adquirir o mesmo
produto, tivemos que adquirir uma marca diferente e, numa segunda fase, foi empregado

cloroférmio ndo estabilizado com amileno.
2.5.3 Estabilidade quimica de PTOX apoés o preparo da amostra

A estabilidade quimica de PTOX em seis amostras preparadas (item 2.4.1) foi avaliada
mantendo-se as solugdes no carrossel do cromatografo, a temperatura ambiente (23 + 2 °C), as
quais foram analisadas sequencialmente nos intervalos de 0, 6, 12, 18, 24, 30, 36 ¢ 42 horas,
empregando-se a condi¢do descrita no item 2.4.2.

As concentragdes do marcador quimico foram calculadas em cada intervalo de tempo
e submetidas a analise de variancia pelo teste de F (p < 0,05); as médias (n=6) dos dados

foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).
2.5.4 Preparo da solucao de referéncia (PTOX)

A massa de 1,2 mg da substincia de referencia, podofilotoxina (PTOX) foi pesada
diretamente em microtubo. Em seguida, foi solubilizada em 1 mL de metanol grau CLAE e
submetida a sonica¢do por 2 minutos. Em seguida, foi submetida & centrifugacdo a 10.000
rpm, por 10 minutos. A solucdo de PTOX (1,2 mg mL™) foi injetada automaticamente no

cromatografo.
2.5.5 Desenvolvimento da condi¢do cromatografica

O desenvolvimento da condigdo cromatografica para a quantificagdo de PTOX partiu
da andlise do perfil exploratorio obtido de amostras de raizes de Hyptis suaveolens cultivadas
em casa de vegetacdo. O desenvolvimento dessa condicdo compreendeu a avaliagdo de
parametros relacionados com a resolu¢do do pico de interesse, empregando alteragdes nas
propor¢des do modificador organico, temperatura, fluxo, modo de eluigdo (isocratico e
gradiente linear) e inclinagdo do gradiente. As condicdes avaliadas estdo sumarizadas na

Tabela 3. A identificagdo dos picos correspondentes aos marcadores quimicos nos
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cromatogramas, em cada condicdo cromatografica, foi feita a partir dos perfis espectrais no
ultravioleta a 210 nm e pela co-inje¢do com substancias de referéncia. Espectros no UV, na
faixa de 205 a 400 nm, foram registrados on-line para o pico de interesse.

A seletividade do método foi avaliada pela homogeneidade espectral do pico
corresponde a PTOX, no comprimento de onda de 210 nm. Essa andlise foi realizada pela
sobreposi¢do dos espectros registrados nas regides ascendente, apical e descendente dos
picos; foi considerado seletivo quando apresentou pureza espectral acima de 99,0%. Além da
seletividade, durante o desenvolvimento do método, foi dada aten¢ao a resolucao (Rs)

adequada de PTOX com picos vizinhos (Rs > 1,5).

Tabela 3 - Etapas do desenvolvimento do método cromatografico.

Parametros do método cromatografico

Eluente Temp. °C/ Eluente Temp. Eluente Temp.
T (%) ) T (%) °C/ T (%) °C/
Min Fluxo Min Fluxo | min Fluxo
H,0 ACN mL/min H0 ACN . H,0 ACN .
mL/min mL/min
Condicao experimental A Condicao experimental B Condicdo experimental C
0 70 30 0 70 30 0 50 50
3 70 30 3 70 30 5 34 66
10 10 90 10 5 95 8 5 95
15 5 95 4071 12 5 95 4071 11 5 95 4071
20 70 30 16 70 30 13 50 50
25 70 30 20 70 30 15 50 50
Condigdo experimental D Condigdo experimental E Condigdo experimental F
0 50 50 0 44 56 0 50 50
4,5 25 75 35 25 75 35 25 75
6 5 95 4,5 5 95 45 5 95 25/1
8 5 95 4071 6 5 95 25/ 6 5 95
9,5 50 50 8 44 56 &8 50 50
12 50 50 10 44 56 10 50 50
Condig¢ao experimental G
0 50 50
2,5 30 70
5 5 95 25/
6 5 95
8 50 50
10 50 50

Fonte: Da autora (2020).
Legenda: Eluentes*: A, agua; B, acetonitrila. Todos os eluentes foram acidificados com 0,1% de acido

fosforico. A detec¢ao de PTOX foi realizada a 210 nm para todas as condi¢des avaliadas.
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2.6 Validacao do método analitico

A validagdo do método cromatografico desenvolvido (item 2.5.5) foi realizada
segundo  critérios do guia ICH (INTERNATIONAL CONFERENCE ON
HARMONISATION - ICH, 1996) ¢ da Resolugdo RDC n° 166, de 24 de julho de 2017 da
ANVISA (BRASIL, 2017).

O programa OpenLab EZChrom® versdo A.04.07 (Agilent) foi usado para aquisicdo e
processamento dos dados. As andlises estatisticas foram feitas nos programas Microsoft
Excel® (Microsoft Corporation, 2003), GraphPad Prism® versio 6.0 (Mac, GraphPad
Software, La Jolla, CA) e no software R.

2.6.1 Preparo da amostra

Os experimentos de otimizacao extrativa demonstraram que o cloroformio ¢ o solvente
mais eficiente para a extracdo de PTOX. No entanto, como descrito no item 2.5.2 durante a
etapa de desenvolvimento do método cromatografico, houve necessidade de alterar a marca
do cloroférmio. Quando o cloroférmio nao estabilizado com amileno comegou a ser utilizado
(sem termos conhecimento desse aspecto) comecaram a ocorrer diversos problemas durante o
procedimento de preparo de amostra, como deformacdo e perfuracdo de microtubos,
ocasionando perda de amostras e presenga de precipitado.

Com isso, foi realizado um ajuste na metodologia de preparo da amostra para a etapa
de validagdo do método analitico, a qual passou a utilizar apenas recipientes de vidro. A
metodologia de extracdo empregando sonica¢do 2 X 15 min, tampao fosfato de potassio 25
mM e cloroformio foi mantida. No entanto, os volumes da solu¢do tampao e do cloroférmio
foram alterados. O método passou a empregar 5 mL de tampao fosfato € 5 mL de cloroféormio.
Além disso, durante a etapa de robustez (com exatiddo), verificou-se ser possivel utilizar 25
mg de raiz para a extracdo. A Figura 1 descreve o método de preparacdo da amostra para a
etapa da validagdo do método analitico.

Apos a etapa r (FIGURA 1), o residuo foi dissolvido em 1 mL de metanol grau CLAE,
em banho de ultrassom, por 2 min. Em seguida, centrifugou-se a 10000 rpm por 10 min, € o

sobrenadante foi injetado automaticamente no sistema de cromatografia liquida.
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Figura 1 - Metodologia de preparo da amostra utilizada na etapa de validagdo do método
analitico para quantificacdo de PTOX em raizes de H. suaveolens. Na robustez,
verificou-se ser possivel o uso de 25 mg de raiz pulverizada.

a) 50 mg raizseca b) Acondicionar em c) Adicionar 5 mL de
pulverizada bequer de vidro (50mL) tampao fosfato de
potassio pH 7,0 (25mM)
d) Sonicar por e) Adicionar 5 mL f) Sonicar por
15 min de cloroférmio 15 min
g) Filtrar a vacuo  h) Transferir a solucédo i) Retirar as raizes retidas
filtrada para tubo de no papel de filtragdo e
vidro fino e voltar para o bequer
transparente correspondente
j) Retirar 3mL da k) Sonicar por 15 min 1) Adicionar 5 mL de
fase aquosa (raiz + fase aquosa) cloroférmio

presente no tubo
de vidro e adicionar
sobre estas raizes

m) Sonicar por n) Filtrar a vacuo o) Transferir o filtrado
15 min para outro tubo de
vidro fino
p) Descartar dos q) Pipetar de cada r) Acondicionar em
tubos de vidro a ciclo 1,25 mL da bequer de 50 mL as
fase aquosa, com fase cloforérmica fases cloroformicas
pipeta de Pasteur reunidas (1°+2°iclo),
para concentracao
ao ar

Fonte: Da autora (2020).

2.6.2 Condicao cromatografica estabelecida

A condigdo cromatografica estabelecida para a quantificacdo de PTOX em raizes de H.

suaveolens esta descrita, a seguir, ¢ na Tabela 4.

a) Coluna: Eclipse XDB-C18 (150 mm % 4,6 mm d.i. 5 um);

b) Temperatura da coluna: 25 °C;

c) Fase movel: dgua Milli-Q e acetonitrila grau CLAE, ambas contendo 0,1% de
acido fosforico, conforme condicoes da Tabela 4;

d) Fluxo: 1 mL/min;

e) Comprimento de onda de detec¢do: 210 nm;

f) Volume de injegdo: 10 pL.
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Tabela 4 - Programa de eluicdo estabelecido para a quantificagdo de PTOX em extrato de
raizes de H.suaveolens.

