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1. INTRODUCAO

A biodiversidade brasileira é considerada como uma das maiores do mundo e
por conta disso, 0 estudo de plantas com potencial biotecnoldgico tem se intensificado
nos ultimos anos, visando encontrar a cura de doencas de alta importancia. Os
metabdlitos secundarios possuem ac¢les importantes no interior do vegetal que
possibilitam a sobrevivéncia em diversos ambientes. Estas substancias bioativas sao
utilizadas pela medicina popular ha séculos e podem contribuir com o meio cientifico na
busca por novos medicamentos.

A espécie Handroanthus impetiginosus, popularmente conhecida como ipé-
roxo, € muito estudada devido as suas naftoquinonas encontradas no lenho. Diversas
substancias ja foram isoladas deste género e entre elas estdo listadas seis naftoquinonas
e nove antraquinonas. Do primeiro grupo podemos citar as mais famosas como o
lapachol, a alfa-lapachona e a beta-lapachona, tidos ha pouco tempo atrds como
promissores para a cura para o cancer (DA CRUZ FONSECA; BRAGA; DE
SANTANA, 2003).

O lenho é muito utilizado na medicina popular devido aos efeitos terapéuticos
das quinonas, especialmente as mencionadas anteriormente. Os indigenas e populacdes
tradicionais utilizam para fins antimicrobianos, antitumorais, anti-inflamatérios e
cicatrizantes, atividades estas que ja foram comprovadas cientificamente e atribuidas ao
lapachol e a B-lapachona (DE MORAIS et al., 2005).

A extracdo de tais compostos gera € um processo extrativista extremo, uma vez
que o vegetal morre ao retirar as cascas. O ipé é uma das espécies que podem sofrer
com a extingdo e a biotecnologia surge como alternativa para sanar este problema,
devido as novas técnicas de biologia molecular e genética. Dentre as técnicas
biotecnoldgicas mais utilizadas, a cultura de plantas in vitro tem se destacado. Uma das
grandes vantagens de se utilizar técnicas de cultura de tecidos é o grande potencial na
obtencdo de metabolitos secundarios (KARUPPUSAMY, 2009).

A eliciagdo de compostos bioativos representa atualmente uma das técnicas de
maior sucesso, consistindo em adicionar no meio de cultura um precursor ou ativador de
metabolismo vegetal. Logo, o trabalho teve como principal objetivo o estudo de um
método eficiente de obtencdo de naftoquinonas utilizando elicitores in vitro e o estudo

das aplicagdes farmacologicas de um metabdlito secundario de ipé-roxo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. IPE ROXO

A familia Bignoniaceae é representada por cerca de 100 géneros e 860 espécies
(FISCHERFISCHER; THEISEN; LOHMANN, 2004), que estdo distribuidas
principalmente nas regides tropicais e subtropicais, e principalmente na América do Sul
(ZAPATER et al., 2009). A distribuicdo do género Handroanthus € muito ampla, ocorre
desde o México e Antilhas até o Norte da Argentina. Pertencem ao grupo ecoldgico das
secundérias tardias e seu cultivo tem aumentado nos Ultimos anos, sendo empregado na
arborizacdo de ruas e parques. As suas espécies podem ser agrupadas, de acordo com a
cor da flor que produzem, em: roxa, amarela, branca, rosa e verde (LORENZI, 2008).

Handroanthus impetiginosus é uma espécie pertencente a esta familia
conhecido como pau-d’arco ou ipé-roxo, chegando de 8 a 30m de altura e podendo
alcancar de 60 a 100 cm de diametro a altura do peito (DE OLIVEIRA et al., 2015).
Possui enorme interesse econdmico nos setores madeireiros, ornamentais e medicinais.
Sua madeira possui elevada resisténcia e com isso € empregada em marcenaria,
construcOes pesadas e estruturas externas, tanto civis quanto navais. Além disso, dessa
planta também sdo obtidos corantes para tingir a seda e o algoddo (OLIVEIRA;
SCHELEDER; FAVERO, 2008).

O ipé-roxo tem sido muito utilizado para a reconstituicdo de Reserva Legal e
em programas de recuperacdo de areas degradadas. Além disso, a espécie possui
metabolitos secundarios, principalmente o lapachol, uma naftoquinona de grande
importancia para a medicina no tratamento contra alguns tipos de cancer, lUpus, doenca
de Parkinson, psoriase e alergia, além de apresentar as atividades hipoglicemiante,
depurativo, bactericida, antifungico, diurético e adstringente (DE OLIVEIRA et al.,
2015). Estas naftoquinonas sdo extraidas do lenho, o que levou a um processo agressivo
e danoso para a espécie (PIRES, 2014).

