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RESUMO GERAL

Digitalis purpurea subsp. heywoodii (Plantaginaceae) € considerada uma espécie
medicinalmente importante devido a presenca do cardenolideo glicoevatromonosideo,
responsavel por seu potencial antiviral ao herpes humano. Seu cultivo em campo apresenta
alguns entraves, e como alternativas para esta problemética tém-se a adubacdo orgéanica e o
cultivo in vitro. Assim, objetivou-se cultivar a espécie D. purpurea subsp. heywoodii em
vasos com diferentes doses de adubacdo organica e in vitro sob influéncia de fatores fisicos e
quimicos, e avaliar seus efeitos no crescimento e teor de cardenolideos totais. O método de
quantificacdo de cardenolideos totais por espectrofotometria no UV foi validado, o qual se
mostrou seletivo a 494 nm, por ndo ter apresentado absorcdo significativa em solugdo de
leitura sem adicé@o do reagente de coloracdo, sendo linear na faixa de 0,025 a 0,125 mg/mL,
R?=0,9994. Apresentou também preciséo inter-dia (DPR = 3,26%) e intra-dia (DPR = 3,58%),
sendo considerado exato em concentracfes baixas a média do intervalo linear (98,4% e
98,9%) e robusto para o tempo de reacdo de 25 min e frente a pequenas variagdes no
comprimento de onda de leitura. A adubacdo organica avaliada foi o esterco de galinha. As
doses desse esterco que melhor proporcionaram nimero e ganho de biomassa foliar foram as
de 6 e 9 kg m?. A auséncia de adubo proporcionou melhores ganhos de biomassa da raiz,
maior relagdo R/PA e maiores teores médios de cardenolideos. No entanto, a produtividade de
cardenolideos foram superiores na dose de 6 kg m™. Para os fatores quimicos, utilizou-se
diferentes concentracdes e combinacdes das citocininas BAP e TDZ (mg L™), com total de
treze tratamentos. O maior nimero de brotos ocorreu nas combinacées de BAP + TDZ de
0,5+0,5; 0,25+0,75 e 1+0,5 mg L™. O acimulo médio de biomassa seca e produtividade de
cardenolideos totais foi favorecido com a combinagéo de 0,375+0,125 mg L™. Avaliou-se
também o efeito de fatores fisicos como a intensidade, qualidade e o choque de luz.
Intensidade e choque de luz com 139 umol m?s™ produziram maior biomassa da parte aérea,
raiz e total, e maior teor e produtividade de cardenolideos totais. LEDs azul favoreceram tanto
a producdo de biomassa da parte area quanto a produtividade de cardenolideos totais.
Portanto, o0 método mostrou-se linear, preciso, exato, robusto, seletivo e reprodutivel, e com
facilidade de execucdo; a aplicacdo de 6 kg m™ de esterco de galinha no cultivo in vito; a
combinacdo de 0,375+0,125 mg L™ de BAP + TDZ suplementado ao meio de cultura MS,
intensidade e choque de luz com 139 pmol m? s* e LED azul no cultivo in vitro
proporcionam boas condi¢cdes para o cultivo da espécie, com incrementos na producdo de
biomassa e na produtividade de cardenolideos totais.

Palavras-chave: Espectrofotometria no UV. Citocininas. LEDs, compostos digitalicos.



ABSTRACT

Digitalis purpurea subsp. heywoodii (Plantaginaceae) is considered a medicinally important
species due to the presence of glycoevatromonoside cardenolide, responsible for its antiviral
potential for human herpes. Its field cultivation presents a few obstacles, demanding the use
of organic fertilization and in vitro cultivation as alternative for this issue. Thus, the objective
was to cultivate the D. purpurea subsp. heywoodii species in pots with different doses of
organic fertilization, as well as in vitro under the influence of physical and chemical factors,
in order to evaluate its effects over growth and content of total cardenolides. The method for
quantifying total cardenolides by UV spectrophotometry was validated, with selection at 494
nm for not presenting significant absorption in reading solution without the addition of
coloring reagent, remaining linear in the range from 0.025 to 0.125 mg/mL, R?=0.9994. Inter-
day (DPR = 3.26%) and intra-day (DPR = 3.58%) precision were considered exact from low
to intermediate concentrations in the linear interval (98.4% and 98.9%), and robust for the
reaction time of 25 min, with small variations in the length of the reading wave. The organic
fertilization evaluated was chicken manure. The doses of this manure that better provided
number and gain of foliar biomass were of 6 and 9 kg m™. The absence of fertilizer provided
greater root biomass gains, higher R/PA relation and higher average contents of cardenolides.
However, cardenolide productivity were superior with the dose of 6 kg m™?. Concerning the
chemical factors, different concentrations and combinations of cytokines BAP and TDZ (mg
L) were used, in a total of thirteen treatments. A higher number of sprouts occurred with the
BAP + TDZ combinations of 0.5 + 0.5; 0.25 + 0.75; 1.0 + 0.5 mg L™ The average
accumulation of dry biomass and productivity of total cardenolides was favored with the
combination of 0.375 + 0.125 mg L™. The effect of physical factors, such as intensity, quality
and light shock were also evaluated. Intensity and light shock with 139 umol m™ s™ produced
greater the aerial part, root and total biomass, as well as higher content and productivity of
total cardenolides. Blue LEDs favored both biomass production of the aerial part and
productivity of total cardenolides. Therefore, the method was linear, precise, exact, robust,
selective and reproducible, with ease of execution. The application of 6 kg m™? of chicken
manure in in vitro cultivation; the combination of 0.375 + 0.125 mg L™ of BAP + TDZ
supplemented to a MS culture medium; intensity and light shock with 139 pmol m? s™; and
blue LED in in vitro cultivation provided good conditions for the cultivation of the species,
with increments in the production of biomass and productivity of total cardenolides.

Keywords: UV spectrophotometry. Cytokines. LEDs. Digitalis compounds.
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1-INTRODUCAO GERAL

A demanda por plantas medicinais e aromaticas como matérias-primas para a
producdo de produtos farmacéuticos e agroalimentares, cosméticos naturais e perfumes tem
crescido nos Ultimos anos. Entretanto, a taxa de crescimento vegetativo e o teor dos produtos
naturais dos vegetais podem ser afetados, significativamente, pelas condi¢cbes ambientais sob
as quais as plantas sdo cultivadas. A disponibilidade de nutrientes e de luminosidade
representa um fator chave na determinagdo da taxa biossintética e acimulo de metabolitos
secundérios (ALVARENGA et al., 2015).

Sistemas de producdo organica tém apresentado um crescimento exponencial em
popularidade nos ultimos anos. Contudo protocolos para sistemas organicos na producdo
agricola de plantas medicinais sdo ainda carentes (SURRAGE et al., 2010). Na producéo de
plantas medicinais e aromaticas, estes tém se tornado quase obrigatorios, uma vez que
atualmente a maioria das grandes empresas de produtos farmacéuticos a base de plantas, tém
dado preferéncia a materiais vegetais que vém de culturas biodindmicas ou organicas
certificadas (FERRAZ et al., 2014).

Neste mesmo contexto, como o cultivo em condigdes naturais afeta a producédo de
metabolicos secundarios, devido sua dependéncia as condi¢Ges edafoclimaticas, estratégias de
producdo baseadas em métodos de cultura de tecidos vegetais tém sido estudadas para
melhorar a producdo de derivados quimicos especificos de grande interesse para a industria
farmacéutica (KREIS; HENSEL; STUHLEMMER, 1998; PEREZ-ALONSO et al., 2009;
VERMA et al., 2011).

Entre as técnicas de cultura in vitro, a micropropagacao € a mais largamente utilizada,
ja que fornece plantas geneticamente idénticas, em curto periodo de tempo, livre de infeccdes
e variacdes sazonais e somaclonais (SHEKHAWAT; SHEKHAWAT, 2010; ZUZARTE et al.,
2010). Além disso, por esse processo pode ocorrer direcionamento das vias biossintéticas, o
gue pode facilitar o aumento da taxa de metabolismo em comparacdo com plantas cultivadas
in vivo (NAIK; MANOHAR; MURTHY, 2011; RAO; RAVISHANKAR, 2002). No entanto,
para atender a estes objetivos diferentes estratégias, tais como a otimizacdo do meio de
cultura, a modificacdo genética, a selecdo de plantas altamente produtoras, a fonte de
explante, a presenca ou auséncia de fatores fisicos, quimicos ou bioldgicos necessitam de
avaliacdes (RODRIGUEZ-SAHAGUN et al., 2012).
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Espécies do género Digitalis sdo medicinalmente e economicamente importantes
porque sdo a principal fonte de cardenolideos, em especial, digitoxina e digoxina. Estas
substancias sdo empregadas no tratamento da insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC), pois
aumentam a forca das contragbes sistdlica e regulam o ritmo cardiaco (MULLER-URI;
KREIS, 2010; SALES et al., 2002). Além dos efeitos cardiotdnicos da digoxina e digitoxina,
estudos tém apontado serem agentes eficazes em quimioterapia de cancer, especialmente da
prostata e da mama (LOPEZ-LAZARO et al., 2003; NEWMAN; YANG; PAWLUS, 2008;
YEH et al, 2001). Recentes estudos também tém sugeridos atividade antiviral do
glicoevatromosideo contra cepas do herpes-virus simples 1e 2, substancia pertencente também
a classe dos cardenolideos (BERTOL et al., 2011).

O cultivo em campo das espécies de Digitalis € a principal fonte para obtencdo de
cardenolideos, mas varias limitacbes nesse método, como clima e solo, tem afetado a
producdo de material vegetal e metabdlico secundario pelas espécies (ALONSO et al., 2009).
Devido a importancia medicinal, objetivou-se avaliar o efeito no crescimento vegetativo e na
producdo de cardenolideos totais de Digitalis purpurea subsp. heywoodii cultivadas em vasos
com diferentes doses de adubacéo organica e de fatores fisicos e quimicos na sua propagacédo

in vitro.

2-REFERENCIAL TEORICO

2.1-Aspectos gerais da espécie

Membros do género Digitalis s&o medicinalmente importantes porque sdo a principal
fonte de glicosideos cardiacos, farmacos que aumentam a forca das contracGes sistolica e
regulam o ritmo cardiaco (MULLER-URI; KREIS, 2010). Este género pertencia a familia
Scrophulariaceae Juss., mas hoje € classificado como um género da familia Plantaginaceae
(SERRANO et al., 2014).

O nome Digitalis vem do latim que significa "dedo de uma luva", que se refere a
forma das flores. As espécies sdo nativas da Africa do Norte, Europa e partes da Asia com 0s
principais centros de diversidade no Mediterraneo Ocidental e Oriental. Todas as espécies de
Digitalis sdo ervas bienais ou perenes, raramente pequenos arbustos com folhas simples,
alternadas, que sdo muitas vezes dispostas em rosetas. A corola tubular cilindrica ou tubo-
globulosa é frequentemente contraida na base com limbo contendo dois labios. O labio

superior € geralmente mais curto que o inferior. As flores sdo zigomorfas e dispostas em
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racemos terminais. Suas bracteas variam em cor com a espécie, do roxo ao rosa, branco e
amarelo (BRAUCHLER; MEIMBERG; HEUBL, 2004; CLEMENTE et al., 2011).

O género Digitalis, vulgarmente conhecido como "dedaleira”, possui cerca de 20
espécies, incluindo D. ferruginea L. subsp. schischkinii, D. thapsi L.; D. trojana lIvan, D.
lanata Ehrh. e D. purpurea L., dentre outras. Apenas duas espécies, D. lanata e D. purpurea,
sdo economicamente importantes por serem altamente exploradas para atender a crescente
demanda de cardenolideos da industria farmacéutica (CLEMENTE et al., 2011).

Conforme citado por Serrano et al. (2014), Digitalis purpurea é representada por trés
subespécies: Digitalis purpurea L. subsp. purpurea var. purpurea, Digitalis purpurea L.
subsp. mariana (Boiss.) Rivas Goday e Digitalis purpurea subsp. heywoodii P. Silva & M.
Silva, sendo esta ultima endémica da regido portuguesa de Reguengos de Monsaraz. Segundo
Navarro et al. (2000) existem diferencas boténicas e fitoquimicas entre D. purpurea subsp.
heywoodii e D. purpurea.

A espécie Digitalis purpurea L. apresenta folhas oval-oblonga ou lanceolada, séssil ou
sustentada num peciolo alado, se organizam alternadamente formando rosetas na parte basal.
No segundo ano de vegetacdo surge um caule ereto que pode alcancar de 1,0-1,5 metros de
altura; sua inflorescéncia, disposta em racimo, apresenta coloracdo purpura claro, com calice
pentalobado e corola tubulosa; fruto ovoide capsular, bilocular, revestido de indumento de
pélos e glandulas pediceladas, e contém minusculas sementes (MOCHIZUKI, 2014; PATIL;
AHIRE; NIKAM, 2012; SILVA, 2012). A planta inteira é considerada téxica, incluindo as
raizes e sementes (PATIL et al., 2013).

A espécie apresenta grande variacdo no desenvolvimento da populacdo. Suas
sementes sdo consideradas ortodoxas e a germinacao € restrita a solo sem vegetacéo, por isso
frequentemente € encontrada em pastagens (HAY; PROBERT; COOMBER, 1997;
SLETVOLD; RYDGREN, 2007).

Sua propagacdo € feita por sementes em sementeira, com plantacdo definitiva na
primavera em terrenos nao calcareos, Umidos, fresco e sombrios (MOCHIZUKI, 2014,
SILVA, 2012). A colheita deve ser feita em dias secos, durante a tarde, momento em que
ocorre maior contetdo de heterosideos ativos; e, preferencialmente, no segundo ano de
vegetacdo, periodo em que ocorre o florescimento da planta e quando as folhas acumulam
maior teor de constituinte ativo. O processo de secagem deve ser rapido e utilizar

estabilizacdo a 80 °C para destruicdo da enzima digipurpuridase (MOCHIZUKI, 2014).
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D. purpurea spp. heywoodii P. Silva & M. Silva (Figura 1) apresenta folhas basais
oval-lanceoladas, densamente branco-lanosas, particularmente na parte inferior, com tricomas
compridos glandulares e tricomas curtos glandulares. As bracteas sdo lanceoladas,
ligeiramente mais longas ou mais curtas do que pedicelos. Pedicelos com indumento de
tricomas ndo glandulares tdo ou mais longos que o diametro do pedicelo e tricomas
glandulares mais curtos que o diametro do pedicelo. Sépalas pubescentes-glandulares, corola
35-42 mm, com escassamente pubescente no terco distal ou somente na margem, branco, por
vezes, COm a margem rosa, Com pontos roxos muito pequenos na parte inferior interna. Esta
subespécie de Digitalis é endémica de Portugal (Alto Alentejo) e Espanha (Badajoz, Cordoba,
Jaén - Provincia Luso-Extremadurense, Setor Marianico-Monchiquense) (VALDES;
TALAVERA; FERNANDEZ-GALIANO, 1987).

Figura 1- Habito de Digitalis purpurea subsp. heywoodii. A- Planta
florida. B- Plantas em estadio vegetativo cultivadas em vasos.

RS 7 c IS

Fonte: A-http://www.jelitto.com/Seed/Range+Of+Products/DIGITALIS+purpurea
+ssp+heywoodii+Portion+s.html. B- Do autor (2016).

2.2-Atividades biologicas da espécie

As espécies de Digitalis lanata e Digitalis purpurea sdo exploradas industrialmente
para a produgdo de digoxina e digitoxina, cardenolideos empregados clinicamente na
insuficiéncia cardiaca congestiva (PADUA et al., 2012). O uso de extratos de Digitalis no
tratamento de doencas cardiacas foi relatado pela primeira vez por William Withering em
1785 (WITHERING, 2014). Estima-se que cerca de 2,5 milhdes de brasileiros, 5 milhdes de
americanos e 15 milhGes em todo o mundo sofrem de insuficiéncia cardiaca (BRAGA,;
VIRIATO, 2010).


http://www.jelitto.com/Seed/Range+Of+Products/DIGITALIS+purpurea%20+ssp+heywoodii+Portion+s.html
http://www.jelitto.com/Seed/Range+Of+Products/DIGITALIS+purpurea%20+ssp+heywoodii+Portion+s.html
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Adicionalmente aos usos clinicos convencionais dos cardenolideos, recentes pesquisas
tém apontando outras atividades bioldgicas importantes para os extratos de folhas de Digitalis
spp. A maioria dos estudos relatou promissoras atividades biolégicas desses extratos, tais
como as atividades: antimicrobiana em D. lamarckii Ivan (BENLI et al., 2009); antioxidante
em D. lamarckii, D. trojana, D. davisiana e D. cariensis (CINGOZ; VERMA; GUREL,
2014); antitumoral em D. purpurea (JIN et al., 2011; LOPEZ-LAZARO et al., 2003) e na
maioria das espécies de Digitalis (KHAN et al., 2009; NEWMAN; YANG; PAWLUS, 2008).
A monodigitoxigenina, glicoevatromonosideo, predominante produzido em Digitalis
purpurea subsp. heywoodii foi relatado ser ativo contra cepas do virus do herpes humano
(BERTOL et al., 2011). Dentre estas atividades, a mais promissora aplicacdo dos compostos
digitéalicos tem sido no desenvolvimento de novas drogas contra diversos tipos de cancer.

Estes estudos iniciaram com Stenkvist e colaboradores que observaram que mulheres
sob terapia digitalica, apds mastectomia apresentavam 9,6 vezes menos recorréncia do aquelas
que ndo fizeram uso dessa terapia (STENKVIST et al., 1982). Depois disso, numerosos
estudos in vitro e in vivo verificaram estes achados iniciais em diferentes tipos de cancer
(KULIKOV et al., 2007; LOPEZ-LAZARO, 2007; MEKHAIL et al., 2006; MIJATOVIC et
al., 2006, 2007; NEWMAN; YANG; PAWLUS, 2008; PLATZ et al., 2011; WINNICKA,;
BIELAWSKI; BIELAWSKA, 2006). Conforme Verma et al. (2016), as descobertas recentes
sugerem que os derivados cardenolidicos, ativam fatores imunorreativos digoxin-like sendo
responsaveis pela regulacao da proliferacdo celular tumoral e normal humana.

Navarro et al. (2000) avaliaram o efeito cardiovascular de D. purpurea spp heywoodii
utilizando o extrato metandlico da planta em animais através da administracdo via
intragastrica, e observaram aumento na contracdo do atrio de coelhos; efeito diurético em
ratos, com ligeiro aumento na excre¢édo de sddio e atividade emética em pombos.