Tempo (min) Agua (%) Acetonitrila (%) Modo de elui¢iio
0 50 50 Gradiente
2,5 30 70 Gradiente
95 Gradiente
5 95 Isocratico
50 50 Gradiente
10 50 50 Isocratico

Fonte: Da autora (2020).
2.6.3 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada pela homogeneidade espectral do pico
correspondente a PTOX a 210 nm. Essa analise foi realizada pela sobreposi¢cdo de espectros
registrados nas regides ascendente, apical e descendente dos picos, simultaneamente, em uma
mesma condicdo cromatografica. Caélculos matematicos de pureza espectral foram
determinados pelo software OpenLab EZChrom® (Agilent), considerando um pico puro

quando os indices de similaridade espectral foram > 99,0%.
2.6.4 Teste de adequabilidade do sistema

Os parametros de adequabilidade do sistema (System Suitability Test) foram
calculados (resolucdo (Rs), fator de retencdo (k), fator de assimetria (4s), nimero de pratos
tedricos (N) e DPR do tempo de retengdo (TR) do pico correspondente a PTOX). Os dados
foram obtidos pelo System Suitability do programa OpenLab EZChrom®, de acordo com a
The United States Pharmacopoeia (USP) (UNITED..., 2006), e os resultados expressos como
valor médio de seis determinagdes. Para se estabelecer o tempo morto (ty) da corrida
cromatografica, injetou-se no sistema, nas mesmas condicoes da analise, 10 pL de solugdo de
nitrito de soédio 0,01% (p/v) em metanol grau CLAE, mesmo solvente empregado na

solubilizacdo das amostras.
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2.7 Precisao

A precisao foi avaliada conforme estabelecido pelo guia da ICH - International
Conference on Harmonisation (ICH, 1996). A repetibilidade (precisao intradia) foi verificada
por meio de seis determinagdes da area do pico de PTOX no extrato cloroférmico de H.
suaveolens (n=6). A precisao intermedidria (precisdo interdia) foi determinada de maneira
semelhante, em dois dias consecutivos, com analistas diferentes (n=12). O teor de PTOX no

extrato foi determinado e o desvio padrao relativo (DPR%) calculado.
2.7.1 Linearidade

A linearidade do método foi determinada para PTOX empregando-se 3 solucdes de
referéncia, cada uma com seis concentracdes distintas. O preparo e analise foram feitos em 3
dias consecutivos. Cada ponto das curvas foi obtido pela inje¢do, em triplicata, de diferentes
aliquotas das solucdes de referéncia, na faixa de 0,25 a 8 pL.

Os dados obtidos para cada curva de calibragdo foram submetidos a analise de
regressao linear pelo método dos minimos quadrados e os coeficientes de determinacdo (R?)
correspondentes foram calculados. As curvas obtidas nos 3 dias consecutivos foram
comparadas estatisticamente por andlise de covariancia (p<0,05) no sofiware Graph Pad

Prism 6.
2.7.2 Estimativas de faixas de concentrac¢ao de trabalho

Estimativas das faixas de concentracao de trabalho de PTOX foram estabelecidas com
base nas areas relativas do pico correspondente a PTOX de uma solugdo de referéncia com
concentragio de 1 mg mL" com aquelas de amostras analisadas de casa de vegetagdo e de

cultivos in vitro.
2.7.3 Solucoes estoque de referéncia (PTOX)

A partir do uso de baldo volumétrico de 5 mL e em seguida de balao de 100 mL,
completando-se para este volume final, diluindo-se aos poucos, foram preparadas 3 solucdes
de referéncia de PTOX. Podofilotoxina foi solubilizada em metanol, obtendo-se solugdes de

concentragdes finais iguais a 25 ug mL" (solugdo 1), 25 ng mL™" (solugdo 2) e 13 ug mL™"!
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(solugdo 3). Para a construcdo das curvas analiticas, diferentes volumes dessas solugdes foram

injetados no sistema de CLAE, conforme indicado na Tabela 5.

Tabela 5 - Correspondéncia entre volumes e as massas injetadas para a constru¢do das curvas
analiticas de podofilotoxina (PTOX).

Volume de inje¢ao (uL) Massa injetada (ng)

Solugdes 1 e 2 de PTOX (25 pg mL)

0,25 0,00625
1 0,025
2 0,05
4 0,1
6 0,15
8 0,2

Solucdo 3 de PTOX (13 pg mL)

0,5 0,0065
2 0,026
4 0,052
8 0,104
16 0,208

Fonte: Da autora (2020).

2.7.4 Exatidao

Os testes de recuperacao foram realizados pela fortificagdo do extrato cloroférmico de
H. suaveolens com quantidades conhecidas das substancias de referencia de PTOX. Esse
parametro foi determinado a partir de trés niveis de concentragdes, considerados baixo, médio
e alto, contemplando o intervalo linear do método analitico. Cada nivel foi avaliado com trés
réplicas. Foram preparadas solu¢des metanolicas de PTOX, nas seguintes concentragdes:
12,5 pgmL™", 6 pgmL™" e 1,5 pg mL™" (TABELA 6). Para o preparo dessas solugdes, partiu-
se de uma solugdo mie de 500 pg mL", preparada pesando-se 5 mg e diluindo em baldo
volumétrico de 10 mL. Retirou-se 0,25 mL dessa solugdo ¢ diluiu-se em balao de 10 mL
(12,5 pg mL']), 0,30 mL da solugdo e diluiu-se em baldao de 25 mL (6 pug mL'l), 2,5 mL da
solugio de 6 pg mL™" e diluiu-se em baldo de 10 mL (1,5 pg mL™).
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Volumes das solucdes, contendo massas conhecidas de PTOX, foram adicionados
diretamente as raizes secas e pulverizadas de H. suaveolens, antes do inicio do processo de
extracdo. Para o inicio da extragdo, esperou-se a secagem ao ar da solugdo adicionada. Apos a
fortificagdo, as amostras foram preparadas e analisadas. Amostras do extrato cloroférmico nao
fortificadas (n=3) também foram preparadas para a determinagdo da massa recuperada. A
recuperagdo foi determinada empregando-se a seguinte equacdo: % Recuperagdo = massa

experimental/massa teorica*100.

Tabela 6 - Correspondéncia entre os volumes e as massas das solugdes de referéncia de PTOX
adicionadas ao extrato cloroformico de raizes de H. suaveolens na determinagao

da exatidao de PTOX.
Concentracao da Volume de solucio de Volume de Massa de padrio
solucao de PTOX Nivel PTOX adicionado as injecio (uL) adicionada as
(ng mL™) raizes (mL) Jesao tn raizes (ng)
1,5 1 1 10 0,015
6,0 2 1 10 0,06
12,5 3 0,747 10 0,125

Fonte: Da autora (2020).
2.7.5 Robustez

A robustez foi avaliada por variagdes deliberadas nas condigdes de analise
cromatografica e por variagdes no volume de extrato cloroférmico tomado durante o preparo
de amostra. Além da quantidade (ng) de PTOX avaliada para todos os pardmetros, a pureza
espectral do pico correspondente a PTOX em todas as amostras também foi avaliada,
seguindo-se as mesmas condi¢des avaliadas para a seletividade (item 2.6.3).

Quanto as condi¢des de andlises, a robustez foi avaliada por alteragdes nos parametros
cromatograficos: temperatura da coluna (24 e 26°C), fluxo (0,9 e 1,1 mL min'l) e
concentracdo de acido fosférico na fase movel (0,09 e 0,11%). Para isso, trés solucdes
extrativas foram preparadas (item 2.6.1) e analisadas empregando-se a condig¢do estabelecida
(item 2.6.2). Os parametros modificados na condi¢do cromatografica e preparo da amostra
foram avaliados individualmente. As quantidades de PTOX mensuradas, a partir dessas
amostras, foram submetidas a analise de variancia (p < 0,05), e as médias foram comparadas

pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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A alteracdo no procedimento de preparo da amostra foi analisada conforme a exatidao,
seguindo determinagdes da RDC ANVISA 166 (BRASIL, 2017). A mudanca efetuada no
preparo das amostras foi no volume tomado da fragdo cloroformica durante a obtengao das
amostras (1 e 1,5 mL). Para isso, trés solucdes extrativas de raizes de H. suaveolens foram
preparadas (item 2.6.1), a fim de avaliar a quantidade de PTOX nas amostras nao fortificadas
(quantidade nominal). Seguindo as mesmas condi¢des para a avaliacdo da exatiddo (item
2.7.4), massas conhecidas de PTOX em trés niveis, considerados baixo, médio e alto, foram
adicionadas as raizes pulverizadas de H. suaveolens, conforme descrito na Tabela 7. Cada
nivel foi avaliado com 3 réplicas. As solu¢des foram analisadas empregando-se a condicao

analitica estabelecida (item 2.6.2). Essa etapa foi realizada com 25 mg de raizes pulverizadas.