A arvore possui as folhas compostas folioladas; os foliolos coriaceos,
pubescentes em ambas as faces, de 9,0 a 18,0 cm de comprimento por 4 a 10 cm de
largura. As flores sdo infundibuliformes e numerosas, de coloragéo résea ou arroxeada e
despontam em volumosas inflorescéncias em panicula sub-corimbiforme, com eixos

ramificando dicotomicamente, grossos e cobertos por um indumento fulvo-claro. Flor



com pedicelo e célice revestidos por indumento fulvo-claro; bracteas largas e fulvo-
pilosas, geralmente pilosas; calice campanulado de 5 a 8mm de comprimento; corola
roseo-violacea a fauce-amarelada, de 6mm de comprimento (LORENZI, 2002). Seu
tronco é reto, cilindrico e raramente tortuoso, apresentando de 30 a 40 cm de diametro.
Sua casca externa € grisacea, levemente aspera, com sulcos longitudinais pouco
profundos e fissuras horizontais curtas e irregulares, desprendendo-se em escamas
retangulares e grossas. A casca interna apresenta caracteristica fibrosa, com tonalidade
marrom-clara e levemente rosada, seu lenho tem porosidade difusa sem anéis de
crescimento distintos (SCHNEIDER; SCHNEIDER; FINGER, 2000).

O ipé-roxo floresce entre maio e setembro e sua frutificacdo entre julho e
novembro. Ocorre a queda das folhas, seguida da queda das pétalas ficando
completamente nua. Apds cerca de 10 dias ocorre a frutificacdo, mas nao ocorre todos
0s anos; existem variacGes na floracdo e na frutificacdo e, as vezes, a arvore deixa de
florescer por 1 ou 2 anos seguidos (LORENZI, 2002). As sementes sdo recalcitrantes
ocorrendo perda viabilidade em um periodo de tempo muito curto, dificultando o

armazenamento destas e sua propagacdo natural.

2.2. NAFTOQUINONAS

O cenario mundial de doencas que se tornaram resistentes aos métodos
convencionais € alarmante, fazendo-se necessario o estudo e a investigacdo de novos
compostos capazes de combater os micro-organismos de forma eficiente. A busca por
substancias quimicas naturais e derivadas surgem como uma alternativa viavel para o
lancamento de novos farmacos no mercado, com menos reacGes adversas quando
comparado com os sintéticos (GONZALEZ et al., 2013).

O estudo de plantas com potencial biotecnolégico tem se intensificado nos
ultimos anos devido a alta biodiversidade existente no territorio brasileiro. Os
metabdlitos secundarios possuem acgles importantes no interior do vegetal que
possibilitam a sobrevivéncia em diversos ambientes. Estas substancias bioativas sao
utilizadas pela medicina popular ha séculos e podem contribuir com o meio cientifico na
busca por novos medicamentos. (DE OLIVEIRA, 2015)

Uma das classes de metabolitos secundarios mais estudados, atualmente, para
fins farmacéuticos sdo as naftoquinonas. Caracterizam-se como pigmentos naturais que

possuem em sua estrutura dois grupos carbonila nas posicdes 1,4 e menos



frequentemente nas posicdes 1,2 e 1,3 no anel naftaleno (LOPEZ et al., 2011). S&o
comumente encontrados na natureza em plantas, fungos, bactérias e animais com grupos
hidroxila e metila como substituintes, algumas familias sdo referéncias na obtencdo de
naftoquinonas como: Ebenaceae, Droseraceae, Bignoniaceae, Verbenaceae,
Plumbaginaceae, Juglandaceae, Boraginaceae (BRUNETON, 2001).

Estas espécies sdo amplamente utilizadas pela medicina popular de diversas
localidades em chas para o tratamento de inimeras enfermidades, podendo ser destaque
para doencas parasitarias, varios tipos de cancer, atividades antibacteriana e antifangica
(DA SILVA et al., 2013). Diversas naftoquinonas ja foram elucidadas na ciéncia
perante suas atividades como a lawsona, a juglona, a plumbagina, a lapacho, a alkalina e
a shikona, sendo todas de origem vegetal.

As atividades bioldgicas das naftoquinonas sao atribuidas a elevada capacidade
de capturar um ou dois elétrons para formar seus derivados. Sua toxicidade € em geral
atribuida pela geracdo de espécies reativas de oxigénio e a reacdo com macromoléculas,
como DNA e proteina (BERGERON et al., 2007). A atividade antiparasitaria das
naftoquinonas naturais e sintéticas € atribuida a formacdo de espécies reativas de
oxigénio induzindo assim a peroxidacdo lipidica e alteracdo no transporte de elétrons
comprometendo a respiracdo celular (FERREIRA et al., 2006).

Trabalhos reportam que vias metaboélicas importantes para a funcionalidade
celular sdo afetadas pela interacdo destas moléculas com enzimas e proteinas estruturais.
Alguns derivados de vitamina K (uma naftoquinona comercial) inibem as isoformas o ¢
B da fosfatase CDC25 tornando comprometida a regulacdo do ciclo celular de células
eucariontes cancerigenas (BRUN et al., 2005).