Estudo realizado por Oh et al. (2005) demonstrou o potencial terapéutico do
purpureasideo A, um glicosideo feniletanodide, isolado de D. purpurea. Este cardenolideo
suprimiu a producdo induzida de lipopolissacarideo (LPS) de éxido nitrico (molécula
considerada prejudical no processo de inflamacdo) em macrofagos, por inibir a ativacdo de
AP-1, um fator de transcricdo que regula a formacdo de proteinas pré-inflamatdrias em
macrofagos ativos durante processos inflamatorios.

Lopez-Lazaro et al. (2003) demostraram a atividade citotoxica in vitro de D. purpurea
L. subsp. heywoodii, em trés linhagens de células cangerigenas humanas resistentes: TK-10

(adenocarcinoma renal), MCF-7 (adenocarcinoma de mama) e UACC-62 (melanona
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maligno). O extrato metandlico feito a partir de folhas da planta foi capaz de induzir a
apoptose nessas linhagens celulares. Atividade biolégica similar também foi demostrada pelos
compostos gitoxina e gitoxigenina.

Trenti et al. (2014) também testaram o efeito anticancerigeno do glicosideo
cardiotbnico ouabaina, em duas linhagem de células humanas com cancer de pulmao: a A549
e H1975. Esses autores verificaram que a ouabaina modula quinases de sinalizacdo multiplas
em células como JNK (c-Jun N-terminal Cinase) e AMPK (Proteina Cinase Ativada por
Adenosina Monofosfato), levando a morte celular autofagica. A ativacdo do JNK pareceu ser
essencial para a inducdo de autofagia pela ouabaina, ja que a inibicdo de JNK é suficiente para
prevenir a morte celular. Assim, considerando sua citotoxicidade em células cancerigenas, 0s
glicosideos cardiacos e seus derivados representam forma promissora de quimioterapia
especifica contra o cancer.

O efeito citotoxico foi demonstrado por Rocha et al. (2014), em células HelLa e
RKOAS45-1, através da adicdo de um grupo estireno ao anel lactona da digoxina, para se
obter 21-benzilideno digoxina (21-BD), esse sintetico foi capaz de melhorar a Na, K-ATPase
em células intactas, além de reduzir a viabilidade celular via apoptose para o cancer, e
aumentar a impermeabiliade das jungdes de células epiteliais. A modificacdo quimica da
digitoxina com o0 grupo estireno mostrou potencial de fornecer compostos com novas
propriedades que poderiam resultar beneficios no tratamento do cancer e outras doencas nas
quais ocorre a proliferacéo celular.

Outras atividades biologicas das espécies de Digitalis e de seus compostos
cardenolideos também foram demonstradas em diversos estudos. Os efeitos protetores de
toxidade hepatica e antioxidante do acteosideo, um glicosideo feniletandide, foram
observados por Lee et al. (2004), em figados de camundongos, administrado por via
intraperitoneal com soro fisiolégico. O tratamento com acteosideo protegeu uma possivel
hepatotoxidade induzida pela administracédo de tetracloreto de carbono, impedindo o aumento
da atividade enzimatica de alanina e aspartato aminotransferase, a formacdo de
malondialdeido hepéatica e o teor de glutationa reduzida, e a eliminacdo de radicais
superéxidos.

Portanto, derivados cardenolidicos presentes em plantas de Digitalis spp séo
responsaveis por diversas atividades bioldgicas, demonstrando o grande potencial medicinal

desse género.
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2.3- Quimica dos heterosideos digitalicos do género e da espécie

Os heterosideos digitalicos compreendem uma grande familia de compostos de origem
natural, com uma consideravel diversidade estrutural (DEWICK, 2009; RAHIMTOLA; TAK,
1996). O primeiro constituinte, responsavel pela atividade bioldgica da planta, a ser isolado
foi a digitalina, em 1867, por Nativelle. No ano de 1922 ja haviam sido descobertos os
compostos digitoxina, digitonina, digitalinum verum e a gitoxina. Mas foi com Stoll, em
1927, que foram isolados os heterosideos puros, sendo este um marco historico dos trabalhos
com D. purpurea. Posteriormente, conseguiu-se 0 mesmo com outras espécies de Digitalis
(SILVA, 2012).

Os heterosideos digitéalicos sdo caracterizados por um nucleo esteroidal com seus anéis
posicionados em cis-trans-cis, possuindo um grupo 14p-hidroxila e a substituicdo do C-17f
por um anel lactdnico pentagonal a,f insaturado. Na posi¢do 3f esta ligada uma cadeia lateral
de agUcar com até cinco unidades de carboidrato, contendo glicose e varios agucares raros de
6-desoxi, 2,6-didesoxi e 6-desoxi-3-metoxi, tais como D-fucose, D-digitoxose ou D-
digitalose. De acordo com sua genina eles sdo divididos em 6 séries, nomeadas de A a F,
conforme a Figura 2 (KREIS; HENSEL; STUHLEMMER, 1998). As agliconas esteroidais ou
geninas sdo de dois tipos: cardenolideos (esqueleto carbdnico contendo 23 atomos de
carbono) ou bufadienolideo (esqueleto carbdnico contendo 24 atomos de carbono). O anel
lactdnico de 5 membros € 0 que caracteriza a genina dos cardenolideos, sendo seu homdlogo
caracterizado pela presenca de um anel lacténico duplamente insaturado de 6 membros na
mesma posicdo do anel esteroidal (DEWICK, 2009). Devido a estrutura quimica complexa
sua sintese quimica em escala industrial € inviavel. Dessa forma, eles sdo obtidos de folhas de
espécies de Digitalis, cuja concentracao varia de 0,5% a 1,5% (LUCKNER; WICHTL, 2000).
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Figura 2- Estruturas quimicas das seis diferentes séries e dos diferentes
acucares comuns dos heterosideos digitalicos.

Genina digitalica R; R, Série
Digitogenina H H A
Gitoxigenina H OH B
Digoxigenina OH H C
Diginatigenina OH OH D
Gitaloxigenina H OCHO E
Oleandrigenina H OCOCH;3; F
HsC 0
HO N 0 OH v -
HO
OH OH
B-D-glicose B-D-digitoxose
HO HO
HsC 0 & o HsC 0
HO OH H;CO OH MOH
OH OH OH
B-D-fucose B-D-digitalose B-D-quinovose

Fonte: Kreis, Hensel e Stuhlemmer (1998).

A espécie Digitalis lanata apresenta cerca de 0,9-1,5% de cardenolideo total em seu
peso seco, sendo 0s principais constituites o lanatosideo C, lanatosideo A, glicolanadoxina,
digitalinum verum, glicogitorosideo, glicoverodoxina e glicoevatromonosideo (CLEMENTE

et al., 2011). Analise por CLAE-UV em extratos de Diginalis lanata micropropagadas
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detectaram a presenca de digoxigenina, deacetillanatosideo C, lanatosideo C, digoxina (série
C), digitoxigenina, desacetil-lanatosideo A e digitoxina (série A) (VELA et al., 1991).

Estudo recente com propagacéo in vitro de brotos e regeneracdo de plantulas via calos
demonstrou a presenca de purpureaglicosideo A, glicoevatromonosideo, lanatosideo A,
digitoxina, evatromonosideo, a-acetildigitoxina em D. mariana subsp. heywoodii (KREIS;
HAUG; YUCESAN, 2015).

Em D. purpurea podem ser encontrados cerca de 30 tipos de cardenolideos diferentes,
e o teor total depende da idade da planta. Em folhas secas com 1 ano de idade em estadio
vegetativo pode-se acumular aproximadamente de 0,4-1% de cardenolideos totais; enquanto
que no estadio de florescimento o acimulo gira em torno de 0,3-0,8% de cardenolideos totais
na matéria seca das folhas. Os principais cardenolideos encontrados na espécie sao
purpureaglicosideo A, glicogitaloxina e purpureaglicosideo B. Podendo-se encontrar também,
mas em pequenas quantidades, outros compostos digitalicos, como o digitalinum verum,
glicoverodoxina, digitoxina, gitaloxina, gitoxina, glicoevatromonosideo, glicolanadoxina,
glicogitorosido, estropsideo, verodoxina e glicogitaloxigenina bis-digitoxosideo, além de
antranoides, saponinas, digitanol e outros compostos secundarios (CLEMENTE et al., 2011).
Oh et al. (2005) isolaram, a partir das folhas de D. purpurea, quatro glicosideos feniletanoides
diferentes: purpureasideo A, desramnosil acteosideo, calceolariosideo B e plantainosideo D.
Jin et al. (2011), também isolaram e elucidaram a estrutura quimica de dois novos glicosideos
fenilatanoides na espécie, purpureasideo D e purpureasideo E.

A presenca de glicosideos cardiotonicos em folhas D. purpurea subsp. heywoodii foi
descrito em 1963, com o isolamento de oito compostos: lanatosideo A, lanatosideo B,
purpureaglicosideo A, purpureaglicosideo B, glicoevatromonosideo, glicolanatosideo,
digitalium verum e estrospesideo (DANIEL, 2006; NAVARRO et al., 2000). A estrutura
quimica dos cardenolideos digitalicos isolados de D. purpurea subsp. heywoodii estdo

representadas na Figura 3.



Figura 3- Estruturas quimicas de cardenolideos isolados de D. purpurea

subsp. heywoodii.
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Fonte: Daniel (2006), Kreis, Haug e Yiicesan (2015) e Navarro et al. (2000).
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2.5- Microprapagacéao e o cultivo in vitro de Digialis spp

O cultivo em campo de Digitalis apresenta vérias limitacbes, como a coleta
indiscriminada das espécies que constitui uma séria ameaca a existéncia das populacdes
selvagens, especialmente quando as plantas sdo colhidas bem antes da maturacdo das
sementes. Além disso, a propagacdo natural através de sementes apresenta taxas de
germinacdo muito baixas, e ndao permite uma producdo eficiente de nimero de plantas
(VERMA et al., 2016).

A micropropagacdo € um processo biotecnoldgico altamente vidvel que proporciona
plantas geneticamente idénticas e réapida propagacdo, além de permitir o controle do
crescimento  vegetativo e desenvolvimento, bem como a biossintese de metabdlitos
secundarios in vitro (CORDUK; AKI, 2010; GHANEM et al., 2010; PATIL et al., 2013;
SALES et al., 2002). No entanto, para atender a estes objetivos & necessario avaliar diferentes
parametros que controlam a morfogénese e 0 metabolismo in vitro, tais como a otimizacdo do
meio de cultura, reguladores de crescimento, regimes de luz, temperatura, dentre outros
(RODRIGUEZ-SAHAGUN et al., 2012). O estabelecimento de um protocolo de cultura de
tecidos € uma etapa decisiva para as espécies de Digitalis, principalmente para as bienais,
uma vez que, no cultivo a longo prazo, essas plantas em campo aberto ndo conseguiram
germinar no final do segundo periodo de vegetacdo (VERMA et al., 2014). Mas, varios
protocolos envolvendo o género Digitalis tem sido desenvolvidos (VERMA et al., 2012).

Os reguladores de crescimento influenciam sobremaneira o crescimento e
desenvolvimento in vitro. O crescimento e a morfogénese in vitro sdo fatores regulados pela
interacdo e balango dos reguladores de crescimento existentes no meio de cultura,
principalmente auxinas e citocininas (GEORGE; SHERRINGTON, 1984), além da influéncia
enddgena.

As citocininas sdo reguladores de crescimento que pertencem ao grupo de substancias
gue promovem a divisdo celular, e sua origem esta relacionada com a adenina. Quimicamente
sdo compostas por um anel adenilico prenilado. Na cultura de tecidos elas sdo usadas para
promover a inducdo de brotos adventicios a partir de calos ou gemas axilares ou apicais (CID,
2010). No entanto, o tipo e a concentracdo das citocininas utilizadas no meio de cultura séo
essenciais para um bom resultado no cultivo in vitro (LEITZKE; DAMIANI; SCHUCH,
2010). O BAP, cuja cadeia lateral isoprenoide foi substituida por um anel benzénico, ¢é a

citocinima mais utilizada na micropropagacao. O TDZ é uma feniltiadiazoluréia que também
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pode agir como citocinina, e vem tornando-se eficaz na multiplicacdo de diversas espécies
(CID, 2010; FLORES et al., 2009; SILVA et al., 2008). Segundo Fatima et al. (2009), o BAP
é a citocinina que tem mostrado melhores resultados em Digitalis. A Figura 3 apresenta as

estruturas quimicas das citocininas BAP e TDZ.

Figura 4- Estrutura quimica das citocininas BAP e TDZ.
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Fonte: http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/p6186?lang=pt&region=BR.

Diversos trabalhos estudaram a composicdo e a concentracdo de reguladores de
crescimento, presentes no meio de cultura, e seus efeitos na diferenciacdo e morfogénese dos
explante de Digitalis, bem como o teor de cardenolideos sintetizados por eles. Cacho et al.
(1991) investigaram os efeitos das auxinas: 2,4-D, ANA e AIA, isoladamente e em
combinagdo com cinetina ou BAP em potencial regenerativo de folha, de raiz e de hipocétilo
de explantes D. thapsi. Os resultados indicaram que a aplicacdo de 2,4-D, ANA ou BAP
aumentou a formacéo de calos; no entanto, combinagdes de ANA com cinetina ou BAP foram
mais eficazes para a organogénese em explantes oriundos de hipocétilo. Onisei, Amariei e
Toth (1992) propagaram brotacdes de D. lanata e D. purpurea em meio MS suplementado
com diferentes reguladores de crescimento. A resposta destas duas espécies em termos de
organogénese foi similar, mas a capacidade de regeneracdo de D. purpurea foi ligeiramente
mais rapida do que D. lanata. A taxa de sobrevivéncia em D. lanata foi de apenas 65-70%
apos aclimatacdo, em comparacdo com 95-98% para D. purpurea. Bosila et al. (2003)
investigaram a influéncia de diferentes explantes (brotacdes terminais, folha, hipocotilo e raiz)
de D. lanata em meio MS contendo 5,0 mg L™ de 2,4-D e 0,5 mg L™ de BAP. Os autores
observaram alta inducéo e producéo de cardenolideo em calos derivados de explantes foliares.

Fatima et al. (2009) relataram o efeito de reguladores de crescimento na inducédo de calos, o
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crescimento de calos e regeneracéo de rebentos de D. lanata. O resultado indicou que houve
indugdo de calo, nos tratamentos contendo 6,0 mg L™ de ANA e 3,0 mg L™ de BAP, mas a
combinacdo de citocininas (BAP e cinetina) a 0,5 a 3,0 mg L™ com ANA aumentou o
crescimento dos calos. Por outro lado, a regeneracdo de brotos foi melhor no meio MS
contendo 6,0 mg L™ de BAP. Gurel et al. (2011) demonstraram a regenerago in vitro de D.
davisiana e a producdo de glicosideo cardiotdnico. Seis tipos diferentes de meios de cultura
foram avaliados. O meio LS suplementado com 0,5 mg L™ de TDZ e 0,25 mg L™ AIA foi 0
mais eficiente para a producdo de brotacdes, especialmente quando explantes de hipoc6tilos
ou foram utilizados.

A luz é outro fator chave que altera o desenvolvimento das plantas, devido seu
impacto sobre a morfogénese. Diferentes regimes de luz causam mudancas fisioldgicas e
morfologicas nas plantas, e seu potencial vai depender de sua adaptacdo a essas condicoes
(RESENDE et al., 2011). Entre as varias condicdes de cultura, o regime de luz, incluindo a
intensidade e os espectros de luz tém sido apontados por ser um dos fatores que influenciam o
acumulo de metabolitos secundarios. Em ambientes controlados é possivel alterar a qualidade
(comprimentos de onda distintos), a intensidade (densidade de fluxo de fotons) e o regime de
luz (fotoperiodo) (SAEZ et al., 2013).

Diodos emissores de luz (LEDs) estdo sendo amplamento utilizados em culturas de
tecidos e células vegetais em substituicdo as lampadas fluorescentes comuns, pois esta é
composta por varios comprimentos de ondas desnecessarios para a promocao de crescimento
de determinadas espécies, enquanto que as LEDs apresentam um unico comprimento de onda
(LEE et al., 2007, 2014; LIN et al., 2013).

Estudos sdo necessarios para se conhecer o sistema de luz adequado para se aplicar a
finalidade desejada, como inibicdo da parte aérea e crescimento das raizes, formacdo e
crescimento de plantulas, producdo de metabdlitos secundarios, dentre outros fatores (KIM et
al., 2004; LIAN; MURTHY; PAEK, 2002). A importancia da fonte de luz em culturas in vitro
tem sido avaliada em diferentes espécies de plantas (ADIL; ABBASI; KHAN, 2015;
AHMAD et al, 2014; ALI; ABBASI, 2014; ALVARENGA et al., 2015; ANASORI;
ASGHARI, 2009; CHRISTOPHE; MOULIA; VARLET-GRANCHER, 2006; HAHN;
KOZAI; PAEK, 2000; LEICHT; SILANDER, 2006; SHIN et al., 2008; TARIQ; ALI;
ABBASI, 2014; WANG et al., 2001).

Estudos tem relatado uma correlacdo positiva entre luz, teor de clorofila e producéo de
cardenolideos em Digitalis purpurea e Digitalis lanata (EISENBEIB; KREIS; REINHARD,
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1999; HAGIMORI; MATSUMOTO; OBI, 1982; OHLSSON; BJORK; GATENBECK, 1983;
REINHARDT; BOY; KAISER, 1975). No entanto, ndo ha estudos na literatura com regimes
luminosos para o cultivo in vitro de D. purpurea L. subsp. heywoodii.

2.6- Adubacéo orgéanica

A disponibilidade de nutrientes representa um fator chave na determinagdo da taxa
biossintética e acumulo de metabolitos secundarios (ALVARENGA et al., 2015). Sabe-se que
macro e microelementos desempenham papéis essenciais no crescimento e desenvolvimento
das plantas e estdo envolvidos em numerosos processos fisioldgicos, incluindo a respiracao,
fotossintese e a formacdo da parede celular. Estes nutrientes fornecem os cofatores requeridos
por numerosas enzimas do metabolismo primario e secundario e, a disponibilidade limitada
ou auséncia de um elemento, podem induzir a alteracbes na biossintese e/ou capacidade
catabdlica do metabolismo vegetal (FIGUEIREDO et al., 2008). Os efeitos da fertilizacdo
organica e/ou quimica em plantas medicinais tém sido demonstrados para diversas espécies de
plantas (ALVARENGA et al., 2015; BUCHWALD et al., 2015; CHAGAS et al., 2011;
CORREA et al., 2010; COSTA et al., 2013; DAHMARDEH, 2012; FERRAZ et al., 2014;
IBRAHIM et al., 2013; KOZERA; MAJCHERCZAK, 2011; PANDEY; PATEL; PATRA,
2015; TAIE; SALAMA; RADWAN, 2010).