Tabela 7 - Condi¢des empregadas para a avaliagdo da robustez quanto a alteragdes no volume
da fracdo cloroformica durante a preparagdo das amostras de raizes de H.
suaveolens (cada nivel, n=3).

Vol d lucao d tde de PTOX
Volume da fra¢io  Solu¢io de PTOX olume de solugio de  Qtde de

Nivel . . = 1 PTOX adicionado as adicionada as
cloroféormica (ng mL™) , ,
raizes (mL) raizes (ng)
Baixo 1 1,5 2,64 0,0396
Médio 1 6,0 1,41 0,0846
Alto 1 12,5 1,19 0,1496
Baixo 1,5 1,5 2,64 0,0396
Médio 1,5 6,0 1,41 0,0846
Alto 1,5 12,5 1,19 0,1496

Fonte: Da autora (2020).
“Volume de trabalho da fra¢do cloroférmica tomado durante a prepara¢do da amostra (item 2.6.1).

2.7.6 Limite de quantificacdo

O limite de quantificacdo foi inicialmente estimado a partir da equacdo que emprega

os parametros da curva analitica:

LQ=10s/S

Onde: LQ = limite de quantificacdo; s: desvio padrdo do intercepto da curva de

regressao; S= inclinag¢do da curva analitica.
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A partir dos valores encontrados pela equacdo, o limite de quantificagdo foi
determinado pela inje¢do, em quintuplicata, de massas decrescentes de PTOX (5,250 a 0,375
ng), obtidas por ajustes no volume de inje¢do (TABELA 8). O limite de quantifica¢dao foi

determinado a partir da menor area dos picos que apresentaram precisdo com DPR < 3,0%.

Tabela 8 - Correspondéncia entre os volumes e as massas injetadas da solucdo de referéncia
para determinacao dos limites de quantificagdo e detec¢ao de podofilotoxina.

Concentracio da solucio Volume de injecao Massa injetada
estoque (ug mL™") (uL) (ng)
1,5 3,5 5,250
1,5 2,5 3,750
1,5 1 1,500
1,5 0,5 0,750
1,5 0,25 0,375

Fonte: Da autora (2020).

2.7.7 Limite de deteccio

A estimativa do limite de detec¢do foi realizada a partir dos dados da curva analitica,

utilizando-se a seguinte equacao:

LD=3,3s/S

Onde: LD = limite de detec¢do; s = desvio padrao do intercepto da curva de regressao;
S=inclinagdo da curva analitica.

O limite de deteccdo também foi determinado pela inje¢do, em quintuplicata, de
massas decrescentes de PTOX (5,250 a 0,375 ng), obtidas por ajustes no volume de injecao
(TABELA 9). Foi estabelecido como a menor massa injetada detectdvel, que proporcionou
altura do pico do analito com relagdo sinal-ruido (S/N) de 2 (BRASIL, 2017). Os valores de
sinal-ruido (S/N) de cada pico foram gerados pelo software OpenLab Ezchrom®. Na Tabela
9, a seguir, estd descrita a correspondéncia entre os volumes e as massas injetadas da solucao

de referéncia para determinagdo dos limites de quantificacao e deteccdo de PTOX.
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Tabela 9 - Correspondéncia entre os volumes e as massas injetadas da solucdo de referéncia
para determinacao dos limites de quantificagdo e detec¢ao de podofilotoxina.

Concentracao da solucao

estoque (g mL") Volume de injecio (nL) Massa injetada (ng)
1,5 3,5 5,250
1,5 2,5 3,750
1,5 1 1,500
1,5 0,5 0,750
1,5 0,25 0,375

Fonte: Da autora (2020).
2.8 Estabelecimento da espécie in vitro

O estabelecimento in vitro de Hyptis suaveolens foi realizado a partir da inoculagdo de
sementes das plantas matrizes. Antes da assepsia, foi retirada a mucilagem das sementes,
utilizando-se cal ¢ 4gua. Em seguida, foram imersas em hipoclorito de soédio 50%
(hipoclorito/dgua) e mantidas sob agitacdo constante, durante 20 minutos. Em camara de
fluxo laminar, foram lavadas cinco vezes com dgua destilada autoclavada e inoculadas. O
meio de cultura para inoculag@o foi 0 MS com metade da concentragdo original de sais, 30g L
' de sacarose, 5,5 g L' de agar, com pH ajustado para 5,7+0,1. As plantulas obtidas foram as

doadoras de raizes para a realizacao dos experimentos.
2.9 Cultivo in vitro de raizes de H. suaveolens em meio liquido com AIB e ANA

Plantulas de 45 dias apos inoculacdo de sementes foram as doadoras de explantes para
este experimento. Sob camara de fluxo laminar e condigdes assépticas, raizes frescas destas
plantulas foram pesadas (0,4 g) e inoculadas em meio de cultura liquido. O meio bésico
utilizado foi 0 MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), contendo 30 g L' de sacarose, pH 5,7.
Em Erlenmeyer de 125 mL foram utilizados 40 mL do meio. Os tratamentos foram: 1)
controle: meio MS liquido sem regulador, 2) 0,5 mg L' de AIB+ 0,5 mg L' de ANA; 3) 0,5
mg L' de AIB+ 1 mg L de ANA; 4) 1 mg L" de AIB + 0,5 mg L' ANA; 5) 0,5 mg L AIB;
6) 1 mg L de AIB; 7) 0,5 mg L' ANA; 8) 1 mg L' de ANA. Foram realizadas dez repeticdes
(Erlenmeyer) por tratamento, em delineamento inteiramente casualizado (DIC).

As raizes foram mantidas em shaker a 80 rpm, na auséncia de luz. Avaliou-se esse
experimento aos 42 dias. As varidveis analisadas foram: matéria fresca e seca das raizes
iniciais e finais (tempo zero e aos 42 dias), indice de crescimento da matéria fresca e seca de

raiz (ICMF = Matéria fresca raiz final (MFRF) - Matéria fresca raiz inicial (MFRI) / MFRI) e
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(ICMS = Matéria seca raiz final (MSRF) - Matéria seca raiz inicial (MSRI) / MSRI); teor de
PTOX nas raizes iniciais e finais; teor de PTOX presente no meio de cultura.

Para o calculo de indices de crescimento de matéria fresca (ICMF) e seca (ICMS), no
dia da montagem do experimento, utilizando-se raizes do mesmo lote das raizes inoculadas
nos tratamentos, foi pesado 0,4 g de raizes (essa foi a matéria fresca inicial das raizes) e estas
foram secas para a obten¢do da matéria seca inicial. Realizaram-se 30 repeti¢des, escolheram-
se 10 representativas. Obteve-se o valor de 11,69 mg para matéria seca inicial. Realizou-se a
quantificagdo de PTOX inicial na matéria seca inicial. Para isso, foi preparado um pool de
amostras de raizes com as 30 repeti¢des e quantificou-se a PTOX em triplicata. Obteve-se

159,50 ug g de raiz.

2.10 Preparo das amostras para quantificacio de PTOX

A avaliagdo de PTOX nas raizes foi realizada conforme método validado, descrito no
item 2.6.1 (com 25 mg de raiz). Para a andlise de PTOX no meio de cultura, primeiramente,
realizou-se filtragem simples do meio (em papel de filtro), coletando-se as raizes de cada uma
das 10 repeticdes para pesagem e secagem em estufa, separadamente. O meio de cultura foi
acondicionado em frascos de vidro e armazenado em freezer até a analise. O meio de cada
frasco foi constituido pela unido de 2 repetigdes de um Unico tratamento. Escolheram-se ao
acaso 3 frascos de cada tratamento. O descongelamento dos meios destes frascos ocorreu a
temperatura ambiente e na auséncia de luz. Apos o descongelamento, coletou-se 1 mL do
meio de cultura liquido de cada frasco; obtendo-se 3 repeticdes, e estas aliquotas foram
acondicionadas em microtubos de 2 mL.