As naftoguinonas interagem com 4&cidos nucleicos devido a parte 1,4-
naftoquinona e acabam inibindo funcBes importantes como a replicacdo e a transcricao
tornando a célula incapaz de realizar fungbes chave para sua a sobrevivéncia, como a
divisdo celular e a expressdo de genes. A identificacdo, caracterizagdo e métodos
alternativos de obtengdo destas substancias surgem como uma alternativa de grande
potencial para novos tratamentos médicos e farmacéuticos. Atrelado a isso, o estudo dos
mecanismos de a¢do destas moléculas podem gerar farmacos com elevado poder agéo e

seletividade para tratamentos de doengas de alta letalidade (LOPEZ et al., 2011).



2.3. LAPACHOL E DERIVADOS

A espécie do ipé-roxo ¢ muito estudada pelas suas naftoquinonas encontradas
no lenho. Diversas substancias ja foram isoladas deste género e entre elas estdo listadas
seis naftoquinonas e nove antraquinonas. Do primeiro grupo podemos citar as mais
famosas como o lapachol, alfa-lapachona e beta-lapachona. O lapachol ¢ caracterizado
como uma hidroxi-naftoquinona cuja nomenclatura oficial ¢ 2-hidréxi-3-(3-metil-2-
butenil)-1,4-naftalenodiona. Foi descoberto e estudado por E. Paterno o qual fez sua
extracdo da arvore argentina ‘Lapacho’ Tabebuia avellanedae Lor. (Bignoniaceae) Os
estudos quimicos também foram desenvolvidos por S.C. Hooker em 1892 ¢ 1896 (DA
CRUZ FONSECA; BRAGA; DE SANTANA, 2003).

Esta naftoquinona é obtida por extracdo acido-base devido ao seu pka
utilizando uma solucédo altamente alcalina. O lapachol em sua forma acida apresenta
uma coloracdo amarelada e insolivel em &gua, porém quando em meio alcalino forma
cristais de cor avermelhada altamente soltvel em &gua facilitando sua extragdo. Ja para
a obtencdo da P-lapachona utiliza-se é&cido sulfdrico concentrado, gerando
exclusivamente a substancia (BARBOSA; NETO, 2013).

O ipé-roxo é muito utilizado na medicina popular devido aos efeitos
terapéuticos de suas quinonas, especialmente as mencionadas anteriormente. Os
indigenas e as populacBGes locais utilizam o cha da casca como antimicrobiano,
antitumoral, anti-inflamatorio, cicatrizante e antitumoral, atividades estas que ja foram
comprovadas cientificamente ¢ atribuidas ao lapachol e a f-lapachona (DE MORAIS et
al., 2005).

Os pontos de fusdo sdo de 154 a 156 ° C e de 139 a 140 ° C para o lapachol e a
B-lapachona, respectivamente, e sdo caracterizados como produtos naturais (ALVES et
al., 2008). O lapachol foi comercializado como medicamento pelo Laboratério
Farmacéutico do Estado de Pernambuco em parceria com a Univercidade Federal de
Pernambuco em comprimidos de 250 mg (ARAUJO; ALENCAR; ROLIM NETO,
2002), porém foram retirados do mercado recentemente devido aos poucos estudos

sobre sua agéo e toxicidade.



2.4. ATIVIDADES FARMACOLOGICAS

Diversas atividades do lapachol séo descritas na literatura devido ao uso na
medicina popular. Porém alguns autores atribuem as propriedades medicinais do ipé-
roxo a um conjunto de substancias encontradas na casca e entrecasca, naftoquinonas e
antraquinonas, que trabalham em conjunto e ndo somente ao lapachol e a B-lapachona
como ¢é corriqueiramente proposto (DA CRUZ FONSECA; BRAGA; DE SANTANA,
2003).

Os primeiros estudos no Brasil realizados com estas moléculas bioativas foram
testes anti-inflamatérios e analgésicos. Em pacientes que sofriam de cervites e
cervicovaginites quando utilizado o lapachol foi significativamente igual ao grupo
controle, porém ndo apresentou efeitos colaterais sendo mais vantajoso. Atrelado a isso,
teve um indice de cura de 90% em caos de sinusite, otite, bursite e tendinite (ARAUJO;
ALENCAR; ROLIM NETO, 2002).

Oswaldo Gongalves de Lima foi um dos pioneiros no estudo do lapachol como
antibidtico, observando uma maior atividade contra bactérias Gram-positivas e acido-
resistentes. Porém, obtiveram resultados peculiares quando a substancia era purificada,
a qual tinha sua atividade diminuida, demonstrando que o extrato do ipé-roxo era
constituido de diversas naftoquinonas com atividade antimicrobiana (DA CRUZ
FONSECA; BRAGA; DE SANTANA, 2003).

Segundo Moraes et al., (2015), o extrato aquoso de ipé-roxo nas concentracées
de 10 mg mL? promoveu uma maior atividade angiogénica, vascularizagdo, quando
comparada com o controle neutro e negativo. Uma vez que o processo de cicatrizagdo é
relacionado com a vascularizacdo local, estudos indicam que o extrato da espécie
apresenta uma importante contribuicdo para a reparacdao de tecidos. Em camundongos
foi possivel a completa restauracdo do epitélio em feridas cutdneas em 14 dias
(BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005; COELHO et al., 2010).