Sistemas de producdo organica tém apresentado um crescimento exponencial em
popularidade nos ultimos anos. Contudo protocolos para sistemas organicos na producdo
agricola de plantas medicinais sdo ainda escassos (SURRAGE et al., 2010). Na producéo de
plantas medicinais e aromaticas, estes tem se tornado quase obrigatorios, uma vez que
atualmente a maioria das grandes empresas produtoras de produtos farmacéuticos a base de
plantas, tém dado preferéncia a materiais vegetais que vém de culturas biodindmicas ou
organicas certificadas (FERRAZ et al., 2014).

A matéria organica do solo ¢é oriunda de residuos de plantas e de animais em fases de
decomposicdo. Ela atua como reserva de nitrogénio e outros elementos considerados
essenciais para as plantas. Os residuos organicos contém quantidades variaveis de elementos
minerais, que tornam-se disponiveis as plantas a medida que se decompdem (LOPES, 1998).
No entanto, esses nutrientes sdo liberados a planta de forma gradual, o que torna uma
vantagem, pois se forem imediatamente disponibilizados, como ocorre com os fertilizantes

quimicos, podem ocorrer perdas por volatilizacdo, fixagdo ou lixiviagdo (MAIA et al., 2008).
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Dentre as vantagens da fertilizacdo organica citam-se a manutenc¢do da umidade, da fertilidade
e da estrutura fisica do solo, o favorecimento do controle microbioldgico e a dindmica de
nutrientes, o que afeta favoravelmente nos rendimentos da producédo vegetal (CHAGAS et al.,
2011).

Dentre os residuos organicos utilizados, a conversao de cama de frango/residuos de
esterco de aves em fontes de nutrientes organicos para o cultivo de plantas oferece uma opcéo
comercialmente viavel para melhorar o rendimento da cultura e gerir a eliminagdo segura de
residuos perigosos (PANDEY; PATEL; PATRA, 2015).

A producdo de glicosideos cardiotonicos por Digitalis tem varias limitacGes pela
agricultura tradicional, sendo enormemente influenciada pelas condig¢des de solo (ALONSO
et al., 2009). Desse modo, a adubacdo organica pode ser uma alternativa ao cultivo
convencional, pois além de melhorar a estrutura bioldgica, fisica e quimica do solo, ainda
fornece uma nutricdo adequada (COSTA et al., 2013). Pode também exercer funcdo de
corretivo do solo, combinando-se com alguns elementos em excesso, para neutralizar ou
reduzir seus efeitos toxicos nas plantas (ROSAL; PINTO; BRANT, 2009).

No que tange a estudos de fertilizacdo com espécies de Digitalis, apenas um estudo foi
encontrado na literatura. Kozera e Majcherczak (2011) avaliaram os teores e as razoes
molares de macronutrientes em folhas de Digitalis lanata Ehrh. cultivadas sob diferentes
doses de fertilizacdo mineral. No geral, a utilizacdo de diferentes propor¢des de NPK induziu
um aumento significativo no conteudo de nitrogénio, fosforo e potassio totais, mas reduziu a
concentracdo de sdédio nas folhas da dedaleira quando comparadas ao controle. Apos as
fertilizacOes, as razdes K:Ca e K:Na nas folhas foram significativamente aumentadas e a
relacdo Ca:P foi diminuida. Valores altamente significativos foram observados para a relacdo
K:(Mg+Ca) nas folhas ap0s aplicacdo de 80 kg N + 34,96 kg P + 99,6 kg K (214,6 kg NPK,
dose intermediaria) e 120 kg N + 52,44 kg P + 149,4 kg K (321,8 kg NPK, maior dose). A
relacdo Ca:Mg foi claramente diminuida em comparacdo ao controle apds o uso da menor
dose avaliada (40 kg N + 17,48 kg P + 49,.8 kg K = 107,3 kg NPK). No entanto, os autores
ndo avaliaram a influéncia dessas adubagdes nos parametros de crescimento e nos teores de
cardenolideos. Devido a importancia de D. purpurea subsp. heywoodii como fonte de
cardenolideos e, principalmente de gluevatromonosideo, a influéncia de tipos e doses de

adubacdo organica no crescimento vegetativo e producdo de cardenolideos deve ser avaliada.
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2.6-Validagdo de métodos analiticos

Para aplicar um método analitico a um produto diferente, devem ser considerados
estudos de validacdo apropriados com a matriz do novo produto. Validacdo de um método
analitico € o processo de demonstrar que um procedimento analitico € adequado para o seu
fim. Esse entendimento é obtido a partir de estudos cientificamente baseados em métodos de
desenvolvimento e otimizagdo (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION - FDA, 2014).

Os parametros para validacdo de métodos tém sido definidos em diferentes grupos de
trabalho de organizagdes nacionais ou internacionais. Infelizmente, algumas definicdes séo
diferentes entre as diversas organiza¢fes. Uma tentativa para harmonizar estas diferencas foi
feita para aplicagdes farmacéuticas, através da ICH (“International Conference on
Harmonization”), na qual representantes das industrias e agéncias reguladoras dos EUA,
Europa e Japdo definiram parametros, requerimentos e, em alguns casos, tambem
metodologias para validagdo dos métodos analiticos (RIBANI et al., 2004). A norma Q2(R1),
“Validation of analytical procedures: text and methodology” da ICH recomendada utilizar
para 0 processo de validacdo o0s seguintes parametros: especificidade e seletividade,
linearidade, precisdo, limite de deteccdo (sensibilidade), limite de quantificacdo, exatiddo e
robustez (INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONISATION - ICH, 1996). No
Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) regulamenta a validacdo de
métodos analiticos através da RE n° 899, que recomenda 0S mesmos parametros, cujas
analises sdo requeridas pelas autoridades de salde brasileiras para o registro de produtos
fitoterapicos (BRASIL, 2003, 2014).

A especificidade/seletividade corresponde a capacidade de deteccédo de substancias; a
linearidade é utilizada para verificar se 0 metodo esta gerando resultados lineares, que devem
ser proporcionais a concentracdo do analito; a exatiddo verifica o quanto o valor real do
analito na amostra estd em concordancia com o valor estimado pelo processo analitico; a
precisdo vai avaliar quao proxima estdo as varias medidas efetuadas na mesma amostra; o
limite deteccdo refere-se a menor concentracdo do analito que pode ser detectada; o limite de
quantificacdo é a menor concentracdo do analito quantificada na amostra; e a robustez é a
capacidade do método em néo sofrer alteracbes mesmo em pequenas variagcdes nos parametro
analiticos (BRITO et al., 2003).

As técnicas mais utilizadas nas andlises qualitativas e quantitativas de amostras

vegetais sdo cromatografia em fase gasosa (CG), cromatografia liquida de alta eficiéncia
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(CLAE) e eletroforese capilar (EC) (NAVES et al., 2014). No entanto, o0 método de
determinagéo quantitativa por espectrofotometria no UV-Vis ainda se destaca entre estas, por
ser uma técnica de baixo custo, de facil manuseio, répida e muito adequada as rotinas
laboratoriais (ALVES et al., 2015; NAVES et al., 2014).
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ARTIGO 1

VALIDACAO ANALITICA E QUANTIFICACAO DE CARDENOLIDEOS
TOTAIS DE Digitalis purpurea subsp. heywoodii CULTIVADA EM DIFERENTES
DOSES DE ADUBACAO AVICOLA

RESUMO: Digitalis purpurea subsp. heywoodii (Plantaginaceae), é uma planta medicinal
produtora do cardenolideo glicoevatromonosideo, com grande potencial contra o virus do
herpes humano. Condic¢bes nutricionais de solo influenciam grandemente a producdo de
principios ativos em plantas medicinais. Objetivou-se validar o método analitico para a
quantificacdo de cardenolideos totais de Digitalis purpurea subsp. heywoodii sob diferentes
doses de esterco avicola, além de avaliar os efeitos dessa adubacéo na producédo de biomassa
pela espécie. O experimento foi composto da mistura de solo + areia 2:1, acrescidos das doses
de 0,0 (controle); 1,5; 3,0; 6,0; 9,0 e 12,0 kg m™ de adubo. Ap6s 120 dias avaliaram-se o
namero de folhas, biomassa seca de folhas, raizes e total, relacdo raiz/parte aérea, teor e
produtividade de cardenolideos totais. Um método analitico por espectrofotometria no
UV/Vis foi validado para o doseamento de cardenolideos totais, expressos em equivalentes
em B-metilgitoxina (%). O método se mostrou seletivo a 494 nm, por ndo ter apresentado
absorcdo significativa em solucdo de leitura sem adicdo do reagente de coloracdo, sendo
linear na faixa de 0,025 a 0,125 mg/mL, R?=0,9994. Apresentou precisio inter-dia (DPR =
3,26%) e intra-dia (DPR = 3,58%), sendo considerado exato com recuperacdo média de
98,05% e robusto para o tempo de reacdo de 25 min e frente a pequenas variacdes no
comprimento de onda de leitura. As doses que melhor proporcionaram ndmero e ganho de
biomassa foliar foram as de 6 kg m™ e 9 kg m™. A auséncia de adubo m proporcionou melhor
ganho de biomassa pela raiz e uma maior relacdo R/PA. Plantas ndo adubadas apresentaram
maiores teores médios de cardenolideos, com 0,924% + 0,001, seguida da dose de 6 kg m?,
com 0,843% = 0,006, com uma diferenca de apenas 0,081% na producdo. Portanto, o0 método
de quantificacdo de cardenolideo por espectrofotometria a 494 nm, mostrou-se linear, preciso,
exato, robusto, seletivo e reprodutivel, e com facilidade de execucdo. O uso de 6 kg m? de
esterco de galinha proporciona maior ganho de biomassa foliar e produtividade de
cardenolideos totais em Digitalis purpurea subsp. heywoodii.

Palavras-chave: Plantaginacea. Planta medicinal. Principio ativo. Espectrofotometria no UV.
1- INTRODUCAO
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As espécies do género Digitalis, conhecidas popularmente como dedaleira, s&o plantas
medicinais da familia Plantaginaceae, comumente utilizadas no tratamento de insuficiéncia
cardiaca e arritimias, devido a presenga dos cardenolideos digitoxina e digoxina (KREIS;
HAUG; YUCESAN, 2015). Estudos com plantas desse género, incluindo Digitalis purpurea
subsp. heywoodii tém sugerido outros usos medicinais, em especial na oncologia e na
virologia (BERTOL et al., 2011; LOPEZ-LAZARO, 2003; NAVARRO et al., 2000).

Os glicosideos cardiotdnicos sdo compostos esteroidais complexos, e sua sintese
quimica é considerada economicamente inviavel, assim sua obtencdo ainda depende do
cultivo em campo das espécies de Digitalis (GHANEM et al., 2010; PATIL et al., 2013). No
entanto, as producdes de biomassa vegetal e glicosideos cardiotdnico por Digitalis tém varias
limitagdes através da agricultura tradicional, sendo grandemente influenciada pelas condicGes
de solo (ALONSO et al., 2009).

A adubacdo organica & preferencialmente recomendada para o cultivo de plantas
medicinais. Este sistema de producdo tem se tornado quase obrigatérios para estas espécies,
uma vez que atualmente a maioria das grandes empresas produtoras de produtos
farmacéuticos a base de plantas, tém dado preferéncia a materiais vegetais que vém de
culturas biodindmicas ou orgénicas certificadas (FERRAZ et al., 2014). Porém, a dosagem
utilizada € essencial para um bom desenvolvimento da planta, pois deficiéncia ou excesso
podem influenciar na producédo de biomassa e quantidade de principios ativos (MAIA et al.,
2008; SODRE et al., 2012).

As respostas das plantas medicinais aos efeitos da adubacéo organica na producdo de
biomassa vegetal e principios ativos sdo variaveis para cada espéecie (BRANT et al., 2010;
BRITO et al.,, 2015). Apenas um estudo de fertilizacdo com Digitalis foi encontrado na
literatura. O estudo desenvolvido por Kozera e Majcherczak, (2011) avaliaram os teores e as
razdes molares de macronutrientes em folhas de Digitalis lanata Ehrh. cultivadas sob
diferentes doses de fertilizacdo mineral. No entanto, os autores ndo avaliaram a influéncia
dessas adubacgdes nos parametros de crescimento e nos teores de cardenolideos.

No que tange as técnicas modernas de analises de produtos naturais, o método de
determinacdo quantitativa por espectrofotometria no UV-Vis ainda se destaca entre outras,
por ser uma técnica de baixo custo, de facil manuseio, rapida e muito adequada as rotinas
laboratoriais (ALVES et al., 2015; NAVES et al., 2014). No entanto, para garantir que um
método analitico gere informacBes confidveis sobre a amostra, ele deve sofrer uma avaliacdo

denominada validagdo, a fim de garantir que medicGes em analises de rotina sejam 0 mais
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proxima possivel de um valor verdadeiro desconhecido, com o teor do analito na amostra
(GONZALEZ; HERRADOR, 2007). No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria-
ANVISA estabelece rigorosos pardmetros a serem seguidos para a validacdo de métodos
analiticos, descritos na Resolugdo n° 899/2003 (BRASIL, 2003).

Digitalis purpurea subsp. heywoodii é uma espécie pouco estudada (NAVARRO et
al., 2000), ndo havendo relatos do uso de adubacéo orgénica para seu cultivo. Dessa forma
objetivou-se validar o método analitico para a quantificacdo de cardenolideos totais de
Digitalis purpurea subsp. heywoodii sob diferentes doses de esterco avicola, além de avaliar

os efeitos dessa adubagdo na producdo de biomassa pela espécie.

2-MATERIAL E METODOS
2.1 Anélises quantitativas de cardenolideos: validagéo analitica do método
2.1.1 EQUIPAMENTO E REAGENTES

As leituras de absorcdo molecular no ultravioleta foram mensuradas em
espectrofotobmetro TECAN Infinity® M200 PRO operado pelo software I-control® versao
3.37. A substancia de referéncia utilizada nos ensaios foi a B-metildigitoxina, com grau de
pureza de 97% (CLAE).

2.1.2 EXTRACAO DE CARDENOLIDEOS

A extracdo de cardenolidios seguiu o protocolo proposto por Kreis, Haug e Yiicesan
(2015), com modificacdes. Folhas secas em estufa ventilada a 70°C foram pulverizadas em
micromoinho de facas. Uma massa de cerca de 100 mg de folhas pulverizadas foram extraidas
com 1 mL de etanol a 70% (v/v) a 70 °C por sonicacdo, empregado-se 1 ciclo initerrupto de
30 min. Apos esse periodo, o extrato ficou por 5 min em gelo, e entdo microcentrifugado a
13000 g por 10 min e, ao sobrenadante foram adicionados 300 pl de acetato de chumbo a 15%
(p/v). Apobs incubacdo de 5 minutos a temperatura ambiente, as amostras foram novamente
microcentrifugadas. Uma vez removido o precipitado, 200 pL de solucdo aquosa de fosfato
monossddico (Na,HPO,) a 10% (p/v) foram adicionados ao sobrenadante, e, em seguida,
microcentrifugado. O sobrenadante foi transferido em partes iguais para dois microtubos e a
eles adicionado 1 mL de cloroférmio:isopropanol (3:2 v/v) e centrifugado a 13000 g durante 5

min. A fase inferior foi transferida para um baldo e, entdo rotaevaporada até secura.
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2.1.3 REACAO DE COLORACAO E LEITURA DAS ABSORBANCIAS

Para a determinacdo quantitativa dos cardenolideos foi adicionado ao residuo da
extragdo (item 2.1.2) um volume de 2 mL de metanol, seguido de sonicagdo até dissolucéo
completa (1-2 min). A solugdo metanolica foi transferida para um baldo volumétrico de 10
mL, e em seguida, adicionou-se 5 mL de reagente de Baljet (95 mL de acido picrico a 1% + 5
mL de solucdo aquosa de NaOH a 10%), dado que os glicosideos digitalicos desenvolvem
uma coloracdo laranja avermelhada com esse reagente, devido a presenga de um anel y-
lactonico insaturado em sua estrutura (BELL; KRANTZ, 1950), completando-se o volume
com metanol. Ap6s 20 minutos de reacéo, as leituras a 494 nm foram determinadas, frente ao
branco. O branco foi obtido transferindo-se 5 mL de reagente de Baljet para um baldo
volumétrico de 10 mL e completando-se o volume com metanol.

Para cada solucdo elaborou-se uma solucdo de compensagdo misturando-se 2 mL de
solugdo metandlica da amostra obtida conforme descrito anteriormente, e diluindo para 10 mL
com metanol. As leituras das absor¢Ges a 494 nm das solucdes de compensacdo foram
mensuradas frente ao metanol. O valor de absorbancia obtido para a solugdo de compensacéo

foi entdo subtraido da leitura obtida para a amostra. Os ensaio foram realizados em triplicata.

2.1.4 VALIDACAO ANALITICA

A validacdo do método para a determinacdo do teor de cardenolideos totais, expresso
em B-metildigitoxina, foi realizada de acordo com os parametros e especificacbes da
International Conference on Harmonization (ICH, 1996) e da RE n° 899 de 29 de maio de
2003 da ANVISA (BRASIL, 2003). Foram avaliados os parametros de seletividade,
linearidade, precisdo, exatidao, robustez, limite de deteccdo e limite de quantificacao.
Seletividade: A seletividade do método foi avaliada a partir dos espectros de absorcao
molecular no ultravioleta a 494 nm das soluc@es de leitura com e sem a adicdo do reagente
Baljet. Para atestar a seletividade do método a solucdo de leitura sem Baljet ndo deve
apresentar absorcdo significativa no comprimento de onda da leitura.

Linearidade: Foram construidas duas curvas de calibracdo, empregando-se duas solucdes
metandlicas estoques (0,50 mg/mL) de B-metildigitoxina preparadas em dias consecutivos. As

concentragdes finais de pB-metildigitoxina nas solugdes de leitura foram 0,025 mg/mL; 0,05
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mg/mL; 0,075 mg/mL; 0,1 mg/mL e 0,125 mg/mL. A solucdo de leitura foi composta de -
metildigitoxina nas concentracdes finais ja indicadas + 5 mL do reagente Baljet + MeOH para
completar o volume de um baldo volumétrico de 10 mL. Ap6s 20 min de reacdo foram lidas a
494 nm frente ao branco (reagente de Baljet + MeOH). Os dados obtidos foram submetidos a
analise de regressao linear pelo método dos minimos quadrados e o0s coeficiente
determinados. Para a determinacdo quantitativa dos cardenolideos empregou-se a média das
curvas de calibragdo, apds comparacgdo estatistica entre elas.