Ap0s esse procedimento, adicionou-se ao microtubo 500 pL de cloroférmio; agitou-se
por 1 minuto (vortex); centrifugou-se a 10.000 rpm por 5 minutos; recolheu-se a fase
cloroférmica; aguardou-se a completa evaporagdo do cloroformio sob capela de exaustao de
gases; solubilizou-se o residuo em 250uL de metanol; agitou-se por 30 segundos (vortex);

acondicionou-se em microvials e injetou-se diretamente no sistema de CLAE.

2.11 Cultivo in vitro de raizes de H. suaveolens em meio liquido com diferentes

concentracoes de vitaminas e mio-inositol

Raizes de plantulas de 46 dias foram utilizadas como explantes. O meio de cultura

liquido (40 mL) utilizado foi o MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 1 mg
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L' AIB, 0,5 mg L' de ANA e 30 g L' de sacarose, com pH ajustado para 5,7+0,1.
Realizaram-se 4 tratamentos: T1) MS sem vitaminas e sem mio-inositol; T2) MS com ': das
vitaminas e 2 do mio-inositol; T3) MS com a concentracdo original de vitaminas e mio-
inositol; T4) MS com o dobro de vitaminas e o dobro de mio-inositol, cada tratamento foi
constituido de 10 repeticdes. O experimento foi avaliado aos 44 dias empregando-se os

parametros matéria fresca (MFR) e seca (MSR) de raizes.
2.12 Analises estatisticas

Os dados da otimizagdo extrativa e de cultura de tecidos foram analisados por analise
de variancia simples (ANOVA) e testes de Tukey e Scott knott, respectivamente. Diferencas
entre os grupos avaliados foram consideradas estatisticamente significativas quando p <0,05.
As andlises estatisticas da validagdo do método foram feitas nos programas Microsoft Excel®
(Microsoft Corporation, 2003), GraphPad Prism® versdo 6.0 (Mac, GraphPad Software, La
Jolla, CA) e no software R.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Otimizacao extrativa

O tratamento que possibilitou maior eficiéncia extrativa para PTOX foi o que realizou
2 ciclos de sonicagdo por 15 minutos, empregando em cada ciclo 900 uL de tampao fosfato de

potassio pH=7 (25 mM) + 600 uL de cloroformio (C215T) (p < 0,05) (FIGURA 2).

Figura 2 - Areas (210 nm) e tratamentos analisados na otimizagio extrativa. Legenda: (C=
cloroféormio, E= etanol, A=acetato de etila, H=hidroalcodlico); ntimero de ciclos
(1 ou 2); tempo de sonicagao (15 minutos ou 30 minutos); T= presenca de tampao
fosfato de potassio pH 7. As colunas que apresentam a mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Fonte: Da autora (2020).

Nota-se que a presenga do tampao na extragdo com cloroférmio aumentou
substancialmente a area relativa do pico correspondente a PTOX. De acordo com Canel et al.
(2001), a reidratacao dos tecidos em p6 de Podophyllum peltatum L, antes da extragdo com
um solvente orgéanico, permitiu que a B-glicosidase enddgena hidrolisasse o 4-O-B-glicosideo
de lignana in situ aumentando o rendimento de PTOX. Assim, no presente trabalho, a
hidratacdo das raizes de H. suaveolens com tampao de fosfato de potassio pH 7, antes da
extracdo com solvente (cloroféormio e acetato de etila), pode ter aumentado o rendimento de

PTOX pelas mesmas razdes.
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Entretanto, ocorreu o inverso nos tratamentos que utilizaram o etanol tamponado
(FIGURA 2). No caso dos extratos etanolicos, também foi observada uma desvantagem do
ponto de vista analitico para essas amostras. As amostras preparadas com etanol apresentaram
perfis cromatograficos altamente complexo, com deteccdo de interferentes no pico
correspondente a PTOX. As Figuras 3 a 8 apresentam os perfis cromatograficos
representativos de cada amostra.

Em relagdo ao numero de ciclos de extragdo ¢ o tempo de cada um, foram obtidos
resultados que nao seguiram resultado tipico. Estdo incluidas nesse fator varidveis nao
controladas, como volatiza¢do do solvente, degradacdo da substidncia ap6s um periodo de

sonicagdo, dentre outros fatores.
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Figura 3 - Perfis cromatograficos por CLAE-DAD para PTOX de referéncia e extragdo com
cloroférmio, acetato de etila e etanol tamponados, empregando 1 ciclo de
sonicagdo por 15 minutos. Condigdes cromatograficas: vide item 2.4.2.
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Figura 4 - Perfis cromatograficos por CLAE-DAD de extratos de raizes de H. suaveolens
obtidos com cloroférmio, acetato de etila e etanol ndo tamponados, empregando 1
ciclo de sonicagdo por 15 minutos. Condigdes cromatograficas: vide item 2.4.2.
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Figura 5 - Perfis cromatograficos por CLAE-DAD de extratos de raizes de H. suaveolens
obtidos com cloroférmio, acetato de etila e etanol tamponados, empregando 1
ciclo de sonicagao por 30 minutos. Condigdes cromatograficas: vide item 2.4.2.
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Figura 6 - Perfis cromatograficos por CLAE-DAD de extratos de raizes de H. suaveolens
obtidos com cloroférmio, acetato de etila e etanol ndo tamponados, empregando 1

ciclo de sonicagao por 30 minutos. Condigdes cromatograficas: vide item 2.4.2.
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Figura 7 - Perfis cromatograficos por CLAE-DAD de extratos de raizes de H. suaveolens
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obtidos com cloroférmio, acetato de etila e etanol tamponados, empregando 2
ciclos de sonicagdo por 15 minutos. Condi¢des cromatograficas: vide item 2.4.2.
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Figura 8 - Perfis cromatograficos por CLAE-DAD de extratos de raizes de H. suaveolens
obtidos com cloroférmio, acetato de etila e etanol ndo tamponados, empregando 2
ciclos de sonicagdo por 15 minutos. Condi¢des cromatograficas: vide item 2.4.2.
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3.2 Estabilidade do analito apds o preparo da amostra

A estabilidade quimica de PTOX nas amostras foi avaliada mantendo-se as solugdes
no carrossel do cromatografo, a temperatura ambiente (23 £ 2 °C), as quais foram analisadas
sequencialmente nos intervalos de 0, 6, 12, 18, 24, 30, 36 ¢ 42 horas.

Nao houve diferencgas estatisticamente significativas entre as areas médias (n=6) dos
picos correspondentes a PTOX dentro dos periodos ensaiados (p<0,05) (TABELA 10). Desse
modo, as amostras podem ser mantidas no carrossel do cromatografo, até 42 horas apods o

preparo, sem acarretar alteragdes nos resultados.

Tabela 10 - Area relativa média (n=6) do pico correspondente a PTOX durante a avaliagio da
estabilidade quimica, a temperatura ambiente (23 + 2 °C), por até¢ 42 h das
amostras preparadas a partir de raizes de H. suaveolens.

Tempo (horas) Area relativa média do pico correspondente a PTOX
0 1427813 a
6 1453724 a
12 1456218 a
18 1465440 a
24 1412606 a
30 1466314 a
36 1427629 a
42 1423983 a

Fonte: Da autora (2020).
As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo com o
teste F, ao nivel de 5% de probabilidade.

3.3 Desenvolvimento da condi¢cio cromatografica

O desenvolvimento da condi¢do cromatografica para a quantificagdo de PTOX partiu
da andlise do perfil exploratério obtido de amostras de raizes de casa de vegetagdo de H.
suaveolens. As amostras foram preparadas conforme descrito no item 2.6.1 . A fim de garantir
menor tempo de analise possivel, seletividade e resolugao adequada de PTOX com picos
vizinhos (Rs > 1,5) foram realizadas alteragdes nas propor¢des do modificador organico,
temperatura, fluxo, modo de eluicdo (isocratico e gradiente linear) e inclinagdo do gradiente.

A condi¢do experimental G (TABELA 3, item 2.5.5) foi a que resultou em menor

tempo de analise (10 minutos), menor flutuagdo de linha de base, seletividade e resolucao
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maior que 1,5 para a quantificagdo do pico correspondente a PTOX, e foi definida como a
condicdo estabelecida. A Figura 9 mostra o perfil cromatografico da amostra de H. suaveolens

analisada nessa condigao.

Figura 9 - Perfil cromatografico por CLAE-DAD representativo de extratos de raizes de H.
suaveolens obtidos para a condi¢do cromatografica estabelecida. Condi¢des de
preparo de amostra e cromatograficas vide item 2.6.1 e 2.6.2, respectivamente.
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3.4 Validacao do método analitico
3.4.1 Seletividade

A condi¢do cromatografica estabelecida (item 2.6.2) foi seletiva para o pico
correspondente a PTOX. A seletividade foi demonstrada pela homogeneidade espectral do
pico da PTOX, por meio de calculos matematicos executados pelo software EZChrom®™ para
pureza de pico, empregando 3 pontos. O valor de similaridade obtido foi de 99% para todas as
amostras avaliadas (n=06).