A principal atividade atribuida ao lapachol e seus derivados é a antineoplasica.
Em 1967 foram realizados os primeiros estudos contra o cancer utilizando o lapachol,
demonstrando uma alta atividade sobre o Sarcoma de Yoshida, com uma porcentagem
de inibicdo de 86% (SANTANA; SILVA, 1980). Apresenta ainda, algumas atividades
antivirais contra virus RNA, atuando principalmente sobre virus envelopados e ndo

envelopados nas concentragbes de 5 a 10 pug mL™. Estudos recentes feito com as



naftoquinonas do género Handroanthus demonstraram que elas ndo possuem atividades
contra o virus da dengue, apesar de terem diminuido o nimero viral em até uma unidade
logaritmica (SILVEIRA, 2016).

O estudo de derivados de lapachol ¢ de grande importancia para a produgado de
novos medicamentos contra cancer € como cicatrizantes principalmente. Atrelado as
técnicas de cultura de tecidos € possivel obter estes compostos bioativos de forma

sustentavel e sem danos a espécie inserida no ambiente natural.

2.5. ELICIACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

A biotecnologia teve avancos significativos devido as novas técnicas de
biologia molecular e genética. Dentre as técnicas biotecnoldgicas mais utilizadas, a
cultura de plantas in vitro tem se destacado nas pesquisas. O principio da cultura de
tecidos vegetais ¢ o conjunto de técnicas onde um explante (célula, tecido ou 6rgio) é
isolado e cultivado em meio nutritivo e asséptico (TORRES; CALDAS; BUSO, 1998).

A totipotencialidade das células vegetais € uma caracteristica que permite que
qualquer célula possa sofrer desdiferenciacdo gerando um novo vegetal, aspecto
utilizado na cultura in vitro, sendo que o meristema possivelmente apresenta 0s
melhores resultados (VERDEIL et al., 2007).

Uma das grandes vantagens das técnicas de cultura de tecidos é o alto potencial
na obtencdo de metabodlitos secundarios, evitando a préatica extrativista de plantas
medicinais (KARUPPUSAMY, 2009). A obtencdo de metabdlitos secundarios in vitro
vem sendo estudados em diferentes sistemas biolégicos com o intuito de tomar
conhecimento sobre sua atividade e potencial de aplicacdo (SOKMEN et al., 2004).

Muitas estratégias podem ser utilizadas para induzir ou aumentar a producgdo de
metabdlitos secundarios. Uma das maneiras mais efetivas, em muitos casos, é a adi¢do de
compostos precursores ou intermediarios ao meio de cultivo celular (SILVESTRINI et al.,
2002). Outra estratégia € a eliciacdo de células, uma das técnicas de maior sucesso. A
eliciacdo é importante para a cultura de tecidos vegetais, sendo essa técnica essencial para
muitas especies comerciais. Estes compostos desempenham funcBes importantes na
adaptacdo das plantas ao ambiente e também de interesse biotecnologico, como 0 uso em
antibidticos, antifangicos e antivirais (FUMAGALI et al., 2008).



O uso da eliciacao de células para induzir ¢ aumentar a produ¢ao de metabolitos
secundarios de interesse comercial tem sido descrito em diversos trabalhos e pode gerar
produtos biotecnologicos de alto interesse comercial (WANG; ZHONG, 2002; DONG;
ZHONG, 2001; LEE; SHULER, 2000).

2.6. BIORREATORES

Os biorreatores sdo utilizados basicamente para que a producdo atinja o nivel de
“commodities”. Este processo é baseado no aumento de escala, saindo de volumes
extremamente pequenos (laboratorial) para industriais. Estes equipamentos facilitam a
producgéo de proteinas, compostos bioativos, hormonios, medicamentos, entre outros, de
forma mais rentavel e em um curto espaco.

O aumento de escala é tido como fase final do processo de obtencdo dos
metabdlitos secundarios, porém quando colocamos estas células em grandes tanques sob
forte agitacdo é que surgem os problemas. A transferéncia de massa do oxigénio e dos
nutrientes é a principal causa de modificacdo no crescimento celular quando utilizadas em
biorreatores de alto volume, cujo aumento de biomassa se mantem como ponto critico para
a produtividade (FUMAGALI et al., 2008).

Segundo Preil e Beck (1991), foi a partir de fermentadores utilizados para
cultivo de microrganismo em escala industrial que surgiram 0s primeiros biorreatores
para células vegetais. Os tanques para producdo de embriGes e brotos sofreram
melhorias considerdveis como a presenca de sensores para monitoramento da
temperatura, da velocidade de agitacdo do meio liquido, do pH, do oxigénio dissolvido,
do potencial de oxirreducéo e do didxido de carbono.