Precisdo: A precisdo intradia foi avaliada pela analise de seis amostras a 100% da
concentragdo de B-metildigitoxina na curva analitica (n=6). Da mesma forma, a precisao
interdia foi determinada em dois dias consecutivos e por analistas diferentes (n=12). Os
desvios padrdo relativos (DPR) foram calculados para os teores encontrados nas
determinagdes (n=6 e n=12, respectivamente).

Exatiddo: A exatidao foi avaliada pela adigdo de quantidades conhecidas de -metildigitoxina
as amostras a serem extraidas de D. purpurea subsp. heywoodii (item 2.2.2), a fim de
determinar a porcentagem de recuperagdo. Foram adicionadas trés concentragdes de [-
metildigitoxina, em triplicata para cada nivel. Também foram preparadas, em triplicatas,
amostras sem adicdo do padrdo. A recuperacdo foi determinada empregando-se a equacao: %
de recuperacdo = (concentracdo experimental/concentracdo tedrica) x 100.

Robustez: A robustez foi avaliada por variagdes deliberadas dos seguintes parametros
analiticos: volume do reagente Baljet (4,75; 5,0 e 5,25 mL), tempo de reacdo para a leitura
(15, 20 e 25 minutos) e o comprimento de onda de leitura (492, 494 e 496 nm). Para cada
parametro foram preparadas trés amostras conforme itens 2.2.2 e 2.2.3. Os dados foram
submetidos a analise de variancia (p < 0,05), sendo as médias comparadas pelo teste de Skott-
Knott (p < 0,05).

Limite de quantificacdo: O limite de quantificacdo (LQ) foi determinados a partir do
parametros da curva analitica, segundo a equacdo: LQ = (s/S) x 10, em que s é o0 desvio
padrdo do intercepto da curva de regressao e S ¢ a inclinacdo da curva.

Limite de deteccdo: O limites de deteccdo foi estimado pela equacdo: LD = (s/S) x 3,3, em
que s é o desvio padrdo do intercepto da curva de regressdo e S é a inclinagdo da curva
analitica.

2.2 Obtencao de mudas e instala¢do do experimento
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O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Laboratério de Cultura de
Tecidos e Plantas Medicinais do Departamento de Agricultura (DAG) da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), MG, situada nas coordenadas geograficas 21° 14’S 00 W, a 918m
de altitude.

Para a producdo de mudas foram utilizadas sementes de Digitalis purpurea subsp.
heywoodii adquiridas comercialmente (Jelitto Seeds®, Alemanha), e germinadas in vitro em
meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) e aclimatizadas em casa de vegetacao
por 20 dias.

Em seguida as mudas foram transplantadas para vasos de plastico com capacidade de 8
litros contendo a mistura de solo + areia (2:1) e composto orgéanico. Os tratamentos
consistiram da aplicacdo de diferentes doses de esterco curtido de galinha, sendo: 1) solo +
areia na proporcao 2:1 (controle); 2) solo + areia na proporcéo 2:1 + 1,5 Kg m™ de esterco; 3)
solo + areia na proporcdo 2:1+ 3,0 Kg m™ de esterco; 4) solo + areia na proporcéo 2:1 + 6,0
Kg m? de esterco; 5) solo + areia na proporcéo 2:1 + 9,0 Kg m™ de esterco e 6) solo + areia
na proporcdo 2:1 + 12,0 Kg m? de esterco.

O solo empregado no experimento foi classificado como sendo do horizonte B do
latossolo vermelho distroférrico (textura argilosa) com as seguintes caracteristicas quimicas:
pH em 4gua= 6,0; P e K (mg dm™) = 1,13 e 26,0 ; Ca, Mg, Al e H+ Al (cmol dm™) = 1,20;
0,20; 0,00 e 1,86; saturagdo de bases V (%) = 44,04; matéria organica (dag Kg™®) = 1,41; teor
de argila (dag Kg™) = 64.

A analise quimica do esterco avicola resultou os seguintes valores: pH CaCl, 0,01M =
8,0 (1:2,5); Nitrogénio Total = 21,0 g Kg™; Fésforo (P,0s Total) = 20,0 g Kg™; Potéssio
(K,0 Total) = 7,3 g Kg™*; Célcio (Ca Total) = 4,6 g Kg™*; Magnésio (Mg Total) = 2,6 g Kg™*;
Enxofre (S Total) = 3,1 g Kg™; Boro (B Total) = 17,0 mg Kg™; Cobre (Cu Total) = 74,0 mg
Kg™; Ferro (Fe Total) = 760,0 mg Kg™; Manganés (Mn Total) = 315,0 mg Kg™; Zinco (Zn
Total) = 314,0 mg Kg™; Sédio (Na Total) = 2,2 g Kg™*. O controle de plantas invasoras foi
realizado manualmente e com turno de rega em dias alternados. Nao houve infeccdo com
patdgenos e ataques de pragas.

O delineamento foi o inteiramente casualisado com cinco repeticdes e trés vasos por
repeticdo. Aos 120 dias foram avaliados: nimero de folhas por planta; biomassas secas de
folhas, de raizes e total, e relacdo raiz/parte aérea; teor porcentual e produtividade de

cardenolideos totais (CT).
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As determinacOes das biomassa secas nos experimentos foram realizadas com
amostras desidratadas em estufa de circulacdo forcada de ar a 70 °C, até peso constante, as
quais foram expressas g planta™.

2.3 Doseamento dos cardenolideos totais

O preparo das amostras e as leituras das absorbancias para a determinacgdo dos teores
de cardenolideos totais nas amostras de folhas de D. purpurea subsp. heywoodii, cultivadas
sob adubacgdes organicas avicolas, foram obtidos conforme descrito nos itens 2.2.2 e 2.2.3.
Com base nos parametros da curva analitica (item 2.2.4 — Linearidade), chegou-se a equacgao
utilizada para o célculo dos teores percentuais de cardenolideos totais (CT), expressos em f3-

metildigitoxina:

% CT =0, 133 (A sorrigica — 0, 0619) / m (q)

Onde: A corigida = absorbancia corrigida a 494 nm
m = massa do material vegetal em grama.

Para maiores detalhes sobre esse célculo vide Apéndice A.

Com base nos valores obtidos para a biomassa seca de folhas (g) e a concentracéo de
cardenolideos totais mensuradas a partir de 100 mg de folhas secas, calcularam-se a
produtividade de cardenolideos totais, em gramas por planta (g CT planta®) de cada
tratamento. Para isso, empregou-se a formula: Produtividade de CT = BSF (g) x

Concentracédo de CT (0,1g de folha seca).
2.4 Anélise estatistica
Os dados foram submetidos a analise de variancia. As médias foram comparadas ao

teste de Skott-Knott, ambas a 5% de probabilidade. O programa estatistico SISVAR®
(FERREIRA, 2011) foi utilizado para o processamento dos dados.

3-RESULTADOS E DISCUSSAO
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3.1 Validagéo analitica

Seletividade

O ensaio de seletividade foi conduzido com as solugGes de leitura de D. purpurea
subsp. heywoodii com e sem o reagente de Baljet para verificacdo de possiveis interferentes
nas amostras. Os espectros no ultravioleta registrados para as duas solucdes de leitura na faixa
de 230 a 800 nm estdo representados nas Figuras 1 e 2.

No espectro da solucdo de leitura sem adicdo do reagente de Baljet constatou-se
pequena absor¢do no comprimento de onda de leitura (494 nm). Essa pequena absor¢do ndo
afeta a seletividade do método, pois a mesma €é neutralizada pela solucdo de compensacéo,
cuja absorbéancia é descontada da absorbancia obtida das solucGes de leitura com o reagente
cromogénico.

No espectro de varredura obtido para as solugdes de leitura com o reagente de Baljet
nota-se uma banda intensa e com méximo de absorc¢do a 494 nm, evidenciando que mesmo na
presenca de interferentes contidos nos extratos é possivel quantificar o complexo formado
entre 0 reagente de cor e 0 anel y-lactbnico insaturado das estruturas quimicas dos
cardenolideos, desde que seja utilizada a solucdo de compensacdo para substrair a coloracao

dos extratos.
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Figura 1- Espectro de varredura no UV do extrato de
D. purpurea subsp. heywoodii sem adi¢do do
reagente Baljet, frente ao metanol.
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Figura 2- Espectro de varredura no UV do extrato de
D. purpurea subsp. heywoodii com adigéo
do reagente Baljet, frente ao reagente de
Baljet.
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Linearidade

A linearidade foi avaliada atraves da relacdo linear entre absorvancia e concentracdo
de cardenolideos totais. Para a construgdo da curva analitica durante o estudo de linearidade,

empregaram-se solugdes com concentragcdes conhecidas de p-metildigitoxina variando entre
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0,025 a 0,125 mg/mL. As solugdes foram preparadas e analisadas em dois dias diferentes. Os
resultados obtidos encontram-se na tabela 1.

O método espectrofotométrico apresentou linearidade a 494 nm para a faixa de
concentracdo estudada (0,025 mg/mL a 0,125 mg/mL). A equacdo de regressdo linear média
obtida a partir de duas curvas de calibracdo, foi y = 0,1926x + 0,0552, em que y € a
absorbancia (nm) e X a concentragdo (mg/mL) em equivalente de B-metildigitoxina. O
coeficiente de determinagéo obtido foi R? = 0,9994, indicando relacéo linear entre a faixa de
concentragdo da substancia de referéncia versus as absorbéancias a 494 nm (Figura 3). O
coeficiente de determinacdo obtido supera o minimo estabelecido pela ANVISA (BRASIL,

2003) que considera o valor minimo aceitavel de R2 = 0,99.

Tabela 1- Dados empregados na construcdo da curva analitica do -
metildigitoxina para o doseamento espectrofotomeétrico de
cardenolideos.

Concentracao de -

metildigitoxina (mg/mL) Absorvancia a 494 nm das repeticbes

0,025 0,261 0,256
0,050 0,424 0,431
0,075 0,617 0,630
0,100 0,798 0,825

0,125 0,989 1,022
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Figura 3- Média das curvas analiticas de B-metildigitoxina
obtidas por espectrofotometria (494 nm) para a
quantificacdo de cardenolideos. A equacdo da reta e
o coeficiente de determinacdo (r?) se referem a
média das duas curvas.
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Preciséo

Os resultados dos ensaios de repetibilidade (precisdo intra-leituras, n =6) e precisao
intermediaria (inter-leituras, n =12) encontram-se na Tabela 3. Os valores de desvio padréo
relativo abaixo de 5% indicaram que o método analitico apresenta precisdo intra-dia e inter-
dias, segundo critérios da ANVISA (BRASIL, 2003).
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Tabela 2- Teores de cardenolideos totais em folhas de D.purpurea
subsp. heywoodii, expressos em [-metildigitoxina, obtidos
na determinacdo da precisdo intra-corridas e inter-

corridas.
Cardenolideos totais (%)
Amostra intra-dia inter-dia
1 0,388 0,388
2 0,367 0,367
3 0,405 0,405
4 0,393 0,393
5 0,399 0,399
6 0,379 0,379
7 - 0,376
8 - 0,381
9 - 0,390
10 - 0,378
11 - 0,370
12 - 0,367
Teor médio (%) 0,389 0,383
DPR (%) 3,575 3,258

- ndo determinado, DPR: Desvio padrao relativo.

Exatidao

Os resultados de exatiddo obtidos estdo resumidos na Tabela 4. Os testes de
recuperacao foram realizados em trés niveis de concentracdo diferentes: alta, média e baixa, a
partir da fortificacdo do extrato de D. purpurea subsp. heywoodii com uma solucdo de
concentracdo conhecida de B-metildigitoxina.

O teor médio de cardenolideos totais doseado nas amostras foi de 0,38%. As médias
do ensaio de recuperacdo para os niveis baixo e médio de forticacdo foram 98,4% e 98,9%,
respectivamente. Estes valores estdo proximos ao valor desejavel de 95% a 105%, para
analitos com concentracdes entre 0,1% a 1% (ASSOCIATION OF OFFICIAL
ANALYTICAL CHEMISTS - AOAC, 2002; GONZALEZ; HERRADOR, 2007). Porém, no
nivel alto de fortificacdo verificou-se recuperacdo média de 86,64%, o que ndo atende 0s
valores limitrofes desejaveis para exatiddao de um método analitico. Tendo em vista essa baixa
recuperacao, o ciclo de extracdo foi dobrado.

Duas hipéteses foram levantadas para a ocorréncia desse fendmeno. A primeira estaria

associada a ineficiéncia do processo de extragdo que empregou 1 ciclo initerrupto de 30 min
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de extragdo a 70°C. Por outro lado, a segunda poderia ser devido a saturacdo do reduzido
volume de solvente empregado no processo de microextragdo. Assim, a fim de melhorar a
recuperacdo, mais 1 ciclo initerrupto de 30 min de extracdo foi acrescido no método de
microextracdo. Com isso, 0 método extrativo passou a empregar a sonicacdo a 70°C com 2
ciclos initerruptos de 30 min. Com esta alteracdo, a recuperacdo média do nivel alto de

fortificacdo foi de 96,84%, valor ajustado ao desejavel para ensaios de recuperacao.



Tabela 3. Valores de recuperacdo de cardenolideos totais no extrato etandlico de D. purpurea subsp. heywoodii
(média, n = 3).

Quantidade de cardenolideos totais (mQg)

Nivel de Extrato ndo  Quantidade Quantidade Quantidade  Recuperacdo®  DPR

fortificacao

fortificado® adicionada teorica’ experimental® (%) (%)
1 ciclo
la 0,52 0,02 0,54 0,53 97,80
1b 0,49 0,02 0,51 0,50 97,50 1,34
1c 0,50 0,02 0,52 0,52 99,92
2a 0,52 0,08 0,60 0,58 96,63
2b 0,49 0,08 0,57 0,58 100,75 2,11
2C 0,50 0,08 0,58 0,58 99,32
3a 0,52 0,16 0,68 0,59 83,77
3b 0,49 0,16 0,65 0,57 88,85 3,00
3cC 0,50 0,16 0,66 0,58 87,32
2 ciclos
3a 0,52 0,16 0,68 0,66 97,65
3b 0,49 0,16 0,65 0,62 95,76 1,00
3c 0,50 0,16 0,66 0,64 97,12

#Quantidade (mg) de cardenolideo total presente na solucéo de leitura proveniente do extrato néo fortificado.

® Quantidade (mg) de cardenolideo total na solucdo de leitura + Quantidade (mg) de cardenolideo fortificada = Quantidade
tedrica (UQ)

¢ Quantidade (mg) de cardenolideo total determinada experimentalmente presente na solucdo de leitura do extrato
fortificado.

9% recuperacéo = (concentracéo experimental + concentraco tedrica) x 100.

09
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Os resultados encontrados no teste de robustez estdo apresentados na Figura 4.

Verificou-se que pequenas alteracfes nos comprimentos de onda de leitura e a ultrapassagem

de 5 minutos no tempo de reacdo das amostras ndo diferiram estatisticamente em relacdo a

condicdo nominal. Entretanto, para as variagdes do volume do reagente de Baljet empregados

no meétodo e o tempo de 15 minutos de reacdo das amostras, ocorreram diferencas estatisticas

quando comparadas a condi¢cdo nominal. Dessa forma, o0 método é considerado robusto frente

a pequenas mudancas na leitura do comprimento de onda e no avango de tempo de reacdo do

método de até 5 minutos. No entanto, o emprego de tempo de reagdo menor que O

estabelecido para 0 método, bem como alteracfes no volume do reagente de Baljet indicaram

comprometerem a quantificacdo de cardenolideos totais nas amostras de D. purpurea subsp.

heywoodii.

Figura 4-
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As médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Skott-
Knott a 5% de significAncia. Desvio padrdo e médias (n = 3).

Limite de quantificacdo
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A determinagdo dos limites de quantificacdo foi realizada a partir da equagdo que
emprega 0s parametros da curva analitica media. O limite de quantificacdo foi de 0,0112
mg/mL, caracterizando a alta sensibilidade de quantificacdo do método.

Limite de detecgdo

Os limites de deteccdo foram estimados a partir dos parametros obtidos da curva
analitica media, conforme descrito no item 2.2.4. O limite de deteccédo foi de 0,0039 mg/mL,

caracterizando a alta sensibilidade de detec¢do do método.
3.1 Producdo de biomassa e cardenolideos totais

Houve efeito significativo da adubacgdo orgénica no crescimento de D.purpurea subsp.
heywoodii. A adicdo do esterco de galinha apresentou resposta positiva para nimero de
folhas, biomassa seca de folhas, biomassa seca total e produtividade de cardenolideos totais,
quando comparados ao tratamento controle (Tabela 4, Figura 5). Os melhores resultados para
as duas primeiras variaveis mencionadas foram obtidos nas aplicaces de 6,0 kg m?e 9,0 kg
m? de esterco de galinha, com aumento, em média, de 81,04 e 74,8 folhas e ganho de
biomassa seca das mesmas de aproximadamente 60% e 54%, respectivamente, superiores em
relacdo ao tratamento controle. Estes resultados sdo muito favoraveis para a producéo vegetal
de D.purpurea subsp. heywoodii, visto que os cardenolideos estdo mais concentrados nas
folhas da planta (LUCKNER; WICHTEL, 2000).

O desenvolvimento do sistema radicular teve comportamento diferente das demais
variaveis avaliadas, observou-se um decréscimo na biomassa seca de raiz com a aplicacdo da
adubacdo de esterco de galinha. O tratamento controle produziu 12,489 de biomassa de raiz,
enquanto que a maior média obtida com a adubacéo foi de 7,32 g (3 kg m™). Dessa forma, a
biomassa seca total apresentou maior acimulo nas doses de 3,0; 6,0 e 9,0 kg m?, um
incremento em torno de 60%, 64% e 70% na ordem das melhores doses citadas, quando
comparado ao tratamento que ndo recebeu adubacao

O uso do esterco avicola também modificou a distribuicdo de biomassa total pela
planta. Houve uma maior alocacdo de biomassa da raiz para as folhas em todos os tratamentos
que receberam a adubacdo organica, assim a maior relacdo raiz/parte aérea foi obtida no

tratamento controle, no qual houve um direcionamento de biomassa para as raizes em
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detrimento a parte aérea. De acordo com Mokany, Son e Prokushkin (2006), diversos fatores
influenciam a razdo raiz/parte aérea, incluindo a disponibilidade de nutrientes, havendo
geralmente maior desenvolvimento radicular em plantas cultivadas em substratos que nao
recebem adubacdo quando comparados aqueles que recebem. Desse modo, sugere-se que 0
sistema radicular das plantas de D. purpurea subsp. heywoodii desenvolvidas com adubacéo
necessitaram explorar uma area menor para absorcao de nutrientes, principalmente N e P, ja
que estes estavam em quantidades significantes devido ao suplemento com a adubacdo
organica. Enquanto que, aquelas que estavam na auséncia de adubagdo necessitaram
desenvolver seu sistema radicular para explorar uma area maior a fim de encontrar 0s
nutrientes que estavam escassos, 0 que pode ter ocasionado uma maior alocacdo de biomassa
da parte aérea para as raizes.