Avaliou-se, também, a sobreposi¢ao espectral do pico em TR=2,73 min da amostra de
H. suaveolens (unknown) com o pico de PTOX de referéncia (known) (FIGURA 10). A
similaridade espectral observada entre os dois picos foi de 99%. Devido a seletividade do
método, pode-se afirmar que as determinagdes quantitativas de PTOX ndo estardo sujeitas a

interferéncias de outros componentes da matriz.
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Figura 10 - Sobreposicao espectral do pico em TR=2,73 min da amostra de H. suaveolens
(unknown) com o pico de PTOX de referéncia (known) a 210 nm.
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Fonte: Da autora (2020).

3.4.2 Teste de adequabilidade do sistema

A confiabilidade da condi¢cdo cromatografica estabelecida foi examinada por teste de
adequabilidade do sistema, compreendendo a avaliagdo da pureza do pico (P), resolugdo (Rs),
fator de assimetria (4s), nimero de pratos teéricos (N), fator de retengdo (k) e repetibilidade,
avaliada pelo DPR do tempo de retengdo, para o pico de interesse (n=6).

Os resultados foram expressos como valor médio de seis determinacdes e estdo
apresentados na Tabela 11, junto aos limites recomendados por Epshtein (2020). Observa-se
que, com exce¢do para o fator de retencdo (k), todos parametros estdo dentro dos limites
indicados pelo Epshtein (2020). O fator de retencdo ¢ a medida da capacidade da coluna em
reter um componente da amostra, ou seja, ¢ a medida de retengdo na fase estacionaria
(SADEK, 2000). O valor de 4=1,23 ndo constitui um problema, pois apenas indica uma
eluicao relativamente precoce do pico de interesse analitico. Desse modo, o fator de retengdo
(k) ndo € um parametro comprometedor para analises quantitativas.

Testes de adequabilidade do sistema sdo diretamente afetados pela repetibilidade da
reten¢do da amostra. Variagdes na reten¢do dos picos em diferentes corridas indicam auséncia
de reprodutibilidade do sistema. Observou-se que o sistema cromatografico ¢ adequado para a

analise de PTOX por CLAE em raizes de H. suaveolens.
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Tabela 11 - Parametros da adequabilidade do sistema, valores médios obtidos e valores

recomendados por Epshtein (2020).

. . . Média Valores
Parametros de adequabilidade do sistema (n=6) recom.endados
Epshtein (2020)
Pureza de 3 pontos (P) 0,99 -
Resolugao (Rs) (USP) 2,92 >1,5
Numero de pratos teoricos (N) (USP) 7064 >2000
Fator de retencao (k) 1,23% >2
Fator de assimetria (4s) 1,31 0,8>1,5
DPR do tempo de retencao (%) 0,61% <2%paran=>5

Fonte: Da autora (2020).
*Q fator de retencdo estd abaixo do recomendado, devido ao baixo tempo de retengdo do analito,
porém visto que um tempo de retencdo menor ocasiona economia de tempo e dinheiro, estd adequado.

3.4.3 Precisao

A repetibilidade foi avaliada por meio de seis determinagdes de PTOX no extrato. Ja a

precisdo intermedidria foi avaliada por meio de doze determinacdes. Os desvios padrdes

relativos (DPR) foram calculados. Na Tabela 12, estdo apresentados os valores de

repetibilidade obtidos.

Tabela 12 - Area relativa do pico correspondente a PTOX e desvio padrio relativo observados

na determinacdo da repetibilidade de amostras de H. suaveolens na condigdo
cromatografica estabelecida. Condi¢des de preparo de amostra e cromatograficas
vide item 2.6.1 e 2.6.2, respectivamente.

Amostras’ Area relativa do pico correspondente a PTOX
1 1076237
2 1090001
3 1110710
4 1075560
5 1141550
6 1075823
Area média (210 nm) 1094980,17
Desvio padrao 26595
DPR (%) 2,43

Fonte: Da autora (2020).
Condigdes de preparo de amostra e cromatograficas vide item 2.6.1 e 2.6.2, respectivamente.



90

Os valores obtidos para a precisdo intermedidria estdo apresentados na Tabela 13. As
areas dos dois dias consecutivos (n=12) apresentaram desvio padrdo relativo adequado
(2,96%). O método avaliado apresentou precisdo intradia e interdia adequadas, visto que o
valor de DPR observado nesses ensaios foram inferiores a 5,00%, conforme critérios da

ANVISA (BRASIL, 2003).

Tabela 13 - Area relativa do pico correspondente a PTOX e desvio padrio relativo observados
na determinagdo da precisdo intermedidria de amostras de H. suaveolens na
condicdo cromatografica estabelecida. Condi¢des de preparo de amostra e
cromatograficas vide item 2.6.1 e 2.6.2, respectivamente.

Dia Amostras’ Area relativa do pico correspondente a PTOX
1 1 1076237
1090001
1110710
1075560
1141550
1075823
1123053
1083116
1025416
1050665
1090539
12 1030335
- Area média 1085697
Desvio padrdo 32156
DPR (%) 2,96

Fonte: Da autora (2020).
"Condigdes de preparo de amostra e cromatogréficas vide item 2.6.1 e 2.6.2, respectivamente.
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3.4.4 Linearidade

Para a construgdao da curva analitica de PTOX, visando avaliar a linearidade do
método, fez-se necessario estimar inicialmente a faixa de concentragdo dessa substancia nas
raizes de Hyptis suaveolens. As estimativas foram baseadas nas areas relativas do pico
correspondente a PTOX de uma solugdo de referéncia com concentragdo de 1 mg/mL com
aquelas de amostras analisadas de casa de vegetacdo e de cultivos in vitro. Com base nos

valores obtidos, foram calculadas as massas estimadas de PTOX, para definicdo da faixa de
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trabalho de 80 a 120% da massa nominal, segundo critérios da RDC ANVISA 166/2017
(BRASIL, 2017). A faixa de trabalho representada pelos valores de massa injetada e suas
respectivas areas e desvio padrdo relativo, obtidas para as 3 curvas analiticas, em 3 dias

consecutivos estao apresentadas na Tabela 14.

Tabela 14 - Massa injetada, areas médias (#=3) e desvio padrao relativo dos pontos das curvas
analiticas, obtidas nos 3 dias de andlise. Condigdes cromatograficas vide item

2.6.2.
Dia 1 Dia 2 Dia 3
Vol. inj. .. A A A
uuy | YL Massa| 00 IDPR(%)| | DPR(%) | | DPR (%)
n (uL) inj. média média média
curvas 1 curva3 | (ng) Solugio de
e?2 g Solucio de referéncia ..
(25 pg mL™) referéncia
He (13 pg mL")
0,25 0,5 6 84441 1,72 83996 0,58 83465 2,47
1 2 24 335229 1,27 348726 1,25 348696 0,02
2 48 668456 2,15 656774 0,72 678501 4,13
4 8 96 1373065 3,35 1341898 1,16 1361134 2,21
6 12 144 2151182 2,00 2167906 1,00 2184629 0,77
8 16 192 2671979 0,94 2653005 1,67 2681471 3,29

Fonte: Da autora (2020).

Os dados da analise de regressao linear, dos trés dias de analises; as trés curvas
analiticas individuais e a curva média das trés curvas obtidas para PTOX estdo apresentados

na Figura 11 e na Tabela 15.
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Figura 11 - Curvas analiticas e média das curvas obtidas por CLAE-FR, em trés dias
consecutivos para PTOX.
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Fonte: Da autora (2020).

Tabela 15 - Dados de regressdo linear para as curvas analiticas de PTOX, em trés dias

consecutivos de analise.

Parametros estatisticos Dia 1 Dia 2 Dia 3
Faixa linear (ng) 62a192

Coeficiente de determinagao 0,997 0,996 0,996

Inclinagdo 14254 14182 14340

Erro padrio da inclinagdo 366,7 453.,4 433,1
Valor P - inclinag0es das 3 curvas 0,9650

Intercepto 2607 3775 2678

Erro padrio do intercepto 39534 48881 46687
Valor P - interceptos das 3 curvas 0,9438

Fonte: Da autora (2020).

Valor P >0,05 = indica diferenca estatisticamente ndo significativa.