Os biorreatores para producéo de células vegetais podem ser divididos em dois,
segundo o tipo de imersdo. Os de imersdo permanente, onde o material liquido cobre o
explante durante todo o processo, € 0 método é mais utilizado para o cultivo de células e
ndo para plantas propriamente ditas. O de imersdo temporaria, ou seja, o liquido fica em
contato com o explante por tempo determinado pelo experimentador, bastante utilizado
para a producdo de plantas e micropropagacédo. Atrelado a isso, 0 modo de agitacdo
pode ser por fluxo de ar ou agitacdo mecanica, este ultimo com um cuidado especial
para ndo danificar as células (RIBEIRO; BASTOS, 2008).

Uma das principais vantagens da utilizacdo dos biorreatores € a possibilidade

de renovacdo do ar e dos nutrientes durante todo o processo de cultivo, resultando no



crescimento acelerado de células na manutencdo do metabolismo. Os tanques
monitorados por computacdo também facilitam a produgdo em larga escala, reduzindo a
mao de obra especializada e conseguindo minimas variacdes de pH, de temperatura e de
aeracdo no processo, com aumento do rendimento (RIBEIRO; BASTOS, 2008).

Os biorreatores surgem entdo como uma ferramenta para a producdo em larga
escala de compostos de interesse humano e ndo s para a multiplicacdo vegetal. A
obtencdo de metabdlitos secundarios em altos volumes ainda é pouco estudada, porém
0S avangos nessa area sdo de extrema importancia para evitar 0s processos extrativistas
danosos ao ambiente e diminuir o espaco de producdo demandado para o plantio desses

vegetais.

3. JUSTIFICATIVA

A procura por produtos biotecnoldgicos voltados para area da salde tem
crescido muito nas Ultimas décadas. Consequentemente ocorre um aumento nas
pesquisas sobre espécies vegetais com o intuito de descobrir ou aumentar a producédo de
substancias para usos farmacolégicos.

O ipé-roxo é uma espécie nativa do cerrado muito utilizada como planta
ornamental e medicinal, possuindo metabdlitos secundario como lapachol, muito
empregado como analgésico e para auxiliar no tratamento de cancer. No entanto, essa
substancia € extraida do lenho do vegetal em questdo, ocorrendo um processo
extrativista severo, contribuindo para o desmatamento e extin¢do da espécie.

Portanto, para que esta molécula biotiva possa ser mais bem estudada e
possivelmente utilizada como medicamento, a eliciacdo de metabolitos secundarios em
material vegetal proveniente de Handroanthus impetiginosus demonstra potencial para a

producdo biotecnoldgica deste composto, bem como seus derivados.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVOS GERAIS

Obtencdo de um protocolo de indugdo de naftoquinonas in vitro em explantes de

Handroanthus impetiginosus
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Resumo

O lapachol é a principal naftoquinona da especie Handroanthus impetiginosus
cuja as atividades bioldgicas foram confirmadas pela ciéncia como anti-inflamatorios,
analgésicos, antibioticos, antifungicos e antineoplasicos. Este trabalho teve como
objetivo o estudo de um método de obtencdo de naftoquinonas de ipé-roxo in vitro e o
estudo de suas aplicacdes farmacoldgicas. Sementes de ipé-roxo foram germinadas em
meio MS e segmentos caulinares de 1 cm foram extraidos e inoculados em tubos de
ensaio contendo 15 mL de meio MS suplementado com 30 g L de sacarose, em dois
tratamentos com 4 mg L do elicitorl e do elitor2. Novos segmentos caulinares foram
inoculados em biorreatores contendo 50 mL e 500 mL de meio MS suplementados com
30 g L de sacarose 4 mg L™ do elicitorl. Apds isso, 0 meio de cultura fora liofilizado e
posteriormente macerado, obtendo-se um p6 semi-fino, para as andlises dos perfis
moleculares foi utilizando um equipamento MALDI-TOF MS onde foi aplicado 1 pL de
matriz a-CHCA em pogos individuais de uma placa de aco livres ou onde 1 pL das
amostras haviam sido depositados. A analise antimicrobiana foi avaliada por difusdo em
agar. A atividade citotdxica foi realizada utilizando células mononucleares de sangue
periférico (PBMC) e sal de MTT com leitura em espectrofotomrico de microplacas a
560 nm (Zenit), os dados foram analisados usando regressao linear para obter valores de
CCso / 1Cs0. A média dos elicitores foi considerada diferente de acordo com teste T-
Studenty a 95% de significancia, sendo o elicitor 1 mais eficiente com média de 1,90.
As analises de MALDI-TOF demonstraram altas possibilidades de o extrato conter
lapachol em sua composi¢do. O composto ndo apresentou atividade antimicrobiana,
porém o resultado para a 1C50 foi de 147,1833 pg mL* demonstrando ser satisfatorio

para posteriores analises em células cancerigenas.

Palavras-chave: Lapachol; Cultura de tecidos; Elicitor; Citotoxicidade; ipé-roxo.
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1. INTRODUCAO

O Cerrado ¢é conhecido como uma das maiores savanas do mundo e encontra-se
entre 0s biomas prioritarios para a conservacdo da biodiversidade em nivel global
devido a répida destruicdo que ameaga sua elevada riqueza biolégica (MYERS et al.,
2000; SILVA e BATES, 2002).