A anélise quimica do esterco avicola apontou a presenca de alguns nutrientes em
concentracdo elevada, principalmente o nitrogénio e o fésforo. Costa et al. (2013)
mencionaram que o ganho de biomassa evidenciado em espéecies adubadas com estercos
avicola pode estar relacionado as altas concentraces de N e P encontradas nesse tipo de
adubo. Em geral, o nitrogénio é o elemento que a planta necessita em maior quantidade, pois
estd presente na constituicdo de diversas biomoléculas importante como o ATP, NADH,
NADPH, clorofila, proteinas e inUmeras enzimas, por isso quase sempre € um fator limitante,
influenciando o crescimento da planta mais do que qualquer outro nutriente (SILVA et al.,
2014). O fésforo atua na fotossintese, na respiragdo, no armazenamento, na transferéncia de
energia, na divisao celular, no crescimento das células e em varios outros processos da planta.
Um dos problemas com esse elemento € a retencédo e sua disponibilidade no solo, pois reagem
com o alcio e o ferro, para formar compostos insoltiveis menos disponiveis. Por isso, deve-se
fornecé-lo em grandes propor¢des a planta, para que ela possa absorver a quantidade
necessaria para se obter uma boa producdo (LOPES, 1998; MALAVOLTA, 1989; SOARES
et al., 2014). Assim, apesar do adubo utilizado apresentar uma concentracdo consideravel de
ferro, também fornece grandes quantidades de fosforo, o que pode ter superado o fendmeno

de imobilizacdo desse nutriente.



Tabela 4- Valores dos parametros de crescimento (BSF-biomassa seca de folha, BSR-biomassa seca de raiz,
BST-biomassa seca total e R/PA-relacao raiz/parte aérea), teores porcentuais de cardenolideos totais
(CT), expressos em B-metildigitoxina e de produtividade de CT por planta de D. purpurea subsp.

heywoodii cultivadas com diferentes doses de esterco de galinha.

( E;Srﬁ?z) N“fm;c;de BSF(g BSR(g BST(g) R/IPA  CT (%)+DP F()goéj#};)‘:ﬁ]"’t‘g;
0 52,75 d 2225¢  1248a  3473c  057a  0,92+0,00la 0,20d
1,5 111,80 b 39,68b  533c  4500b 014b 0,74 +0,002d 0,29 ¢
3 113,25 b 4271b  7,32b  50,03a 0,16b 0,670,003 ¢ 0,28 ¢
6 133,79 a 5233a  583c  5815a 011b 0,84 +0,006 b 0,44 a
9 127,58 a 4825a  577c  5402a 0,12b  0,80%0,005c 0,38 b
12 84,16 4306b  3,03d  4609b 006b 0,57 +0,011f 0,21 d

'Médias seguidas de mesma letra mindsculas na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Skott-

Knott a 5% de significancia.

4%



55

Figura 5- Plantas de D.purpurea subsp. heywoodii cultivadas com diferentes doses
de esterco de galinha. A- 0 kg m?, B- 1,5 kg m?, C- 3,0 kg m?, D- 6 kg
m2, E- 9 kg m?, F- 12 kg m?

A adubacdo organica representa uma fonte de nutrientes para as plantas (COSTA et al.,
2013), e a nutricdo se destaca como um fator importante para o crescimento de D.lanata e D.
purpurea (BOSHART, 1937). De acordo com Heeger (1956) a quantidade de NPK recomendada
para D. purpurea é de 60 kg N. ha™, 60 kg P,Os . ha™ e 80 kg K,O . ha™. A analise quimica do
adubo utilizado no presente estudo demonstrou uma quantidade de 21 g N . Kg™*, 20 g P,Os Kg™
e 7,3 g K,0 . Kg™, que para atender a necessidade recomendada necessitaria para cada vaso uma
quantidade de esterco de 0,286; 0,3 e 1,10 kg . m?, respectivamente. Assim, verificou-se que a
espécie D. purpurea subsp. heywoodii precisa de uma quantidade superior que a recomendada
para se obter uma maxima producdo, ja que os melhores resultados para biomassa foram
observados nas doses de 3, 6 e 9 kg . m? uma quantidade de aproximadamente 10, 20 e 30 vezes
a mais da dose indicada para N e P, na devida ordem.

Na maior dose utilizada (12 kg m™) ocorreu mortalidade de algumas plantas de D.
purpurea subsp. heywoodii sugerindo que essa concentracao foi toxica para a espécie. Isto pode
estar relacionado com o aumento das dosagens, sendo que maiores teores de nutrientes
disponiveis poderiam ocasionar um excesso de absorcéo pelas plantas. Esse excesso pode estar
relacionado com a decomposi¢do do material organico. O nitrogénio (N) é absorvido pela planta
por fluxo de massa, sua alta concentracdo pela mineralizagdo do material orgénico faz com que
ele seja absorvido pela planta em altas quantidades, o que pode causar sintomas de toxidez
(FACHINI; GALBIATTI; PAVANI, 2004) como desequilibrio entre o crescimento da parte
aérea em relacdo ao radicular e maior sensibilidade a doengas (MARCUSSI; GODOY; BOAS,
2004). Em cultivo in vitro com Digitalis obscura, sugeriu-se que altas concentracfes de CI°
causaram toxidez na espécie (GAVIDIA; PEREZ-BERMUDEZ, 1997). De acordo com Corréa et
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al. (2010), o acimulo de biomassa pode ser favorecido com o aumento das dosagens de adubacgéo
organica, pela maior disponibilidade de nutrientes, ou pode ser afetado de forma negativa pelo
excesso dos mesmos.

O efeito da adubacdo organica na producgédo de biomassa pelas plantas medicinais varia
muito para cada espécie, e essa variacdo nas respostas pode ocorrer, provavelmente, pela
influéncia do gendtico na absor¢do e utilizacdo de nutrientes, e no teor deles presentes nos
adubos organicos, que depende das fontes e dos locais de onde s&o provenientes (BRANT et al.,
2010; BRITO et al., 2015; CORREA et al., 2010).

A metodologia empregada para o doseamento de cardenolideos totais foi a mesma
descrita para a validacdo do método analitico. Exceto o procedimento de extracdo, que empregou
a sonicagdo a 70°C com 2 ciclos initerruptos de 30 min, em virtude da baixa recuperagdo do nivel
alto de fortificacdo nos ensaio da exatiddo. Houve diferenca estatistica entre as doses do adubo
quanto aos teores médios de cardenolideos totais e de sua produtividade em D. purpurea subsp.
heywoodii (Tabela 1). As folhas de D. purpurea obtidas do tratamento controle (sem adubacéo)
apresentaram maior teor médio de cardenolideos totais com 0,924 + 0,001%, e dentre 0s
tratamento que receberam adubacéo a dose de 6 kg m? foi a mais sgnificativa (0,843 + 0,006%).
Comparando a producéo do teor percentual de cardenolideos totais entre o tratamento controle e
o0 que recebeu a dose de 6 kg m™ observou-se uma diferenca de apenas 0,081% entre eles. No
entanto, em termos de produtividade de cardenolideos totais, o tratamento que recebeu 6 kg m™
de esterco de galinha praticamente dobrou de produgdo (0,44 g CT planta™), devido ao
extraordinario ganho de biomassa seca das folhas.

A adicdo de nutrientes é geralmente empregada para aumentar a producdo de biomassa,
mas também influenciam a producdo de diferentes metabdlitos secundarios (GOBBO-NETO;
LOPES, 2007). Alguns trabalnos mostraram essa influéncia no teor de cardenolideos.
Hugentobler e Renwick (1995) estudaram o efeito da nutricdo em Erysimum cheiranthoides e
testaram trés niveis de nitrogénio (0,2 N; 1N e 3N), verificando que a menor concentracdo de
nitrogénio testada (0,2N) ocasionou uma melhor producdo de cardenolideos pela planta, ao
mesmo tempo em que reduziu a producdo de biomassa pela mesma, mostrando haver uma
correlagdo entre essas duas varidveis. Pedrinho et al. (2007) também observaram as mesmas
respostas na adubacdo nitrogenada em plantas de Nerium oleander L., 0 aumento na dose da

adubacdo favoreceu a producdo de biomassa, mas influenciou negativamente o teor de
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cardenolideo nesta espécie. Em Digitalis lanata, Tsao, Gomez e Chaubal (1960) observaram que
aumento na concentracdo de K, através da adubacdo mineral, diminuiu a quantidade de
cardenolideos; e Poludjonnyj, Zizilin e Michailowa (1990) verificaram em campo que a adi¢ao de
Mn®* e MoO,? com 10-14 dias antes da colheita aumentava a concentracio de lanatosideo C. E
Digitalis obscura cultivada in vitro respondeu positivamente para o teor de cardenolideos totais
quando a concentracdo de macronutrientes no meio de cultura MS foi reduzida a 1/2 e 1/4 da sua
concentragdo usual, mas esta condi¢do ndo favoreceu o ganho de biomassa (GAVIDIA; PEREZ-
BERMUDEZ, 1997b). O mesmo ocorreu com a duplicacéo e triplicacdo apenas do fosforo nesse
meio de cultura (GAVIDIA; PEREZ-BERMUDEZ, 1997a). Dessa forma, observa-se uma
possivel relacdo negativa entre producdo de biomassa e teor de cardenolideos, quando testados
doses de nutrientes.

Em D. purpurea subsp. heywoodii também observou-se as mesmas resposta, pois 0
tratamento que ndo favoreceu o crescimento da espécie (controle), observou-se maior teor de
cardenolideos. Esse resultado pode estar relacionado com a disponibilidade de nutrientes, pois
geralmente o estresse nutricional resulta em aumento nas concentracdes de metabdlicos
secundarios (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). No entanto, em se tratando de produtividade de
cardenolideos totais, a adubacdo orgéanica foi favoravel para a espécie, especialmente na dose de
6 kg m?,

4- CONCLUSAO

Os resultados da validacdo analitica indicaram que o método espectrofotométrico é
seletivo a 494 nm, por ndo apresentar absorcdo significativa em solucdo de leitura sem adicdo do
reagente de coloracdo, sendo linear na faixa de 0,025 a 0,125 mg/mL, R?=0,9994. O método é
preciso, pois fornece desvios menores que 3,26%, exato com recuperacdo média de 98,05%, e
robusto para o tempo de reacdo de 25 min e frente a pequenas variagcdes no comprimento de onda
de leitura.

Quanto a adubagéo, os resultados evidenciaram que para o cultivo de D. purpurea subsp.
heywoodii a adubacdo com 6 kg m? de esterco de galinha favorece a produtividade agricola da
espécie por apresentar, nessa condigdo, maiores acumulos de biomassa seca de folhas e

produtividade de cardenolideos totais.
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ARTIGO 2

REGENERACAO DE BROTOS, PRODUCAO DE BIOMASSA E CARDENOLIDEOS
EM Digitalis purpurea subsp. heywoodii INFLUENCIADOS POR REGULADORES DE
CRESCIMENTO

RESUMO: Digitalis purpurea subsp. heywoodii (Plantaginaceae) é considerada uma espécie
medicinalmente importante devido a presenca do cardenolideo glicoevatromonosideo,
responsavel por seu potencial antiviral ao herpes humano. Suas folhas é a principal fonte desse
principio ativo. Mas seu cultivo em campo apresenta alguns entraves, e uma alternativa para esta
problematica seria o cultivo in vitro. Assim, o presente trabalho objetivou a propagacdo in vitro
de Digitalis purpurea subsp. heywoodii em diferentes concentracGes de citocininas no meio de
cultura e seus efeitos na producdo de cardenolideos totais. Segmentos nodais de plantulas
estabelecidas com 45 dias de idade foram inoculados em meio de cultura MS nas seguintes
combinacdes e concentracdes das citocininas BAP e TDZ: 0 mg/L (controle); 0,5 mg/L (0,25 +
0,25; 0,375 + 0,125; 0,125 + 0,375); 1,0 mg/L (0,5 + 0,5; 0,75 + 0,25; 0,25 + 0,75), 1,5 mg/L
(0,75+0,75;1,0+0,5; 0,5 + 1,0); e 2,0 mg/L (1,0 +1,0; 1,5 + 0,5; 0,5 + 1,5).0 delineamento foi
0 inteiramente casualizado. Aos 45 dias foram avaliadas as variaveis: nimero de brotos/explante,
biomassa seca da parte aérea /explante, e teor e produtividade de cardenolideos totais. Os
tratamentos que emergiram maior nimero de brotos foram as concentracdo de BAP e TDZ de
0,5+0,5; 0,25+0,75 e 1+0,5, com média de 8,80; 10,37 e 10,60, brotos emergidos/explante,
respectivamente. O acumulo médio de biomassa seca foi favorecido na combinacdo de
0,375+0,125 de BAP + TDZ (0,366 g). Aumentos na concentracdo das citocininas
proporcionaram o surgimento de brotos hiperidrificados e com aspecto amarelado. A auséncia de
citocininas ao meio proporcionou aos brotos um teor superior de cardenolideos totais com média
de 0,310 £ 0,011%. Mas em termos de produtividade de cardenolideos totais a combinacdo de
0,375+0,125 proporcionou melhores resultados (0,082 gCT/explante), visto esse tratamento
produziu maior biomassa. Portanto, a adi¢do das citocininas BAP e TDZ ao meio de cultura
garante a regeneracdo in vitro de D.purpurea subsp. heywoodii, e quando utilizada na
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combinacdo de 0,375 mg L™ de BAP + 0,125 mg L™ TDZ favoreceu o aciimulo de biomassa e
produtividade de cardenolideos totais pela espécie.

Palavras-chave: Plantaginacea, propagacao in vitro, citocininas, espectrofotometria.

1- INTRODUCAO

O género Digitalis é representado por cerca de 20 espécies de plantas herbaceas bienal,
perene e arbusto. Sdo pertencentes a familia Plantaginaceae e comumente utilizadas no
tratamento de insuficiéncia cardiaca e arritmias, mas alguns trabalhos ja relataram seu potencial
como citotoxico e em doencas neuroldgicas (ALONSO et al., 2009; JIN et al., 2011; SHARMA;
PURKAIT, 2012).

Entre as especies do género, destaca-se a Digitalis purpurea subsp. heywoodii conhecida
popularmente como dedaleira, apresenta influorescéncia com margem branca, por vezes rosa,
cOm pontos roxos muito pequenos na parte interna, é endémica de Portugal e Espanha (VALDES;
TALAVERA; FERNANDEZ-GALIANO, 1987), acumula em suas folhas os glicosideos
cardiotonicos (cardenolideos) que sdo responsaveis pelo grande potencial farmacoldgico e
propriedades bioativas da planta (CORDUK; AKI, 2010; PEREZ-BERMUDEZ et al., 2010). Na
espécie se destaca a presenca do cardenolideo glicoevatromonosideo, composto com grande
potencial contra cepas do herpes-virus humano (BERTOL et al, 2011; KREIS; HAUG;
YUCESAN, 2015; NAVARRO et al., 2000).

A principal fonte para obtencdo desses compostos naturais bioativos, sdo as folhas de
plantas de Digitalis, as quais sdo obtidas através do cultivo em campo das espécies (GHANEM et
al., 2010; PATIL et al., 2013). Entretanto, 0 método convencional de propagacdo tem varias
limitacGes para uma producdo eficaz de material vegetal e cardenolideos, como por exemplo,
condicdes de clima e solo e dificuldades de germinacdo das sementes. Assim, o cultivo in vitro
das espécies de Digitalis pode ser uma alternativa para estas problematicas (ALONSO et al.,
2009; LI et al., 2014; PATIL; AHIRE; NIKAM, 2012; VERMA et al.,, 2012, 2014), por
proporcionar plantas geneticamente idénticas, répida propagacdo, elevada quantidade de

biomassa e alto teor de metabdlicos secundéarios (SALES et al., 2002).
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Diversos estudos vém sendo realizados para verificar os efeitos dos reguladores de
crescimento, presentes no meio de cultura, na relacédo entre diferenciacdo e morfogénese de
explantes de Digitalis, bem como o teor de cardenolideos sintetizados por eles (GHANEM et al.,
2010). Combinagdes de reguladores de crescimento no meio de cultura favorecem o crescimento
e 0 desenvolvimento in vitro (JESUS et al., 2010). As citocininas s&o reguladores de crescimento
que, quando adicionadas ao meio de cultura, intensificam a regeneracdo de brotos a partir de
gemas axilares (FLORES et al., 2009). No entanto, o tipo e a concentragdo das citocininas
utilizadas no meio de cultura séo essenciais para o cultivo in vitro (LEITZKE; DAMIANI,
SCHUCH, 2010). Em concentrag¢fes inadequadas, elas podem causar disturbios fisiologicos
caracteristicos nas plantas, como reducdo no tamanho, encurtamento dos entrends,
hiperidrificag&o, inibicdo do enraizamento, entufamento e outro (FLORES et al., 2009). O BAP é
a citocinina mais utilizada na micropropagacdo. O TDZ vem tornando-se eficaz na multiplicacdo
de diversas espécies (FLORES et al., 2009; SILVA et al., 2008). A eficiéncia do BAP em relacao
a outras citocininas, principalmente as naturais como cinetina e 2ip, pode esta relacionada ao fato
de que os fitormdnios naturais sdo metabolizados mais rapidamente que os reguladores sintéticos,
alem de ser o mais facilmente encontrado e com menor custo. Embora essas vantagens, algumas
culturas podem apresentar diferentes sensibilidades na presenca deste regulador de crescimento
(LEITZKE; DAMIANI; SCHUCH, 2009; MANTOVANI et al., 1999). Enquanto que o TDZ,
apesar de estimular a producdo do etileno, podendo ocasionar senescéncia aos explantes,
dependendo do tempo em que estes ficam expostos ao regulador; sua atividade tem sido melhor
que outras citocininas derivadas da adenina, como o BAP (CARVALHO et al., 2011). Dessa
forma, a combinacdo dessas duas citocininas pode ser fundamental, no sentido de aproveitar suas
vantagens e superar as desvantagens.