De acordo com o resultado da analise do software GraphPad Prism, pode-se concluir

que as diferengas entre as inclinacdes sdo ndo significativas. Como as inclina¢des ndo sao

significativamente diferentes € possivel calcular uma inclinagdo para todos os dados. A

inclinacao agrupada € igual a 14258, conforme a equagdo da curva média (FIGURA 11).

Pode-se concluir, além disso, que as diferencas entre os interceptos nao sao

significativas. Como os interceptos do eixo Y ndo sdo significativamente diferentes ¢ possivel
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calcular um intercepto em Y para todos os dados. A interceptagdao agrupada ¢ igual a 3020,

conforme a equagdo da curva média apresentada na Figura 11.

3.4.5 Limites de quantificacio e deteccio

Inicialmente, os limites de quantificagdo e deteccdo foram determinados a partir de
parametros da equagdo das curvas analiticas. Para os calculos, foram utilizados o desvio
padrdo do intercepto e a inclina¢do das curvas analiticas obtidas. Obteve-se o limite médio de

quantificagdo de 0,58 ng e de detecgdo de 0,19 ng (TABELA 16).

Tabela 16 - Limites de quantificagdo e detec¢do determinados com base nos parametros das
curvas analiticas obtidas. Condi¢des cromatograficas vide item 4.2.

Parametro da curva Curva l Curva 2 Curva 3 Média
Intercepto com o eixo y 2607,25 3775,14 2678, 37 3020,25
Desvio padrao do intercepto 825.82
(entre as 3 curvas)
Inclinagdo 14254 14182 14340 14258,67
Limite de quantifica¢do (ng) 0,58 0,58 0,58 0,58
Limite de detec¢ao (ng) 0,19 0,19 0,19 0,19

Fonte: Da autora (2020).

Em seguida, a partir dos valores encontrados pela equacao, os limites de quantificacao
e deteccdo foram determinados pela inje¢cdo em quintuplicata, de massas decrescentes obtidas
por ajustes no volume de injegdo de uma solugdo de referéncia de PTOX na concentragao de
1,5 pg mL™'. Na Tabela 17, estdo apresentados as areas médias e os desvios padrio relativos
determinados. O limite de quantificacdo foi determinado como a menor massa injetada que

apresentou resultados com precisdo adequada (DPR<3%)).
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Tabela 17 - Limites de quantificacao e deteccdo determinados experimentalmente. Condigdes
cromatograficas vide item 2.6.2.

Volunje de injegao .N.[assa Area média DPR Relacio S/N LQ eLD”
solucdo de PTOX injetada (n=5) %) (USP) Experimentais
- (1)

(uL) (ng)
3,5 5,25 115501 1,55 10,269
2,5 3,75 78789 7,74 12,468 LQ>5,25ng
1,0 1,5 30306 10,02 6,80
>
0,5 0,75 15583 14,67 2,475 LD=0.5ng
0,25 0,375 7179 15,84 1,977

Fonte: Da autora (2020).
" Limite de quantificagdo (LQ) segue critérios da Association of Official Analytical Chemists (AOAC,
2000), DPR < 5%. " Limite de detecgdo (LD) segue critérios RDC 166/2017 (BRASIL, 2017), relagdo
S/N > 2:1.

Comparando os resultados obtidos pelos parametros da curva analitica (LQ= 0,58 ng e
LD= 0,19 ng) e experimentalmente (LQ= 5,25 ng e LD= 0,5 ng), observa-se que os valores

sdo distintos. Recomenda-se seguir os valores experimentais.
3.4.6 Exatidao

Os testes de recuperacao foram realizados pela fortificagdo das raizes pulverizadas de
H. suaveolens com quantidades conhecidas de PTOX de referéncia, em trés niveis de
concentragdo e em triplicata para cada nivel. Para tanto, foram preparadas solucdes
metandlicas de PTOX (12,5; 6,0 e 1,5 pg mL'l). Volumes diferentes das solu¢des, contendo
massas conhecidas das substancias, foram adicionados diretamente a 50 mg das raizes
pulverizadas de H. suaveolens, conforme discriminado na Tabela 18.

Apos a fortificagdo, solugdes foram preparadas e analisadas como descrito nos itens
2.6.1 e 2.6.2, respectivamente. Amostras de raizes de H. suaveolens ndo fortificadas (n = 3)
também foram preparadas para a determinacao da massa recuperada.

A recuperacao foi determinada empregando-se a equagao:
% Recuperacdo = massa experimental x 100/massa tedrica
Na Tabela 18, estao apresentados resultados do ensaio de recuperagdao para PTOX. A

recuperagdo média de PTOX no nivel 1 foi de 90,47%; no nivel 2 = 98,03%; e no nivel 3 =
101,85%. Segundo Green (1996) e Snyder et al. (1997), os valores de recuperagdo devem



95

estar entre 98-102% e 99-101%, respectivamente. No entanto, a AOAC estabelece faixas de
recuperagdo em fungdo da concentraciao do analito na amostra em estudo (AOAC, 2000). Para
analitos com concentragdes de 0,1%, 0,01% preconiza-se taxas de recuperagao de 90-108% e
85-110%, respectivamente. Portanto, pode-se constatar que os valores de recuperagdo obtidos
para estas substancias atendem os limites estabelecidos pelas literaturas.

Os cromatogramas obtidos para as amostras controle, nivel 1 (minimo), nivel 2

(médio) e nivel 3 (maximo) estdo apresentados na Figura 12.



Tabela 18 - Valores de recuperacdo de PTOX (média, n=3).

Volume (mL) da , . , . Massa experimental ~
] Solugiio de PTOX solugio de PTOX Massa teorica de Massa de PTOX Massa tedrica de de PTOX na Recuperagf}o DPR
Nivel -1 . . X PTOX da amostra  PTOX na amostra . ¢ de PTOX o
(ng mL™) adicionada as . a . b amostra fortificada o (%)
. adicionada (ng) controle” (ng) fortificada” (ng) (%)
raizes (ng)
1 1,5 1 15,00 33,32 48,32 43,71 90,47 4,46
2 6 1 60,00 33,32 93,32 91,48 98,03 4,46
3 12,5 1 93,40 75,93 169,33 172,47 101,85 4,78
Fonte: Da autora (2020).

* Quantidade (ng) de PTOX na amostra ndo fortificada.

® Quantidade (ng) de PTOX na amostra nio fortificada + Quantidade (ng) de PTOX adicionada = Quantidade teérica de PTOX.
¢ Quantidade (ng) de PTOX determinada experimentalmente nas amostras fortificadas.

494 recuperagio = (quantidade experimental + quantidade teérica) x 100.

96
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Figura 12 - Cromatogramas representativos obtidos por CLAE-DAD na etapa de exatidao
para amostra controle (sem adi¢do de padrao) e amostras com adi¢do de padrdo
(niveis minimo, médio e maximo) de H. suaveolens obtidos para a condigdao
cromatografica estabelecida. Condi¢des de preparo de amostra e cromatograficas
vide item 2.6.1 e 2.6.2, respectivamente.
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Fonte: Da autora (2020).

3.4.7 Robustez

Em relagdo as mudancas nos parametros cromatograficos, apds a andlise de variancia,
observou-se que as alteragdes no método ndo resultaram em diferencas estatisticamente
significativas (p > 0,05) em rela¢do a condigdo nominal, assegurando a robustez do método
frente a pequenas variagdes nas condicdes analiticas estabelecidas, sem comprometer a

confiabilidade dos resultados (TABELA 19).
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Tabela 19 - Massas de PTOX obtidas durante a avaliagdo da robustez de amostras de H.
suaveolens frente a variacdes deliberadas na condigdo cromatografica
estabelecida. Condigdes de preparo de amostra e cromatografica estabelecida vide
item 2.6.1 e 2.6.2, respectivamente.

Condicao cromatografica Massa de PTOX (ng)
Temperatura da coluna a 26°C 81,73 a
0,09 % de acido fosforico 81,62 a
0,11% de acido fosforico 81,48 a
Fluxo de 0,9 mL min™ 81,03 a
Fluxo de 1,1 mL min™ 80,11 a
Temperatura da coluna 24°C 79,91 a
Nominal 79,91 a

Fonte: Da autora (2020).

Entretanto, a mudanga no preparo da amostra, ou seja, no volume de cloroférmio
pipetado (1 e 1,5 mL) acarretou diferencas estatisticamente significativas, indicando que esse
pardmetro deve ser rigorosamente respeitado Tabelas 20 e 21. Ressalta-se também que a
variagdo na especificagdo do cloroférmio, conforme informado no item 2.6.1 causa variagdes
substanciais no método. Portanto, esse método estd validado para cloroférmio estabilizado

com amileno.