Handroanthus impetiginosus (Mart. Ex DC) Mattos pertence a familia das
Bignoniaceae e € uma espécie arborea encontrada principalmente em areas de cerrado,
fazendo parte da vegetacdo nativa do centro-oeste brasileiro. Esta espécie é
popularmente conhecida como ipé-roxo e desperta interesse econémico devido as
diversas aplicacOes para a sociedade (LIMA et al., 2014).

A familia Bignoniaceae é cientificamente conhecida pelas naftoquinonas que
produzem. Estes metabdlitos secundarios merecem uma atencdo especial devido as
inimeras atividades bioldgicas ja confirmadas pela ciéncia: como anti-inflamatorios,
analgeésicos, antibioticos, antifangicos e antineoplasicos. (DA SILVA et al., 2013). O
lapachol ¢ a B-lapachona (Figura 1), sdo as naftoquinonas mais conhecidas entre 0s

géneros desta familia de plantas e, consequentemente, as mais estudadas.

0
0
o
OH
X
0
0
-Lapachona
Lapachol

Figura 1: Estrutura quimica do lapachol e da -lapachona (WISINTAINER et al.,
2014).

No entanto, a extragdo destas naftoquinonas ocorre do lenho da planta, o que
gera morte do individuo. A maioria das plantas produz quantidades pequenas de
compostos bioativos, e sua producgédo s6 ocorre em certas circunstancias de estresse. Na
cultura de tecidos vegetais, os elicitores bioticos e abidticos podem ser utilizados para

estimular a biossintese do metabolito secundario em calos/tecidos. Diversos estudos na
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literatura cientifica confirmaram que a acumulacdo de diferentes metabdlitos
secundarios pode ser eficientemente induzida pela aplicacdo de elicitores (GUPTA et
al., 2015).

Este mecanismo de obtencédo in vitro acaba gerando um produto mais facil de
purificar e comercializar como farmacos e/ou produtos naturais. Além disso, este
método contribui para a conservacao das espécies de ipé, principalmente o roxo, uma
vez que necessita somente de suas sementes.

Com isso, este trabalho teve como objetivo o estudo de um método de obtencéo
de naftoguinonas de Handroanthus impetiginosus utilizando elicitores in vitro e o

estudo de suas atividades bioldgicas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. GERMINACAO DAS SEMENTES

Sementes de Ipé-Roxo (Handroanthus impetiginosus) foram coletadas na
localizagdo 21°25'20.4"S 45°56'55.9"W nos periodos de setembro a outubro de 2017
foram lavadas em &gua corrente por 1 min e desinfestadas em etanol 70% por 1 min e
hipoclorito de sddio 2,5% por 5 min, ap0s este processo o0s explantes foram lavados trés
vezes em agua destilada autoclavada. Em seguida, os explantes foram inoculados em
tubos de ensaio contendo meio de cultura MS sem sacarose autoclavado a 1 atm e 120°
C por 20 min. Posteriormente os tubos foram colocados em sala de crescimento a 25° C
e fotoperiodo de 8 h de escuro e 16 h de claro por 20 dias.

2.2. ELICIACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS

Segmentos caulinares extraidos de plantulas de Handroanthus impetiginous
estabelecidas in vitro foram utilizados como explantes. Estes, com 1 cm, foram
inoculados em tubos de ensaio contendo 15 mL de meio MS suplementado com 30 g L™*
de sacarose, em dois tratamentos com 4 mg L* do elicitor 1 e do elitor 2. O controle foi
realizado sem adi¢do dos compostos quimicos. O meio foi solidificado com 6 g L™ de
agar e o pH ajustado em 5,8 antes da autoclavagem a 120° C, durante 20 min. Apos a
inoculagdo na cdmera de fluxo laminar, o material foi mantido em sala de crescimento a

27+2° C de temperatura e auséncia de luz. Apo6s 30 dias de cultivo os tubos foram
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analisados quanto a presenca de coloracéo e os dados seguidos para a analise estatistica
em software R (FERREIRA; CAVALCANTI; NOGUEIRA, 2013) . Foram realizados
20 repeticdes para cada tratamento.

2.3. BIORREATOR

Novos segmentos caulinares foram usados para o aumento de escala. Estes,
também com 1 cm, foram inoculados em biorreatores contendo 50 mL e 500 mL de
meio MS suplementados com 30 g L de sacarose e 4 mg L™ do elicitor 1. O meio teve
seu pH ajustado em 5,8 antes da autoclavagem a 120° C, durante 20 min. Apo6s
inoculagéo na camera de fluxo laminar, os biorreatores contendo 50 mL foram mantidos
no escuro em agitacdo utilizando shaker a 27+2° C de temperatura, e 0s de 500 mL
foram agitados utilizando uma bomba de ar IPX4 de 1,1 W e 127 V ligado a uma pipeta
de 5 mL em contato com o meio de cultura, uma vez que o ar era esterilizado através de
um filtro de seringa milipore de 0,22 pum. Apo6s 30 dias de cultivo os tubos foram
analisados quanto a coloragdo, que neste caso evidenciou a producdo dos metabolitos

secundarios.