Vaérios estudos com reguladores de crescimento em Digitalis ja foram realizados, como
em Digitalis lanata (FATIMA et al., 2009), Digitalis thapsi (CACHO et al., 1991), Digitalis
obscura (VELA et al., 1991), Digitalis trojana (VERMA et al., 2012) e Digitalis purpurea L.
(PATIL et al., 2013), no entanto, ndo ha relatos na literatura de estudos envolvendo reguladores
de crescimento com Digitalis purpurea subsp. heywoodii. Dessa forma, o presente trabalho
objetivou a propagacdo in vitro de Digitalis purpurea subsp. heywoodii em diferentes
concentragdes de citocininas no meio de cultura e seus efeitos na producdo de cardenolideos

totais.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Estabelecimento dos explantes

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos e Plantas Medicinais
do Departamento de Agricultura (DAG) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), MG.

Para o estabelecimento da espécie foram utilizadas sementes de D. purpurea subsp.
heywoodii adquiridas comercialmente (Jelitto Seeds®, Alemanha). O material vegetal foi
desinfestado em uma solucédo de hipoclorito de sédio a 50 % sob agitacdo por 10 minutos e, em
camara de fluxo laminar, lavados cinco vezes em &gua destilada e autoclavada. A seguir as
sementes foram inoculadas em tubos de ensaio contendo 15 mL de meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com 3% de sacarose e 0,6 % de agar, PH ajustado
para = 5,7, e posteriormente mantidos em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas de

luz, temperatura de 25 + 2 °C e intensidade luminosa de 39 pmol m?s™.

2.2 Inducéo de brotos

Plantulas estabelecidas com 45 dias de idade foram repicadas e o segmento nodal,
utilizado como explante, inoculados em frascos contedo 40 mL de meio de cultura MS com 3%
de sacarose e 0,6 % de Agar, e suplementado com as seguintes concentracdes e combinacdes das
citocininas BAP e TDZ:
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Concentracio (mg L™)

BAP + TDZ Concentragéo
total
- - 0
0,25 0,25
0,375 0,125 0,5
0,125 0,375
0,5 0,5
0,75 0,25 1,0
0,25 0,75
0,75 0,75
1,0 0,5 1,5
0,5 1,0
1,0 1,0
1,5 0,5 2,0
0,5 1,5

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. Sendo constituido
de cinco repeticdes, com dois explantes por repeticdo. Aos 45 dias foram avaliadas as variaveis:
namero de brotos/explante, biomassa seca da parte aérea /explante, e teor e produtividade de

cardenolideos totais.

2.3 Analise quantitativa de cardenolideos

Extracdo: A extracdo de cardenolidios seguiu o protocolo relatado por Kreis, Haug e Yicesan
(2015), com modificacdes. Folhas secas em estufa ventilada a 70°C foram pulverizadas a po fino
em micromoinho de facas. Apds incubacdo de 100 mg de folhas pulverizadas com 1 mL de etanol
a 70% (v/v) em banho de ultrassom por 30 min a 70 °C, o extrato foi microcentrifugado a 13000
g por 10 min. Ao sobrenadante foram adicionados 300 ul de acetato de chumbo a 15% (p/v), em
seguida, microcentrifugado. Apds a remoc¢do do residuo de acetato de chumbo, 200 uL de
solucdo aquosa de fosfato monossodico (Na,HPO;) a 10% (p/v) foram adicionados ao
sobrenadante, e, em seguida, novamente microcentrifugado. Ao sobrenadante coletado foi
adicionado 1 mL de cloroférmio:isopropanol (3: 2 v/v) e centrifugado a 13000 g durante 5 min. A
fase inferior foi transferida para um baldo e, entdo rotaevaporada até secura.

Andlise quantitativa de cardenolideos: O doseamento de cardenolideos totais foi realizado por
espectrofotometria de absor¢do no ultravioleta, empregando método analitico validado no artigo

1 dessa tese. O método consistiu em adicionar ao residuo da extracdo um volume de 2 mL de
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metanol, seguido de sonicagdo até completa dissolugdo (1-2 min). A solu¢cdo metandlica foi
transferida para um baldo volumétrico de 10 mL, e em seguida, adicionou-se 5 mL de reagente de
Baljet (95 mL de acido picrico a 1% + 5 mL de solucdo aquosa de NaOH a 10%), completando-
se 0 volume com metanol. Ap6s 20 minutos de reacdo, as leituras a 494 nm foram determinadas,
frente ao branco. O branco foi obtido transferindo-se 5 mL de reagente de Baljet para um baléo
volumétrico de 10 mL e completando-se o volume com metanol.

Para cada solugdo elaborou-se uma solugdo de compensacdo misturando-se 2 mL de
solucdo metandlica da amostra obtida conforme descrito anteriormente, e diluindo para 10 mL
com metanol. As leituras das absorgbes a 494 nm das solugdes de compensagdo foram
mensuradas frente ao metanol. O valor de absorbancia obtido para a solugdo de compensacéo foi
entdo subtraido da leitura obtida para a amostra. Os ensaio foram realizados em triplicata.

O teor total de cardenolideos foi mensurado empregando-se a equacao da reta, elaborada
através de duas curvas analiticas. A partir da equagdo, chegou-se a seguinte formula para o

calculo do teor de cardenolideos expressos em f-metildigitoxina:

Onde: A corrigida = absorvancia a 494 nM corrigida

m = massa do material vegetal em grama
2.4 Andlise estatistica
Os dados foram submetidos a analise de variancia. As médias foram comparadas ao teste
de Skott-Knott, ambas a 5% de probabilidade. O programa estatistico SISVAR® (FERREIRA,

2011) foi utilizado para o processamento dos dados.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Multiplicacdo de brotos e producéo de biomassa e cardenloideos

Os resultados das concentragOes e combinagdes de citocininas no crescimento e produgéo

de cardenolideos de D. purpurea subsp. heywoodii estdo representadas na tabelal. Todos o0s
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tratamentos que receberam BAP e TDZ foram superiores em relagdo ao tratamento controle na
multiplicacdo de brotos. No entanto, considerando a concentracdo total, na menor dose (0,5 mg L
') nenhum tratamento emitiu nimeros consideraveis de brotos, mas o aumento das concentracdes
totais para a faixa de 1,0 a 2,0 mg L™ observaram-se aumento das emissdes de brotos para
determinadas combinacdes. Os tratamentos que apresentaram resultados significativamente mais
elevados foram com as combinacgdes de BAP + TDZ de 0,5+0,5; 0,25+0,75; 1,0+0,5; e, 0,5+1,5;
com variacdo média entre 8,80 a 10,6 brotos emergidos/explante. No tratamento que ndo foi
adicionado citocininas ao meio de cultura ndo ocorreu multiplicacdo de brotos, onde cada
explante emitiu em média 1 broto. As respostas na multiplicacdo de brotos ndo seguiram uma
tendéncia com 0 aumento da concentragdo total de BAP e TDZ, mas se mostrou dependente da
concentracdo individual de cada citocinina.

Na menor concentracdo utilizada, a combinacdo de 0,375+0,125 proporcionou maior
producdo de biomassa (0,366 g), que apesar de ndo estar entre os melhores tratamentos na
multiplicacdo de brotos, emitiram 7,27 brotos/explante. Enquanto que, os tratamentos que
proliferaram mais brotos ndo foram eficientes para o acumulo de biomassa. Esses resultados
podem estar relacionados com a presenca do TDZ, visto que este regulador possui alta atividade
citocinica. Este resultado indica que esse regulador deve ser usado em baixas concentracdes, ja
que quando utilizado em concentragdes usuais de outras citocininas, podera inibir o crescimento
da planta, além de estimular a producao de etileno. O etileno é uma substancia que pode estar
relacionada com o fenémeno da hiperidricidade, uma desordem fisiologica causada por excesso
de reguladores de crescimento no meio de cultura, que tem como uma das caracteristicas a
proliferacdo de altas taxas de brotagdes com baixa qualidade, diminuicdo na massa seca, entre
outras (MANTOVANI et al., 1999; SILVA et al., 2014; VACONCELOS et al., 2012).

Essa desordem fisioldgica foi observada em brotos de D.purpurea subsp. heywoodii. Na
figura 1 é possivel perceber a diferenca da qualidade das brotacdes desenvolvidas em meio sem e
com a adicdo de citocininas, pois brotos emergidos na auséncia de BAP e TDZ apresentaram as
folhas com coloracdo verde mais escura e forma oval-oblonga, tipico das espécies de Digitalis.
Enguanto que brotos desenvolvidos em meio suplementado com as citocininas, tiveram coloragéo
verde mais clara e, a partir que a concentracdo foi aumentando, essa caracteristica foi
acentuando-se até o aspecto amarelado; suas folhas apresentaram forma mais espatulada, e a

maioria dos brotos hiperidrificaram.
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Diversos trabalhos tém demonstrado que dentre as citocininas utilizadas para a
multiplicacdo de brotos, o BAP é o que tem mostrado melhores resultados em espécies de
Digitalis (FATIMA et al., 2009). Mas o TDZ surgi como um regulador de crescimento eficaz
para muitas espécies, dentre elas as herbaceas (SILVA et al., 2008). Verma et al. (2012)
verificaram que o BAP néo foi eficaz na multiplicacdo de Digitalis trojana, enquanto que o TDZ
foi a citocinina mais eficiente. Em Digitalis purpurea L. o0 BAP apresentou resposta superior ao
TDZ na emissd@o de brotos nos trés tipos de explante testados: nodal, internodal e foliar, assim
como 0 maior peso seco observado no estudo (PATIL et al., 2013). Em D.purpurea subsp.
heywoodi foi feito estudos preliminares utilizando estas citocininas de forma isoloda, mas os

resultados ndo foram satisfatdrios, por isso optou-se em usa-las de forma combinada.



Tabela 1- Efeito de diferentes concentracdes e combinacBes das citocininas BAP + TDZ no nimero de
brotos (NB), na biomassa seca da parte aérea (BSPA), teor (CT) e produtividade de
cardenolideos totais em D.purpurea subsp. heywoodii cultivadas in vitro.

Concentracio (mg L™)

= BSPA Produtividade
Conctir;ga(;ao BAP + TDZ NB/explante (g/explante) CT (%) + DP (9CT /explante)
0 - - 1,0d 0,178 d 0,310+ 0,011 a 0,052 b
0,25 0,25 3,60 c 0,222 ¢ 0,204 £ 0,004 c 0,045 b
0,5 0,375 0,125 727hb 0,366 a 0,225 + 0,009 b 0,082 a
0,125 0,375 2,86 d 0,189d 0,154 + 0,006 d 0,029 ¢
0,5 0,5 8,80 a 0,313b 0,135+0,015 e 0,042 b
1,0 0,75 0,25 8,32b 0,217 c 0,132 £ 0,007 e 0,029 ¢
0,25 0,75 10,37 a 0,287 b 0,077 £ 0,001 h 0,022 ¢
0,75 0,75 7,10b 0,280 b 0,111 +0,010 f 0,031 c
15 1,0 0,5 10,6 a 0,297 b 0,061 +0,003 i 0,018d
0,5 1,0 7,20 b 0,290 b 0,065 + 0,001 i 0,019d
1,0 1,0 550c 0,165d 0,072 £ 0,003 h 0,012d
2,0 1,5 0,5 6,90 b 0,248 ¢ 0,094 + 0,009 g 0,023 ¢
0,5 1,5 9,13a 0,243 ¢ 0,042 + 0,003 j 0,010d

"Médias seguidas de mesma letra minGsculas na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Skott-
Knott a 5% de significancia.

0L



Figura 1- Multiplicacdo de brotos de D.purpurea

subsp.  heywoodii em  diferentes

concentragcdes e combinacOes de BAP +
TDZ.

K 0.75+0,75 1.0+ 05

0,5+ 1,0

A suplementacdo com citocininas para a regeneracdo de brotos de D.purpurea subsp.
heywoodii reduziu a producéo de cardenolideos in vitro (Tabela 1). Brotos desenvolvidos em
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meio ausente de citocininas apresentaram melhores teores de cardenolideos totais, com produgéo
média de 0,310 £ 0,011% em cada 100 mg de folhas secas, uma diferenca de apenas 0,085% a
mais da concentracdo que apresentou melhor producdo do principio ativo (0,375 mg L™ BAP +
0,125 mg L™ TDZ). No entanto, essa concentracdo (0,375 mg L'BAP + 0,125 mg L™ TDZ)
apresentou maior produtividade, com média de 0,082 g de cardenolideos totais por cada explante,
visto que foi o tratamento que produziu maior biomassa.

Patil et al. (2013) estudando o efeito de regulares de crescimento em Digitalis purpurea
L., na producdo de digitoxina e digoxina, principais cardenolideos da espécie, verificaram que as
auxinas isolodas promoveram o acumulo desses cardenolideos, mas a combinagdo com
citocininas, dentre elas o BAP ou TDZ, diminui a eficiencia da espécie em produzir 0s
cardenolideos. Vela et al. (1991) suplementaram o meio de cultura com a combinacdo de BAP e
a auxina ANA e verificaram um alto grau de hiperidricidade dos brotos de Digitalis obscura,
sugerindo que esta desordem poderia ter afetado negativamente a capacidade biossintética da
espécie, ocasionado uma baixa producdo dos cardenolideos. Em D.purpurea subsp. heywoodi
também ocorreu hiperidrificacdo na maioria dos brotos que se desenvolveram em meio
suplementado com altas concentracfes citocininas, talvez por essa razdo, esses tratamentos ndo
tiveram respostas positivas para producéo de cardenolideos.

Esses resultados indicaram que a adicdo das citocininas BAP e TDZ ao meio de cultura
foi decisiva na regeneracdo de brotos, e quando utilizada em concentracdo e combinacédo
adequada favorece o acimulo de biomassa e a producédo de cardenolideos em D. purpurea subsp.

heywoodii.
4 CONCLUSAO
A suplemetacdo do meio de cultura MS com 0,375 mg L™ de BAP + 0,125 mg L™ de

TDZ proliferam brotos de D.purpurea subsp. heywoodii com eficiente producdo de biomassa e

produtividade de cardenolideos totais.
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ARTIGO 3

DIFERENTES CONDICOES DE LUZ NO CRESCIMENTO E PRODUCAO DE
CARDENOL IDEOS EM Digitalis purpurea SUBSP. heywoodii CULTIVADAS IN VITRO

RESUMO: D.Purpurea subs. heywoodii (Plantaginaceae) é uma planta medicinal produtora dos
glicosideos cardiotdnicos, com destaque ao glicoevatromonosideo, farmaco que atua contra o
virus do herpes humano. O cultivo tradicional em campo limita a producao da espécie. O cultivo
in vitro pode ser uma alternativa para esta problematica. A luz é um dos fatores chave que altera
o desenvolvimento das plantas. Objetivou-se avaliar diferentes condi¢des de luz do cultivo in
vitro e seus efeitos no crescimento e producdo de cardenolideos totais em Digitalis purpurea
subsp. heywoodii. Dessa forma, avaliaram-se as seguintes condicGes de luz: intensidade da luz
(20, 50, 78, 102 e 139 pmol m?s™ LEDs), qualidade da luz (controle — fluorescente com 39 pmol
m?s™ e as LEDs branca, verde, azul (A), vermelha (V), 2V:1A, 1V:2A, 1V:1A) e o choque de
luz (controle, azul, vermelha, 20 e 139 pumol m?s™). Aos 45 dias foram avaliadas as variaveis:
namero de brotos/explante; biomassas secas da parte aérea, raizes e total/plantula; e, teor e
produtividade de cardenolideos totais/plantula. Os acimulos de biomassas secas da parte aérea e
total aumentaram com o aumento da densidade de fluxo de fétons, mas foi na condicdo de 139
umol m™ s™ que ocorrerou a melhores respostas para todas variaveis analisadas. Igualmente para
as lampadas fluorescentes branca, quando comporadas a LEDs com diferentes comprimentos de
ondas, mas as combinacBes de 1V:2A e 1V:1A favoreceram a sintese de cardenolideos totais.
Choque de luz teve impacto positivo com a LED branca de 139 umol m? s™ para todas os
parametros biométricos avaliados. Portanto, intensidade e choque com densidade de fluxo de
fotons de 139 pmol m? s™ proporcionou melhor crescimento e producdo de cardenolideos pela
espécie; e Lampadas fluorescentes branca-fria foram melhores para o crescimento dos brotos,
mas as combinacdes de 4V:10A e 7V:7A proporcionaram melhor teor de cardenolideos totais.

Palavras-chave: Plantaginaceae. Planta medicinal. LEDs. Fluxo de fétons.
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1- INTRODUCAO

As espécies de Digitalis (Plantaginaceae) sdo as principais fontes de cardenolideos usados
em medicina. A contratilidade cardiaca é aumentada e a freqliéncia cardiaca é controlada em
pacientes com certas condi¢des cardiacas. Estudos mais recentes sugerem outros usos medicinais
dos cardenolideos, como em quimioterapia de alguns tipos de cancer e no controle do herpes-
virus humano Tipos 1 e 2 (BERTOL et al., 2011; KREIS; HAUG; YUCESAN, 2015; LOPEZ-
LAZARO et al., 2003; NAVARRO et al., 2000).

Estes compostos apresentam estrutura quimica complexa com varios centros quirais, 0
que inviabiliza sua sintese em escala industrial. Dessa forma, eles sdo obtidos de folhas de
espécies de Digitalis, cuja concentracdo varia de 0,5% a 1,5% (LUCKNER; WICHTL, 2000).
Portanto, a principal obtencao dos cardenolideos ainda é atraves do cultivo em campo da espécie.
No entanto, as condic¢des de clima, solo e baixa taxa de germinacdo das sementes sdo fatores do
cultivo tradicional que limitam as producdes de biomassa vegetal e glicosideos cardiotdnico pelas
espécies de Digitalis (ALONSO et al., 2009; VERMA et al., 2016).

Desse modo, e devido ao interesse comercial, varios estudos vém sendo realizados com o
cultivo in vitro de espécies de Digitalis, por ser considerado um processo biotecnologico
altamente viavel, e proporcionar plantas geneticamente idénticas, rapida propagacao, elevada
quantidade de biomassa e alto teor de metabdlicos secundarios (CORDUK; AKI, 2010;
GHANEM et al., 2010; PATIL et al., 2013; SALES et al., 2002).