Tabela 20 - Massas de PTOX obtidas durante a avaliacdo da robustez de amostras de H.
suaveolens frente a variagdes no volume de extrato cloroférmico pipetado durante
o procedimento de preparo de amostra. Condi¢des de preparo de amostra e
cromatografica estabelecidas vide item 2.6.1 e 2.6.2, respectivamente.

Volume de extrato cloroféormico

pipetado (mL) Niveis Massa de PTOX (ng)
1,5 3 184,62
1 3 136,99b
1,5 2 125.22b
L5 1 90.80c
1 2 89.45¢
1 1 61,11d

Fonte: Da autora (2020).
As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Tabela 21 - Valores de recuperagao de PTOX nas amostras de raizes de H. suaveolens durante
a avaliacdo da robustez quanto a alteragdes no volume do extrato cloroférmico
durante a preparagdo das amostras (média, n=3).

Volume Amostra niao ?’t';’lgg(e Qtde expe?itl(ll;ntal Recuperagao
Nivel extrato® ) b .. tedrica de de PTOX® DPR (%)
(mL) fortificada” adicionada PTOX (ng)° de PT?X %)
(ng) (ng)
1 1 20,05 39,59 59,64 61 102,28 0,54
2 1 20,05 84,59 104,64 89,45 85,48 0,38
3 1 20,05 149,59 169,64 136,99 80,75 4,09
1 1,5 30,18 39,59 69,77 90,79 130,13 0,30
2 1,5 30,18 84,59 114,77 125,21 109,10 3,91
3 1,5 30,18 149,59 179,77 184,62 102,70 1,68

Fonte: Da autora (2020).
* Volume de trabalho da fra¢do cloroférmica tomado durante a preparagdo da amostra (item 2.6.1.).
® Quantidade (ng) de PTOX na amostra nio fortificada.
¢ Quantidade (ng) de PTOX na amostra ndo fortificada + Quantidade (ng) de PTOX adicionada =
Quantidade teérica de PTOX.
4 Quantidade (ng) de PTOX determinada experimentalmente nas amostras fortificadas.
¢ % recuperagdo = (quantidade experimental +~ quantidade teorica) x 100.

3.5 Cultivo in vitro de raizes de H. suaveolens em meio liquido com AIB e ANA

A suplementacdo e concentracdes de AIB e ANA impactaram significativamente na
producdo de raizes e de PTOX em Hyptis suaveolens. Estatisticamente, a maior producdo de
raizes foi observada nos tratamentos 2,4 ¢ 6 (TABELA 22). Entretanto, o tratamento 4
(1 mg L' de AIB + 0,5 mg L' de ANA) proporcionou maiores valores para matéria fresca
(MFR) e seca (MSR) de raiz finais (6,49 g e 248,76 mg, respectivamente) e maior indice de
crescimento fresco (ICMF) (15,21 vezes) e seco (ICMS) (20,28 vezes) (TABELA 22;
FIGURA 13). O uso adequado de auxina desempenha um papel fundamental no enraizamento
de muitas espécies, pois pode aumentar a quantidade de carboidratos transportados para a
formagao de raizes. Acido indolbutirico (AIB) e acido naftaleno-acético (ANA) aumentaram

as taxas de enraizamento ¢ o numero de raizes (AKAT; DEMIRKAN; TUNA, 2017).
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Tabela 22 - Matéria fresca de raiz final (MFR em g) e seca (MSR em mg), indice de
crescimento matéria fresca (ICMF) e seca (ICMS) de raizes de Hyptis suaveolens
cultivadas in vitro em meio MS liquido suplementado com diferentes
combinagdes de AIB e ANA. MFRI (matéria fresca de raiz inicial), MSRI
(matéria seca de raiz inicial), ICMF (indice de crescimento de matéria fresca);
ICMS (indice de crescimento de matéria seca).

AIB ANA MFRI MSRI MFR MSR

Trat. mgL' mgL" G mg (@ (mg) ICMF ICMS
1 0,0 0,0 0,4 11,69 0,90d 28,55 f 1,25d 1,44 £
2 0,5 0,5 0,4 11,69 392b  168,98b  8,79b  1345Db
3 0,5 1,0 0,4 11,69 351b  14888c 7,78b  11,74c
4 1,0 0,5 0,4 11,69 6,49a 248,776 a 1521a 20,28a
5 0,5 0,0 0,4 11,69 2,11c  109,28e¢  4,28c 835¢
6 1,0 0,0 0,4 11,69 446b 161,78b 10,16 b 12,84b
7 0,0 0,5 0,4 11,69 3,55b  107,80e  7,88b 822¢
8 0,0 1,0 0,4 11,69 230c 131,46d 4,75¢ 10,25d

Fonte: Da autora (2020).
As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Scott
Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 13 - Raizes de Hyptis suaveolens apds o cultivo in vitro por 42 dias, em meio MS
liquido suplementado com diferentes concentragdes de AIB ¢ ANA (mg L),
respectivamente: T1 = 0,0 (controle); T2 =0,5 + 0,5; T3=0,5+1,0; T4=1,0 +
0,5, T5=0,5+0,0,T6=1,0+0,0; T7= 0,0+0,5; T8 = 0,0 + 1,0.

Fonte: Da autora (2020).

A combinagdo de AIB e ANA ¢ muito bem-sucedida para algumas espécies na
produgdo de raizes in vitro, por exemplo, para o enraizamento de Eriobotrya japonica. No
geral, a adicdo de auxina no meio de cultura causa mudancas na sintese proteica e produgao
de RNA que pode estimular o crescimento e a rapida divisdo celular, aumentando o nimero

de raizes (HASSAN et al., 2018).
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Em relacdo a PTOX encontrada na raiz (ug g '), observou-se que o tratamento controle
(T1, sem reguladores de crescimento) apresentou a maior concentragao
(211,66 pg g') (TABELA 23). Pode-se observar que o meio de cultura no qual foram
cultivadas as raizes desse tratamento apresentou a menor concentracdo de PTOX
(0,06 ug mL™") dentre os outros meios. Sem a presenca de reguladores de crescimento, houve
menor producdo e excrecdo de PTOX das raizes para o meio de cultura, assim, esse
metabolito, provavelmente, continuou na raiz. Na Figura 14, estdo apresentados os
cromatogramas obtidos por CLAE - DAD (Raizes) TR PTOX = 2,8 minutos, na Figura 15, a
coloracdo do meio de cultura e na Figura 16 os cromatogramas obtidos por CLAE - DAD

(Meio de cultura liquido). TR PTOX = 2,8 minutos.

Tabela 23 - Valores de PTOX encontrados na raiz (PTOX na Raiz, em pg g'), no meio de
cultura (PTOX no Meio, em pg mL™), na raiz total produzida pelos tratamentos
(PTOX Total na raiz seca, em pg), total no meio de cultura de cada tratamento
(PTOX Total no Meio, em png) e PTOX total incluindo a da raiz e a do meio de
cultura (PTOX Total (Raiz + Meio), em pg).

Valor

Valor
AIB  ANA PTOX Raiz PTOX Meio L¢0  Total o PTOX
Tt mg ) mgL?) (ugg’) (ugmrh S0 PTOXppgy  Raiz+
raiz(g) Raiz .. (ug) Meio (ng)
Seca (ng)
1 0,0 0,0 211,66 a 0,06 g 0,03 ¢ 6,0lc 2.19¢ 8.20d
2 05 05  T7220¢g 040d 0,17b 12,03b 1589d 27.92¢
3 0,5 1,0 86,04 £ 0,33 ¢ 0,15¢ 12,77b 13.34e 26.11c
4 1,0 05 17997b  073a 025a 4523a 29.15a 74.38a
5 0,5 0,0 108,06 d 0,50b 0,10d 11,34b 20.12b 31.47Db
6 1,0 00  5444h 045c 0,16b 882c 18.13¢c 26.96¢
7 0,0 0,5 144,76 ¢ 041d 0,01d 1527b 16.53d 31.80b
8 0.0 1,0 100,15¢  029f 0,14c 13,53b 11.79f 2532¢

Fonte: Da autora (2020).
As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Scott
Knott, ao nivel de 5% de probabilidade. Valor total: correspondente ao valor obtido em 1 erlenmeyer.