2.4. OBTENCAO DOS METABOLITOS

O meu de cultura dos biorreatores foram liofilizadas e posteriormente
maceradas, obtendo-se um p6 semi-fino, que foi estocado para utilizacdo na medida em

que foram feitos os testes descritos em 2.5, 2.6 e 2.7.

2.5. ESPECTROFOTOMETRIA DE MASSAS

As analises dos perfis moleculares foram realizadas utilizando um equipamento
comercial AutoFlex Speed MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Alemanha) com um
laser de nitrogénio (337 nm) utilizando calibragdo externa (ions de matriz a-CHCA em
190,04 e 379,09 m/z) em modo refletido positivo na faixa de m/z 100 a 1000, com 100
disparos do laser por ponto (2000 disparos por espectro). Foi aplicado 1 puL de matriz o-
CHCA (10 mg mL* de a-CHCA em 70:30 ACN-0,5% TFA ag.) em pocos individuais
de uma placa de aco (MTP 384, Bruker Daltonics) livres ou ondel1l pL das
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amostras haviam sido depositados. A matriz depositada foi secada a temperatura
ambiente antes das analises por MALDI-TOF MS.

2.6. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O extrato foi testado contra as seguintes linhagens: Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 25922 e Candida albicans ATCC 10231 mantidas
no Laboratério de Bioprocessos da UNIFAL-MG. A atividade antimicrobiana foi
avaliada por difusdo em &gar segundo metodologia definida nos documentos M7A6
(Clinicaland Laboratory Standards Institute - CLSI 2003) para bactérias, com ligeiras
modificaces. Para as linhagens bacterianas serdo utilizados o Agar Mueller Hinton e
para as leveduras o Agar Mueller Hinton adicionado de 2% de glicose. O agar sera
perfurado com tubo metalico para obtencdo de pocos de aproximadamente 4 mm de
didmetro. A suspensdo de microrganismos foram inoculados na superficie do meio de
cultura, apds padronizacdo em solucdo salina com turvacao correspondente ao tubo 0,5
da escala de Mac Farland para as bactérias e tubo 1,0 para as leveduras. O extrato do
Ipé-Roxo foi dissolvido em agua destilada nas concentra¢@es de 5,0; 2,5; 1,25; 0,625
mg mL? e em seguida, filtrados em membrana Millipore (0,45 pm de didmetro de poro)
e colocados nos pogos juntamente com os controles positivo (solucdo de clorexidina a
0,12%) e negativo (agua destilada e caldo Casoy).

As placas foram incubadas a 37° C por 24 h. Apés este processo, foi feita a
leitura dos diametros dos halos de inibicdo do crescimento microbiano em volta dos

po¢os com o auxilio de uma régua.

2.7. AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA

A citotoxicidade do extrato de ipé-roxo foi realizada nas concentragdes de 250,
125, 62,5, 31,25, 15,62, 7,81, 3,90, 1,95, e 0,98 pug mL* usando 3- (4,5-dimetiltiazol-2-
il) - 2,5-difenil-tetrazolio (MTT) (MOSMANN, 1983). Células mononucleares de
sangue periféerico (PBMC) foram obtidas pela passagem do sangue heparinizado em
solugéo Histopaque (Sigma-Aldrich). As PBMC foram ressuspendidas na concentragéo
de 1,5 x 10° mL* em RPMI 1640 contendo 1,6% de L-glutamina (estoque de 200 mM)

e 3% de uma mistura de antibiético e 5% de soro humano normal inativado e foram
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adicionados 100 pL da suspencéo celular em cada poco contendo o composto de teste a
diferentes concentrages, incubadas a 37° C numa incubadora a 5% de CO: por 48 h em
placa de 96 pocos de fundo chato estéreis. Apds o periodo de incubacdo, foram
adicionados 10 pL de corante MTT (1 mg mL?) e as células foram incubadas
novamente por um periodo adicional de 4 h. Em seguida, o meio foi cuidadosamente
removido e adicionado a 100 pL de DMSO para solubiliza¢do de cristais de formazan.
As placas foram agitadas durante 5 min e a absorbancia de cada amostra foi medida
num leitor espectrofotomrico de microplacas a 560 nm (Zenit). A porcentagem de
citotoxicidade foi calculada como [(A-B)™ x 100)], onde A e B sdo as absorbancias das
células controle e tratadas, respectivamente. Os dados foram analisados usando
regressdo linear para obter valores para CCso (concentracdo citotoxica para 50%). Os

indices de seletividade foram expressos como a razdo CCsg / I1Csyo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o crescimento dos seguimentos caulinares foi possivel observar que 0s
metabolitos secundarios foram sendo excretados no meio de cultura, podendo ser
observado ao longo do cultivo a mudanca na coloracdo do agar para amarelo, cor
caracteristica do lapachol. Os explantes ndo induziram nenhuma brotacdo, raiz ou
indugdo de calos, foi observada somente a inducdo das substancias e com isso foi
possivel classificar todas as repeticbes de ambos os tratamentos adotando uma escala
que variou de 0 a 3.