A luz € um dos fatores chave que altera o desenvolvimento das plantas, devido seu
impacto sobre a morfogénese. Diferentes regimes de luz causam mudancas fisiologicas e
morfologicas nas plantas, e seu potencial vai depender de sua adaptacdo a essas condicGes
(RESENDE et al., 2011). Comumente na micropropagacdo emprega-se lampadas fluorescentes
branca-fria nas salas de crescimento como fonte de luz, mas nos Gltimos anos o uso de diodos
emissores de luz (LEDs) vem sendo largamente utilizados nesse tipo de cultivo por possuirem
baixa producdo de calor, longo periodo de vida, comprimento de onda especifico e tamanho
reduzido. Visto que, a qualidade da luz como o comprimento de onda especifico, a densidade de
fluxo de fétons e o fotoperiodo influenciam a morfogénese das plantas cultivadas in vitro (ERIG;
SCHUCH, 2005; ROCHA et al., 2010).
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Estudos tem relatado uma correlagdo positiva entre a condicdo de luz in vitro, teor de
clorofila e producdo de cardenolideos em D. purpurea e D.lanata (EISENBEIB; KREIS;
REINHARD, 1999; HAGIMORI; MATSUMOTO; OBI, 1982; OHLSSON; BJORK;
GATENBECK, 1983), no entanto ndo ha estudos para D.purpurea L. subsp. heywoodii. assim,
com o presente estudo objetivou-se avaliar diferentes condigdes de luz do cultivo in vitro e seus
efeitos no crescimento e producdo de cardenolideos totais em Digitalis purpurea subsp.
heywoodii.

2-MATERIAL E METODOS

2.1 Estabelecimento dos explantes

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Cultura de Tecidos e Plantas Medicinais
do Departamento de Agricultura (DAG) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), MG.

Para o estabelecimento da espécie foram utilizadas sementes de D. purpurea subsp.
heywoodii adquiridas comercialmente (Jelitto Seeds®, Alemanha). O material vegetal passou por
um processo de assepsia em uma solucdo de hipoclorito de sodio a 50 % sob agitacdo por 10
minutos e, em camara de fluxo laminar, lavados cinco vezes em agua destilada e autoclavada. A
seguir as sementes foram inoculadas em tubos de ensaio contendo 15 mL de meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com 3% de sacarose, 0,6 % de Agar e pH
ajustado para £ 5,8. A cultura foi mantida em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas de
luz, temperatura de 25 + 2 °C e intensidade luminosa de 39 pmol m™ s™ utilizando lampadas

fluorescentes branca-fria.
2.2 Crescimento in vitro e producéo de cardenolideos

Para avaliar o efeito de diferentes condi¢des de luz no crescimento vegetativo e producédo
e acumulo de cardenolideos totais in vitro, foram conduzidos trés experimentos distintos. Para
isto, plantulas com 45 dias de idade foram repicadas e o0 segmento nodal inoculados em frascos
contendo 40 mL de meio de cultura MS, nas mesmas condigdes do estabelecimento. A seguir o
material foi mantido em salas de crescimento com 16 horas de luz e temperatura de 25 = 2 °C nas

condicdes de luminosidade descritas na Tabela 1.
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Tabela 1- Condices de luminosidade dos trés experimentos de regimes de
luz realizados para avaliar o acimulo de biomassa seca e
cardenolideos totais em plantulas de D. purpurea subsp. heywoodii.

Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3

(LEDInBtigzlcdaafiEriilllﬁ_z & Qualidade de luz Choque de luz

Fluorescente -

20 Fluorescente - controle controle
(39 pmol m?s™) (39 pmol m?s™)
57
LED Branca LED Azul
8 LED Verde LED Vermelha
102 LED Branca
LED Azul (20 pumol m?s™)
LED Branca
139 LED Vermelha (139 pmol m? s
i LED 2 vermelhas:1 azul
(2V:1A)
) LED 1 vermelha: 2 azuis i
(AV:2A)
i LED 1 vermelha: 1azul i
(AV:1A)

As densidades de fluxo de fotons dos diodos emissores de luz (LED) (TECNAL®
Piracicaba, Brasil) branca, e as monocromaticas azul, vermelha e verde empregadas nos
experimentos foram de 42 pumol m? s*. A lampada fluorescente (controle) empregada nos
experimentos 2 e 3 foi do tipo branca fria (Osram®©, Brasil). As densidades de fluxo de fétons
(umol m? s*) das lampadas LEDs e fluorescente foram aferidas através do medidor PRO
CHECK + PAR PHOTON FLUX SENSOR, modelo QSO-S (DECAGON DEVICES - Pullman-
Washington — USA). No que tange, a distribuicao espectral dos LEDs e da lampada fluorescente,
os perfis espectrais no UV,;s estdo representados na Figura 1. Os perfis espectrais no UV,;s foram
aferidos com um espectrometro portatil SPECTRA PEN Z850 (Qubit Systems-Kingston,
Ontario-USA).
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Figura 1 — Perfis espectrais no UV,;s das fontes artificiais de
luminosidade empregadas nos experimentos de
intensidade, qualidade e choque de luz realizados para
avaliar o crescimento e o acumulo de cardenolideos
totais em plantulas de D. purpurea subsp. heywoodii.
A= azul, B=vermelho, C = 1 azul: 2 vermelhos, D= 2
azuis:1 vermelho, E=1 azul:l vermelho, F=
fluorescente, G= branco, H = verde.
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Para o experimento 3 (choque de luz), as plantulas foram mantidas sob lampadas
fluorescentes com densidade de fluxo de fotons de 39 pmol m?s™ (controle) por 30 dias, apés
esse periodo ficaram por mais 15 dias nas condicdes descritas na tabela 1.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. Para o experimento
1 (intensidade de luz) utilizou-se cinco repeti¢fes, com cinco frascos por repeticdo contendo trés
explantes. Enquanto, os demais experimentos foram constituidos de quatro repeticbes com quatro

frascos por repeticdo contendo dois explantes. Aos 45 dias foram avaliadas as variaveis: nimero
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de brotos/explante; biomassas secas da parte aérea, raizes e total/plantula; e, teor e produtividade
de cardenolideos totais/plantula.

As determinagfes das biomassa secas nos experimentos foram realizadas com amostras
desidratadas em estufa de circulacdo forcada de ar a 70 °C, até peso constante, as quais foram

expressas g planta™.

2.3 Doseamento de cardenolideos totais

Extracdo: A extracdo de cardenolideos seguiu o protocolo relatado por Kreis, Haug e Yiicesan
(2015), com modificacdes. Folhas secas em estufa ventilada a 70°C foram pulverizadas a po fino
em micromoinho de facas. Apos incubacao de 100 mg de folhas pulverizadas com 1 mL de etanol
a 70% (v/v) em banho de ultrassom por 30 min a 70 °C, o extrato foi microcentrifugado a 13000
g por 10 min. Ao sobrenadante foram adicionados 300 pL de acetato de chumbo a 15% (p/v), em
seguida, microcentrifugado. Apds a remoc¢do do residuo de acetato de chumbo, 200 uL de
solucdo aquosa de fosfato monossodico (Na,HPO;) a 10% (p/v) foram adicionados ao
sobrenadante, e, em seguida, novamente microcentrifugado. Ao sobrenadante coletado foi
adicionado 1 mL de cloroférmio:isopropanol (3: 2 v/v) e centrifugado a 13000 g durante 5 min. A
fase inferior foi transferida para um balédo e, entéo rotaevaporada até secura.
Analise quantitativa de cardenolideos: O doseamento de cardenolideos totais foi realizado por
espectrofotometria de absorcdo molecular no ultravioleta. O método analitico validado (Artigo 1),
consistiu em adicionar ao residuo da extracdo um volume de 2 mL de metanol, seguido de
sonicacao até completa dissolucdo (1-2 min). A solucdo metandlica foi transferida para um baldo
volumétrico de 10 mL, e em seguida, adicionou-se 5 mL de reagente de Baljet (95 mL de &cido
picrico a 1% + 5 mL de solucdo aquosa de NaOH a 10%), completando-se o volume com
metanol. Apds 20 minutos de reacdo, as leituras a 494 nm foram determinadas, frente ao branco.
O branco foi obtido transferindo-se 5 mL de reagente de Baljet para um baldo volumétrico de 10
mL e completando-se o volume com metanol.

Para cada solugéo elaborou-se uma solugdo de compensacdo misturando-se 2 mL de
solugdo metandlica da amostra com suficiente para de metanol para completar o volume de 10

mL. As leituras das absorcdes a 494 nm das solucOes de compensacdo foram mensuradas frente
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ao metanol. O valor de absorbéancia obtido para a solu¢édo de compensacéo foi entdo subtraido da
leitura obtida para a amostra. Os ensaio foram realizados em triplicata.

O teor total de cardenolideos foi mensurado empregando-se a equagdo da reta, elaborada
através de duas curvas analiticas. A partir da equacdo, chegou-se a seguinte férmula para o

céalculo do teor de cardenolideos expressos em B-metildigitoxina:

% CT =0, 133 (A sorrigiza — 0, 0619) / m (g)

Onde: A corigida = absorvancia a 494 nM corrigida

m = massa do material vegetal em grama

2.3 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia. As médias foram comparadas ao teste
de Skott-Knott, a 5% de probabilidade. O programa estatistico SISVAR® (FERREIRA, 2011) foi

utilizado para o processamento dos dados.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Intensidade de luz

Os acumulos de biomassa e cardenolideos totais in vitro foram significativamente
influenciados pela intensidade de luz (Tabela 2). Nota-se que os acimulos de biomassas secas da
parte aérea e total aumentaram com o aumento da densidade de fluxo de fétons. Segmentos
nodais desenvolvidos na maior intensidade luminosa (139 pmol m? s™) acumularam maiores
biomassas secas da parte aérea (0,085 g) e total (0,115 g), como mostra a figura 2. Independente

do regime luminoso, os segmentos nodais emitiram apenas 1 broto/explante.



Tabela 2- Parametros de crescimento (BSF-biomassa seca de folha, BSR-biomassa seca de raiz e BST-
biomassa seca total), teor e produtividade de cardenolideos totais (CT) em plantulas de D.
purpurea subsp. heywoodii cultivadas in vitro sob diferentes regimes de intensidade luminosa.

Intensidades de

Uz BSPA BSR BST Teor de CT+DP Produtividade
pmol m”s™ g planta™ % g CT/plantula

20 0,041 e 0,010d 0,051d 0,230+£0,001 e 0,009d

57 0,057 d 0,020 ¢ 0,077 c 0,285 +0,018d 0,016 ¢

78 0,065 ¢ 0,024 b 0,090 b 0,395+0,016 b 0,026 b

102 0,075b 0,017 c 0,090 b 0,340 £ 0,014 ¢ 0,025b

139 0,085 a 0,030 a 0,115a 0,488 £ 0,009 a 0,042 a

'Médias seguidas de mesma letra minGsculas na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Skott-
Knott a 5% de significancia. BSPA: biomassa seca da parte aérea; BSR: biomassa seca de raizes; BST: biomassa
seca total; CT: cardenolideos totais; DP: Desvio padrdo (n = 3).

€8
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Figura 2.- Brotos de D.purpurea subsp.
heywoodii desenvolvidos em
diferentes intensidades de
luz.

As plantas apresentam comportamentos multiplos nos aspectos morfofisiologicos quanto
a sua adaptabilidade em niveis de radiacdo (DAS, 2004). Assim, a produtividade e o acimulo de
biomassa sdo dependentes da quantidade total de luz recebida durante a fase de crescimento, em
que agua e nutrientes sdo suficientes (ORT; BAKER, 1988).

Quanto ao acumulo de biomassa de raizes, este também foi maior na densidade de fluxo
de fotons de 139 pmol m?s™ (0,030 g). Conforme Claussen (1996), plantas com capacidade de
suportar taxas fotossintéticas elevadas sob condic¢des de alta transpiragdo, normalmente possuem
sistemas radiculares mais desenvolvidos, pois podem demandar maior quantidade de agua e
nutrientes. Uma vez que plantulas com sistema radicular mais desenvolvido tem a capacidade de
maior absor¢do de nutrientes, isso pode explicar o0 maior acimulo de biomassa da parte aérea e,
consequentemente, a total.

Similarmente aos pardmetros biométricos, o tratamento com maior densidade de fluxo de

fotons também proporcionou maiores producdo e acumulo de cardenolideos totais (CT). Nesse
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tratamento, as médias do teor e da produtividade de cardenolideos totais foram de 0,488% e
0,042 g de CT/plantula, respectivamente. Assim, como para 0 acumulo de biomassas secas da
parte aérea e total, o teor e a produtividade de CT também apresentaram respostas crescentes com
0 aumento da intensidade de luz (Tabela 1).

Diversos autores demonstraram a importancia da luz no acumulo de cardenolideos em
diferentes culturas in vitro de D. lanata L. ou D. purpurea L. (EISENBEIB; KREIS;
REINHARD, 1999; HAGIMORI; MATSUMOTO; OBI, 1982; KUBERSKI et al., 1984,
OHLSSON; BJORK; GATENBECK, 1983). Hagimori, Matsumoto e Obi (1982) demonstraram o
acumulo de digitoxina em brotos adventicios oriundos de calos verdes de D. purpurea cultivados
sob luz fluorescente foi maior que naqueles cultivados no escuro. Eisenbeif3, Kreis e Reinhard
(1999) demonstraram que a cultura de brotos de D. lanata por 6 semanas no escuro diminuiu o
tamanho da folha e alterou o perfil metabdlito de producdo dos cardenolideos. A transferéncia
dessa cultura para luz branca LED por 4 semanas aumentou o tamanho da folha e os niveis de
cardenolideos na D. lanata.

Ohlsson, Bork e Gatenbeck (1983) testaram o teor dos cardenolideos digitoxina e
digoxina em Digitalis lanata cultivadas in vtro sob condic6es de luz e escuro, e verificaram que 0
teor de digitoxina foi maior quando na presenca de luz, e que este fator ndo afetou a producéo de
digoxina, mostrando que a influéncia da luz ¢é diferente para cada cardenolideos.

O principal sitio de producdo e acumulo de cardenolideos em Digitalis sdo as folhas,
especialmente no mesofilo foliar, onde ocorrem 0s processos fotossintéticos. A caracteristica
distintiva das células do mesofilo se deve a presenca dos cloroplastos, que realizam todo o
processo fotossintético (GUREL et al., 2011; WEILER; ZENK, 1976). A luz fornece a energia
requerida para a fotossintese, participando ativamente dos processos metabolicos das plantas e do
cultivo in vitro (AFREEN; ZOBAYED; KOZAI, 2005; RAMAKRISHNA; RAVISHANKAR,
2011). No entanto, conforme demonstrado por Hagimori, Matsumoto e Obi (1982) a irradiacédo
ndo é um pré-requisito para a biossintese de cardenolideos, mas sua presenca aumenta os teores
desses metabodlitos consideravelmente. Estes autores observaram que o0s teores de cardenolideos
de cultura de brotos adventicios de D. purpurea cultivados no escuro apresentaram cerca de 30%
dos teores presentes em culturas sob lampadas fluorescentes.

A inibicdo da biossintese de cardenolideos em ambientes pobres de luz foi claramente

evidenciada no presente estudo. Nota-se uma reducdo de, aproximadamente, 50% no teor e de
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80% da produtividade de cardenolideos totais nas plantulas cutivadas na menor densidade de
fluxo de fotons (20 umol m?s™). A maior producéo de cardenolideos totais nas plantulas de D.
purpurea subsp. heywoodii pode estar relacionado a um fator de estresse, ja que plantas expostas
a elevadas intensidades luminosas, podem aumentar o acimulo de pigmentos fotossintetizantes
como forma de protecéo da planta, aumentando assim suas taxas fotossintéticas (BISWAL et al.,
2012; KANG et al., 2012).

3.3 Qualidade da luz

A qualidade espectral da luz influenciou significativamente os pardmetros biométricos e a
biossintese e acimulo de cardenolideos totais in vitro de D. purpurea subsp. heywoodii (Tabela
3).

Os resultados de crescimento foram especificos para cada variavel de resposta analisada.
No entanto, a luz fluorescente branca apresentou respostas significativas para todos os parametros
biométricos estudados. A faixa espectral que mais afeta a fotossintese € conhecida como radiacao
fotossinteticamente ativa (400 a 700 nm). Nesta faixa estdo os espectros do azul (400 a 500 nm) e
do vermelho (600 a 700 nm) (YEH; CHUNG, 2009), regido espectral que favorecem ndo so a
fotossintese, mas também as respostas fotomorfogénicas pelas plantas; e as lampadas
fluorescentes emitem fotons em uma ampla faixa espectral que satisfaz esses dois requisitos de
iluminacdo (GUPTA; JATOTHU, 2013; LINA et al., 2013). Assim, as lampadas LEDS azul,
vermelha, 2V:1A, e 1V:2A induziram os maiores nimeros de brotos, em média 4,6 brotos. Este
resultado reforca a hipOtese que esta espécie necessita das luzes azul e/ou vermelha ou
combinacdes dessas para o desenvolvimento das estruturas envolvidas no processo fotossintético
e, consequentemente, para seu crescimento. Normalmente esses tipos de luz, azul e vermelha,
tém mais impacto no crescimento das plantas, pois sdo as principais fontes de assimilacdo
fotossintética de CO, (LINA et al.,, 2013). Na Figura 1 pode-se observar que as lampadas
fluorescente e LEDs azul e vermelha apresentam seletiva absor¢do da luz nesses comprimentos

de onda.



Tabela 3- Parametros de crescimento (BSF-biomassa seca de folha, BSR-biomassa seca de raiz e BST-biomassa
seca total), teor e produtividade de cardenolideos totais (CT) em plantulas de D. purpurea subsp.
heywoodii cultivadas in vitro sob diferentes qualidade de luz.

Qualidade da BSPA BSR BST Teor de CT+DP Produtividade
luz NB/explante

g explante™ % g CT/explante
Controle 4,83a 0,283a 0,018a 0,301a 0,184 +0,010c 0,052 b
Branca 2,86 b 0,252b  0,011c 0263c 0,290 £0,017 b 0,073 a
verde 3,35b 0,210c 0,008c 0,281d 0,198 +0,014 c 0,042 ¢
Azul 4,75 a 0,292a 0,011c 0,303 a 0,294 £0,012b 0,070 a
Vermelha 494 a 0,237c 0,021 a 0,258 ¢ 0,173 +0,008 c 0,051 b
2V:1A 4,13 a 0,254b  0,019a 0,273b 0,297 £0,012 b 0,075 a
1V:2A 4,25 a 0,257b 0,016 b 0,273 b 0,313 £0,009 a 0,081 a
1V:1A 3,75b 0,229¢c 0,0156b  0,244c 0,327 £0,020 a 0,075 a

"Médias seguidas de mesma letra mindsculas na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Skott-Knott a
5% de significAncia. NB; nimero de brotos; BSPA: biomassa seca da parte aérea; BSR: biomassa seca de raizes; BST:
biomassa seca total; CT: cardenolideos totais; DP: Desvio padrdo (n = 3).

L8
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Figura 3- Brotos de D.purpurea subsp. heywoodii
desenvolvidos em diferentes qualidade
~de luz sob o cultivo in vitro.