103

Figura 14 - Cromatogramas obtidos por CLAE - DAD (Raizes). TR PTOX = 2,8 minutos. Os
meios foram suplementados com diferentes concentracdes de AIB e ANA,
respectivamente descritas a seguir (em mg L™): T1 = 0,0 (controle)/ T2 = 0,5 +
0,5, T3=0,5+1,0; T4=1,0+0,5; T5=0,5 + 0,0; T6= 1,0 + 0,0; T7=0,0 + 0,5;
T8=0,0+ 1,0.
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Fonte: Da autora (2020).
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Figura 15 - Meios de cultura liquidos MS apds o cultivo in vitro de raizes de H.suaveolens

dentro deles por 42 dias. Os meios foram suplementados com diferentes
concentracdes de AIB e ANA, respectivamente descritas a seguir (em mg L):
T1 =0,0;0,0 (controle)/ T2 = 0,5; 0,5/ T3 = 0,5;1,0/T4 = 1,0;0,5/T5=0,5;0,0/T6=
1,0;0,0/T7= 0;0,5/T8= 0;1,0.

Fonte: Da autora (2020).

Figura 16 - Cromatogramas obtidos por CLAE - DAD (Meio de cultura liquido). TR PTOX =

mAU
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AIB e ANA, respectivamente descritas a seguir (em mg L'l): T1 = 0,0;0,0
(controle)/ T2 = 0,5; 0,5/ T3 = 0,5;1,0/T4 = 1,0;0,5/T5=0,5;0,0/T6= 1,0;0,0/T7=
0;0,5/T8= 051,0.

140:
20 12
100.

2 3 4 5 6 7 8 9 10 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Minutes Minutes
140—
o T4

2 3 4 5 6 7 8 9 10 o 1 2 3 4 5 6 7 8 g 10
Minutes Minutes
140,
20 16
100
80

Minutes Minutes

Fonte: Da autora (2020).
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Por outro lado, a PTOX presente no meio de cultura foi maior (0,73 pg mL™) no
tratamento 4 (1 mg L' de AIB + 0,5 mg L' de ANA) (TABELA 23) (FIGURA 16).
Conforme descrito anteriormente, o tratamento 4 também proporcionou maior ganho de
massa de raizes e producao de PTOX total (74,38 png).

No trabalho de Nikule et al. (2020), com a espécie Phyllanthus tenellus, a analise
quantitativa por CLAE mostrou que o conteido de lignana era varidvel com auxinas e
citocininas incorporadas ao meio. O teor de lignana foi maior em calos cultivados em meio
MS suplementado com 2,0 mg L' de ANA. De acordo com Anjum, Abbasi e Hano (2017),
informacdes sobre a biossintese, acumulacio e regulagdo de PTOX em culturas in vitro de
plantas sdo limitadas. Em seu trabalho, estes autores verificaram que ANA aumenta a

producdo de lignanas em cultura de calos de Linum usitatissimum L.

3.6 Cultivo in vitro de raizes de H. suaveolens em meio liquido com diferentes

concentracoes de vitaminas e mio-inositol

Os resultados obtidos neste experimento mostraram que ocorreu maior matéria fresca
(MFR) e seca finais de raizes (MSR) quando estas foram cultivadas nos tratamentos MS
liquido com metade da concentragdo indicada de vitaminas e mio-inositol ¢ em meio MS
liquido padrdo. A adi¢do de vitaminas e mio-inositol ao meio de cultura se mostrou
necessaria. Entretanto, em quantidade duas vezes maior que a indicada na formulacdo do meio

MS, foram prejudiciais ao crescimento (TABELA 24).

Tabela 24 - Matérias frescas e secas finais de raizes (mg) de H. suaveolens obtidas apos o
cultivo das mesmas em meio liquido MS com diferentes concentracdes de
vitaminas e mio-inositol por 44 dias.

Trat. Descricao 12/5;; MSR (mg)
Tl MS sem vitaminas e sem mio-inositol 1306,80 b 115,66 ¢
T2 MS metade vitaminas e metade de mio-inositol 1999,20 a 198,88 b
T3 MS normal 2397,60 a 258,90 a
T4 MS dobro de vitaminas e mio-inositol 1123,20b 131,94 ¢

Fonte: Da autora (2020).
As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si de acordo com o teste de Scott

Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nikule%20HA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32606305
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A adi¢do de vitaminas e mio-inositol a0 meio de cultura foi essencial para o
crescimento das raizes devido as fungdes que estes constituintes apresentam. De acordo com
George, Hall e De Klerk (2008), vitaminas sdo necessarias para células vegetais como
intermedidrias essenciais ou catalisadoras metabodlicas. J4 o mio-inositol estd relacionado a
biogénese da parede celular, armazenamento de auxina, sintese de acido fitico, sintese de
oligossacarideos e tolerancia a estresse (SHARMA; CHAUDHARY; KHURANA, 2020).

Em relagdo a quantificacdo de PTOX (TABELA 25), o tratamento meio MS liquido
sem vitaminas e sem mio inositol foi o que apresentou o melhor resultado (7,50 pg g"),
seguido pelo tratamento MS com metade de vitaminas e metade de mio-inositol (6,01 nug g™).
Entretanto, o tratamento sem vitaminas € mio-inositol apresentou baixa producdo de matéria
seca (115,66 mg) (TABELA 24). Na Figura 17, estdo apresentados os cromatogramas obtidos.
Pode-se observar que, além da PTOX, os métodos extrativo e cromatografico possibiliaram a
separagdo de poucas substancias. Na Figura 18, apresentada, a seguir, estdo apresentados os
meios de cultura apds o cultivo das raizes dentro deles. Em nenhum tratamento foi detectada a

presenca de PTOX no meio. Nao houve quantidade de PTOX detectavel no meio de cultura.

Tabela 25 - Quantificagdo de PTOX (ug g') em raizes de H.suaveolens cultivadas in vitro em
meio de cultura MS liquido com diferentes concentracdes de vitaminas e mio-
inositol por 44 dias.

Tratamentos Descricao PTOX (ug g™)
Tl MS sem vitaminas € sem mio-inositol 750 a
T2 MS metade de vitaminas e metade de mio-inositol 6.01b
T3 MS normal 4544
T4 MS dobro de vitaminas e dobro de mio-inositol 500 ¢

Fonte: Da autora (2020).
As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si de acordo com o teste de Scott

Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.



107

Figura 17 - Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD (quantificacdo de PTOX nas raizes). TR
PTOX = 2,8 min. T1) MS sem vitaminas e sem mio-inositol, T2) MS metade
vitaminas e metade mio-inositol, T3) MS normal, T4) MS dobro de vitaminas e
mio-inositol.
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Fonte: Da autora (2020).

Figura 18 - Meios de cultura liquidos ap6s o cultivo in vitro de raizes de H.suaveolens nos
mesmos, por 44 dias (MS com diferentes concentragdes de vitaminas e mio-
inositol). T1) MS sem vitaminas e sem mio-inositol, T2) MS metade vitaminas e
metade mio-inositol, T3) MS normal , T4) MS dobro de vitaminas e mio-inositol.
Na imagem estdo apresentadas 5 repeti¢des de cada tratamento.

Fonte: Da autora (2020).
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A produgdo de lignanas pelos tecidos vegetais esta relacionada a defesa e regulagdo do
crescimento. Sua biossintese ¢ ajustada para que as plantas possam se adequar as suas
condi¢gdes de desenvolvimento (condi¢ao de agua, reagao as tensdes) (BEHR et al., 2018).
Nesse experimento, a mudanca na concentracdo de vitaminas e mio-inositol provavelmente
ndo causou condicdo de estresse suficiente para producdo de PTOX pela raiz que fosse
excretada para o meio liquido.

Pode-se observar, além disso, nos dois experimentos deste trabalho, o escurecimento
das raizes e do meio de cultura em diferentes propor¢des. A causa subjacente do
escurecimento do tecido ¢ o acimulo e subsequente oxidacdo de compostos fendlicos no
tecido e nos meios de cultura. Embora os compostos fendlicos estejam geralmente presentes
em tecidos vegetais saudaveis e possam se acumular em tipos de células especializadas, eles
sao produzidos em maior abundancia e / ou liberados como uma resposta de defesa,

especialmente apos ferimentos nos tecidos ou estresse (JONES; SAXENA, 2013).
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4 CONCLUSAO

O método cromatografico desenvolvido e validado para a quantificacdo de PTOX em
H. suaveolens apresentou linearidade, precisdo, exatidao, robustez e seletividade adequadas.
Foi aplicado, com sucesso, em amostras de raizes de H. suaveolens cultivadas in vitro. A
producdo maxima dessa lignana ariltetralina ¢ obtida a partir de cultura de raizes in vitro de
Hyptis suaveolens em meio MS liquido, suplementado com 1 mg L™ de AIB + 0,5 mg L' de
ANA, por 42 dias. O cultivo de raizes em meio liquido com 50% da concentragdo original de
vitaminas ¢ mio inositol do