2A/1V 2V/1A 1A/1V Verde

Os maiores acimulos de biomassas secas da parte aérea e total foram obtidos nos cultivos
sob lampadas fluorescente e monocromatica azul. J& o maior acumulo de biomassa seca de raizes
foi observado nos cultivos sob a luz monocromatica vermelha e 2V:1A. Nota-se que o
componente da luz monocromatica azul apresenta um papel importante para a translocacdo de
fotoassimilados para a parte aérea, enquanto que a luz monocromatica vermelha transloca-os para
as raizes. Ainda ndo estdo bem caracterizados os fatores que alteram a alocacdo de biomassa
entre os Orgaos de uma planta em resposta as alteracGes do espectro de luz, alguns estudos, no
entanto, associam a percepcdo do sinal ambiental pelo fitocromo e receptores de luz azul
(criptocromos e fototropinas) a resposta de crescimento de caules (PARKS; FOLTA;
SPALDING, 2001). Segundo Kinoshita et al. (2003) a luz azul estimula a atividade fotossintética
por ser responsavel pela manutencdo de um potencial elétrico nas membranas das células guardas
e pela abertura estomatica resultando no aumento da concentracdo do CO, dentro do mesofilo.
Podendo-se sugerir que a diminui¢cdo da abertura dos estdbmatos sob LEDs vermelha tenha
contribuido para uma possivel diminui¢do na fotossintese e conseqiientemente resultou em uma
menor producdo de fitoassimilados, e portanto menor biomassa pela parte aérea. George e Davies
(2008) relatam os efeitos benéficos da luz vermelha no enraizamento em muitas espécies. Porém,

para a espécie do presente estudo o mais importante é producdo de folhas, ja que principio ativo
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se concentra nesse orgdo, dessa forma o uso de luz no azul e fluorescente branca seria mais
vantajoso.

No entanto, plantulas que foram cultivadas com LED 1V:1A, apresentaram resposta
inferior e estatisticamente equivalente aquelas cultivadas sob LEDs verde e branca. O baixo
potencial da luz verde para todas as varidveis analisadas pode ser justificada por ser uma luz de
pequena importancia no processo de fotossintese, principalmente pelo seu baixo coeficiente de
absorcdo (ROCHA et al., 2010). A luz LED branca utilizada no experimento, embora absorva
nos comprimentos de ondas azul e vermelha, como a fluorescente branca fria, ndo favoreceu o
crescimento da espécie. Isto pode estar relacionado as diferencas espectrais dessas lampadas
(figura 1). Nota-se a auséncia de seletividade espectral da luz LED branca, devido a consideravel
absorcdo na faixa espectral de cerca de 530 nm a 680 nm. A lampada fluorescente apresenta
absorcdo seletiva, tanto na faixa do vermelho (600-700 nm) quanto do azul (400-430 nm).

O acumulo de cardenolideos totais, no que tange ao teor percentual apresentou
comportamento distinto em relacéo as respostas de crescimento. Os maiores acimulos ocorreram
nos tratamentos com 1V:2A e 1V:1A, indicando que a combinacdo e a proporcdo das luzes
vermelha e azul sdo limitantes para a biossintese e acumulo de cardenolideos totais em plantulas
de D. purpurea subsp. heywoodii.

Quanto a produtividade de cardenolideos totais/plantula, apenas as plantulas
desenvolvidas sob a luz fluorescente e as luzes monocromaticas verde e vermelha apresentaram
menores rendimentos. Como a produtividade é dependente do acimulo de biomassa e do teor de
cardenolideos e, as respostas observadas para estes parametros indicaram que a LED azul, a LED
branca e todas as combinacdes LED azul e vermelha estudadas apresentaram resultados positivos
para essa variavel. Os resultados indicaram que o componente azul é importante para elevar a
produtividade in vitro dos cardenolideos totais em plantas de D. purpurea subsp. heywoodii.

A combinada absorcdo dos receptores luminosos no vermelho/vermelho distante
(fitocromos) e os receptores de luz azul (criptocromos e fototropinas) permitem um controle
coordenado para o desenvolvimento e metabolismo das plantas (LIN, 2002). Conforme, Topchiy
et al. (2005) as diferengas na qualidade da radiacdo espectral influenciam a composicao
pigmento-proteinas, que é um caracteristica importante para o estado funcional do aparelhos
fotossintéticos. Pelos resultados observados o componente da regido espectral no azul é

importante para a sintese e acimulo de cardenolideos, pois ha necessidade de no minimo uma
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propor¢do equivalente aquela do componente vermelho. Isto pode estar relacionado a uma maior
eficiéncia fotossintética da luz azul para a produgdo desses metabolitos secundarios. Estes
resultados corroboram aos de Ohlsson, Bjork e Gatenbeck (1983) que verificaram que a luz azul
também levou ao aumento nos teores de cardenolideos e de clorofila em cultura in vitro de D.
lanata cepa S1. Estes autores também observaram que ha alteracdo no perfil dos cardenolideos
conforme o regime luminoso. O aumento no teor de clorofila aumentou os teores de digitoxina.
No entanto, nenhuma correlacdo entre o teor de clorofila foi observado com relagdo ao acimulo
de digoxina. N&o houve diferenca significativa no teor de digoxina entre as células cultivadas nas
diferentes distribuices espectrais ou no escuro. Scheirner et al. (1987), estudando a influéncia da
luz no acumulo de cardenolideos em embrifes somaticos de Digitalis lanata, sugeriram que o
fotoreceptor da luz azul ou protoclorofila participam da regulacdo da biossintese e acimulo de

cardenolideos nesta espécie.

3.3 Choque de luz

O choque de luz foi realizado com a intencdo de induzir um estresse na planta e verificar
esse efeito no crescimento e, principalmente, na producéo de cardenolideos pela espécie. Muitas
estratégias podem ser utilizadas para induzir ou aumentar a producdo de metabdlitos secundarios,
e uma das maneiras mais efetivas seria a aplicacdo de um estresse quimico ou fisico, como
elicitores bioticos ou fatores abidticos como temperatura, luz, metais pesados, pH, etc.
(FUMAGALLI et al., 2008).

Avaliando o experimento de choque de luz pdde-se observar o impacto positivo da luz
LED branca com 139 pmol m? s™ para todas as variaveis de respostas analisadas (Tabela 4). O
incremento na biossintese de cardenolideos foi em torno de 0,038% quando comparados aos
brotos que permaneceram no mesmo ambiente de controle durante os 45 dias (fluorescente

branca-fria - 39 pmol m? s’), como mostra a figura 4.



Tabela 4- Pardmetros de crescimento e acimulo de cardenolideos totais em plantulas de D. purpurea subsp.
heywoodii cultivadas in vitro sob choque de luz.

. NB BSPA BSR BST Teor de CT+DP Produtividade
CondicGes de luz
explante™ g explante™ % g CT/explante
Controle 4,34 a 0,252 a 0,012b 0,264 a 0,249 £ 0,003 ¢ 0,063 b
Azul 3,47hb 0,200 b 0,008c  0,208b 0,210 £ 0,004 d 0,042 d
Vermelha 3,20b 0,188 b 0,008c 0,197b 0,181 + 0,007 e 0,034 ¢
20 pmol m?s* 3,03b 0,196 b 0,006d 0,202b 0,269 £0,016 b 0,052 ¢
139 umol m?s™* 4,51a 0,241a  0,015a 0,256a 0,287 +0,007 a 0,069 a

Médias seguidas de mesma letra mindsculas na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Skott-Knott a 5%
de significancia. NB; nimero de brotos; BSPA: biomassa seca da parte aérea; BSR: biomassa seca de raizes; BST: biomassa
seca total; CT: cardenolideos totais; DP: Desvio padrdo (n = 3).
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Figura 4- Brotos de D.purpurea subsp. heywoodii
desenvolvidos em diferentes estresse de
luz sob o cultivo in vitro.
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Como ja discutido no experimento de intensidade de luz (item 3.1), elevadas densidades
de fluxo de fétons demonstraram, mais uma vez ser favoraveis para o0 acimulo de cardenolideos
in vitro em D. purpurea subsp. heywoodii. A importancia da luz para a producdo e acumulo de
cardenolideos em outras espécies de Digitalis ja& foi demonstrada por diversos autores
(EISENBEIB; KREIS; REINHARD, 1999; HAGIMORI; MATSUMOTO; OBI, 1982;
KUBERSKI et al., 1984; OHLSSON; BJORK; GATENBECK, 1983). No entanto, Eisenbeif,
Kreis e Reinhard (1999) foram os Unicos a avaliarem um regime de choque de luz em cultura de
brotos de D. lanata. Esta cultura foi mantida por 6 semanas no escuro e, em seguida por 4
semanas sob luz LED branca. Os resultados de Eisenbeif3, Kreis e Reinhard (1999) corroboram
com o presente estudo, pois também demonstraram aumento no tamanho da folha e nos niveis de
cardenolideos em D. lanata.

Impactos das mudancas no ambiente de luz podem trazer também consequéncias danosas
para as plantas, como a reducéo do crescimento das mesmas (GONGCALVES et al., 2010). Como
observado no presente estudo, plantas transferidas para as condigdes de luzes azul, vermelha e 20
umol m? s?, apresentaram reducéo no crescimento quando comparadas aos brotos que nao

sofreram o choque de luz.
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O estresse é em geral um fator externo que exerce uma influéncia deletéria sobre a planta,
e sua capacidade de suportar ambientes desfavoraveis é conhecida como resisténcia ao estresse,
que é melhorada com a aclimatacdo da planta a esse ambiente (TAIZ; ZEIGER, 2009). O
interesse pela fisiologia do estresse e seus efeitos no conteddo de metabolitos secundarios em
plantas surgiu na tentativa de explicar as possiveis adaptacbes que poderiam ocorrer no
metabolismo desses compostos, principalmente na maximizacdo da sua producdo, quando
expostos em condicOes de estresse (DIXON; PAIVA, 1995; VERPOORTE et al., 1999).

4 CONCLUSAO

Dentre as diferentes condic¢Ges de luz utilizado no cultivo in vitro de D. purpurea subsp.
heywoodii, a intensidade de 139 pmol m? s proporcionou melhor crescimento e producéo de
cardenolideos pela espécie. LED azul proporcionam brotos com producdo de biomassa e
produtividade de cardenolideos totais elevadas. O choque de luz com 139 pmol m? s™ é eficiente

para producédo de brotos, biomassas e cardenolideos na espécie.
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ANEXO A

MATERIAL SUPLEMENTAR

Relatério final referente ao doutorado sanduiche realizado na Faculdade de Ciéncias da

Faculdade de Lisboa sob orientacdo da Profa. Dra. Ana Cristina Figueiredo.

1 Introdugéo

O género Digitalis é representado por plantas da familia Plantaginaceae popularmente
conhecidas como dedaleira, que produz os glicosidos cardiacos, responsaveis pelas propriedades
cardiotdnicas, citotoxica e antiviral das espécies (BERTOL et al.,, 2011; OH et al., 2005;
SHARMA; PURKAIT, 2012). A planta inteira é considerada tdxica, incluindo as raizes e
sementes (PATIL et al., 2013), e em condicBes naturais, tem sua producdo limitada por fatores
ambientais como clima e solo, além de dificuldades de germinagdo das sementes (ALONSO et
al., 2009).

O cultivo in vitro de plantas é uma técnica eficaz na producdo de metabdlitos secundarios,
proporcionando uma maior homogeneidade, rendimento e composicdo quimica do 0leo essencial,
aléem de promover plantas geneticamente idénticas em um curto periodo de tempo e livre de
infeccdo e variacBes sazonais (REIS et al., 2009; SHEKHAWAT; SHEKHAWAT, 2010;
ZUZARTE et al., 2010). Entre as técnicas de cultura in vitro, o cultivo de raizes transgénicas vem
ganhando forca nos ultimos anos, pelo rapido crescimento da cultura, sem o uso de reguladores
de crescimento (SANTOS et al., 2005). Embora melhor estudado nas folhas, os cardenolideos
podem ocorrer em todos os tecidos da planta (AGRAWAL et al., 2012). Rasmann e Agrawal
(2011) encontraram uma relacdo positiva de cardenolideos entre a folha e a raiz em 18 espécies
de Asclepia. Assim, objetivou-se com este trabalho o estabelecimento de raizes transgénicas de

duas espécies de Digitalis: D.purpurea subsp. heywoodii e Digitalis thapsi.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Estabelecimento de culturas de raizes transgénicas
2.1.1 MATERIAL VEGETAL
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O experimento foi conduzido no Laboratério do Departamento de Biologia Vegetal da
Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa (FCUL).

Para o estabelecimento de culturas de raizes transgénicas, as plantulas foram cultivadas
assepticamente a partir de sementes de D. purpurea subsp. heywoodii adquiridas comercialmente
(Jelitto Seeds®, Alemanha) e Digitalis thapsi L. obtidas de plantas coletadas conforme detalhado
no relatério FFCUL de 1° ano (FUNDACAO DA FACULDADE DE CIENCIAS DA
UNIVERSIDADE DE LISBOA - FFCUL, 2013).

As sementes foram embebidas durante a noite em &gua antes da lavagem numa solucéo de
detergente a 10% durante 10 min, seguida por desinfeccdo de superficie com EtOH a 70%
durante 30 s e NaOCI a 6% durante 5 min. Depois de lavadas quatro vezes com agua estéril, as
sementes foram germinadas em meio Schulz solido (SCHULZ, 1981) (Tabela 1), sem
reguladores de crescimento e mantidas a 24°C em um fotoperiodo de 16 h de luz / 8 h de escuro

(37 puEm™ s™).

Tabela 1- meio de cultura Schulz (1981).

Nutrientes (mg/L)
KH,PO4.3H,0 250
KCL 250
MgS0..7H,0 250
Ca(NOs3), 1000
(HO,CCH2)2NCH,CH;N(CH,CO2H), 20
(EDTA)

Agar 8000

O meio foi autoclavado a 1 atm a 120°C por 15 min.

2.2 INDUCAO DE CULTURAS DE RAIZES TRANSGENICAS

As plantulas assépticas com 20 dias de idade foram utilizadas para o estabelecimento de
raizes transgénicas, por inoculagdo com Rhizobium rhizogenes de acordo com novas revisdes
taxonémicas, Rhizobium rhizogenes é o sinbnimo mais recente de Agrobacterium rhizogenes,
detalnado em Faria et al. (2014)] A4 Estirpe pRiA4 :: 70GUS. As plantulas foram
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cuidadosamente lesionadas com um bisturi previamente mergulhado numa suspensdo de R.
rhizogenes cultivada durante a noite sobre meio YMB (Tabela 2), limpo com papel de filtro
estéril e depois transferido para placas de Petri contendo meio SH sélido (SCHENK;
HILDEBRANDT, 1972) como detalhado em Faria et al. (2014). Apds 48 h de co-cultura com a
suspensdo bacteriana no escuro, as plantulas foram transferidas para meio contendo 500 mg/L de
cefotaxima, para a eliminacdo de R. rhizogenes. O material vegetal foi mantido a 24°C, em

€scuro.

Tabela 2- Meio de cultura YMB (Hooykaas et al., 1977).

Nutrientes (mg/L)
Manitol 10000
Estrato de levedura 400
NaCl 100
MgS0,.7H,0 200
K2PO4 500
Agar (para meio solido) 8000
pH 6,8

O meio foi autoclavado a 1 atm a 120°C por 15 min.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Inducéo da Culturas de raizes transgénicas

As plantulas de D. purpurea subsp. heywoodii foram estabelecidas com sucesso em meio
Schulz (SCHULZ, 1981) (Figuras 1 A). Estas foram utilizadas no estabelecimento de raizes
transgénicas apds inoculagdo com Rhizobium rhizogenes (Figuras 1 C-F). Comparativamente, 0

material de Daucus carota foi utilizado para o controle do processo de inoculacdo (Figura 1E).
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Figura 1- Inducéo de culturas de raizes transgénicas de D. purpurea subsp. heywoodii.
A,B- plantulas in vitro apds inoculacdo com Rhizobium rhizogenes; C, D-
plantulas de D. thapsi e D. purpurea subsp. heywoodii apds inoculagdo com
Rhizobium rhizogenes, respectivamente; E- Daucus carota, tratamento
controle; F- Detalhe do crescimento de raizes. barra transgénicas em plantulas
de Digitalis. Barras: 1cm.

As raizes transgénicas de D. purpurea subsp. heywoodii e D. thapsi foram estabelecidas
com sucesso no escuro em meio SH liquido como detalhado em Faria et al. (2014), e mantidas no
mesmo meio de cultura no escuro, a 24°C num agitador orbital Pilot-Shake RC-6U (Adolf
Kuhner AG, Suiga) 80 rpm. A partir desta fase uma rotina regular de subcultura foi utilizada para
manter as culturas. Apos cada 4 semanas, o subcultivo foi realizado; uma porcdo do agregado de

raiz foi removida assepticamente e transferida para meio de cultura fresco.
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Figura 2- A. Inducdo de raizes transgénicas de espécies de Digitalis. B e C,
Crescimento e manutencao de raizes transgénicas de D. thapsi; D, raizes
transgénicas de D. purpurea subsp. heywoodii

3 CONCLUSAO

Raizes transgénicas de D.purpurea subsp. heywoodii e D. thapsi podem ser induzidas a
partir de sementes germinadas em meio solido de Schulz, e desenvolvidas em meio de cultura

SH, desde que seu subcultivo seja realizado a cada 4 semanas.
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APENDICE A

Obtencdo da formula para calculo do teor de cardenolideos, expressos em B-metildigitoxina por

espectrofotometria no UV-Vis, a partir da equacdo da reta obtida para a curva analitica.

- Considerando a equacao da reta onde o intercepto difere estatisticamente de zero tem-se:
[B-metildigitoxina] = A - 0,0619 /7,51

Onde: [B-metildigitoxina] = concentragdo de B-metildigitoxina em mg/mL

A = absorvancia a 494 nm

- Quantidade de B-metildigitoxina na solucéo de leitura (10 mL):

A-0,0619 /7,51 Mg -------=--------- 1mL
X mmmmmmmmmmmmooe- 10 mL
x = 10 x (A - 0,0619) mg

7,91

- Transformacdo de unidade de mg para g:

10 x (A - 0,0619) mg ----------------- y
7,51

y=1,33x10° (A-0,0619) g

- Calculo do teor de cardenolideos totais (CT) expressa em B-metildigitoxina:

M (g) -----------mm-e- 100%
1,33 x 107 (A - 0,0619) @ ----=nn-=---- CT
CT =0,133 (A - 0,0619) %
m (9)

Onde m = 0,1 g de folha seca