A andlise estatistica realizada pelo teste de T-student com 95% de significancia
mostrou que as médias foram consideradas diferentes entre si analisando o p-valor de
7,688e-05, rejeitando entdo a hipdtese nula (Tabela 1). Todos os tratamentos também

diferiram do controle, uma vez que ndo houve induc¢édo na producdo dos metabolitos.

Tabela 1: Médias dos tratamentos e p-valor referentes ao controle, elicitorl e elicitor2

Tratamentos Meédias p-valor
Controle 0°
Elicitorl 1,902 7,688e-05

Elicitor2 0,75P
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Com isso, foi possivel construir o grafico de BoxPlot (Figura 2) para melhor

visualizagdo das diferencas entre os tratamentos.

Figura 2: BoxPlot onde no eixo x sdo os elicitorl e elicitor2 e no eixo y a coloragéo.

O elicitor mais eficiente foi testado no aumento de escala em biorreator sendo
eficiente na producdo dos metabolitos como mostra a figura 2. Foi possivel a obtencédo
de quantidades mais elevadas destes compostos e com maior pureza, uma vez que 0
agar ndo interferiu na composicdo do meio de cultura. Apoés a liofilizacdo em um frasco

de 50 ml, de meio de cultura, foi possivel obter uma média de 2 g de po6 fino.

Figura 3: Diferenca observada com relacdo a coloragdo dos meios de cultura,
onde os dois primeiros potes estdo com meio e sem explante, os dois seguintes
estdo com meio e explante, mas sem o elicitorl e os trés ultimos contendo meio,
explante e elicitorl.
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Uma das hipoteses levantadas neste trabalho sugere que o elicitorl modificou a
rota metabolica do explante inoculado. Quando observamos as rotas metabdlicas do
acido chiquimico, a sacarose participa em segundo plano. Na via da glicélise a sacarose
é transformada em D-gliceraldeido-3-P, paralelamente a isso o elicitorl, atuou como
precursor e agiu deslocando o equilibrio quimico para formacdo de compostos fendlicos
(antraquinonas e naftoquinonas), logo o vegetal comeca a transformar o D-
gliceraldeido-3P em D-eritrose-4P. A D-eritrose-4P entdo € usada juntamente com o
elicitorl para formagao de derivados de lapachol e B-lapachona (TAIZ; ZEIGER, 2004).

O mesmo resultado foi obtido por Chen et al. (2014) utilizando NaCl como
eliciador de compostos fendlicos. O autor conseguiu dois picos de producdo destes
compostos em duas concentragdes de sal, 25 e 175 mM, o qual observou um aumento
de quercetina na dose mais baixa e de kaempferol na maior dose de NaCl. Milech
(2016) utilizando outros compostos quimicos como elicitores de betacianinas e
flavonoides obteve também resultados positivos. O autor utilizando calos de
Alternanthera sessilis verificou que a qualidade de luz azul associada ao regulador de
crescimento Benzilaminopurina (BAP) foi capaz de incrementar a producdo dos
compostos alvo.

Com a realizacdo do MALDI-TOF foi possivel obter os espectros de massas do
extrato e sugerir as principais moléculas encontradas, como mostra a figura 5 e a tabela
2.
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Figura 4: Gréaficos obtidos no espectrofotometro de massas (MALDI-
TOF) onde 0 eixo Y é a absorbancia e o eixo X é a massa m/z. O
primeiro grafico representa a matriz (a-CHCA) e o segundo gréafico
representa o extrato tratado com a matriz.

Tabela 2: Substéncias sugeridas pela analise de MALDI-TOF.

[M+H]* [M+Na]* Estrutura sugerida
207 - Flaviolin
---------- 265 Lapachol
294 e Lycoranine A
335 - 8-Hydroxyquercetagetin
453 - Dihydroquercetin-3-xiloside
192 2,5-bis-(4-hydroxybenzoyl)-3,4-bis-(4-Hydroxyphenyl)-1H-
pyrrole
524 - Jadomycin S
568 « ---------- Amidepsine E

Com esta anélise ndo é possivel afirmar com 100% de certeza a real molécula
existente, pois esta técnica é utilizada para moléculas grandes como proteinas e
peptideos (DE MELO, 2014). Porém foi possivel supormos a existéncia de oito
substancias diferentes no extrato obtido neste trabalho. A molécula sugerida de maior
importancia foi o lapachol, cujo pico foi de 265 m/z demonstrando que o extrato de ipé-
roxo obtido in vitro utilizando o elicitorl possui grandes possibilidades de conter a
molécula.

Os testes antimicrobianos foram realizados seguindo protocolo do CLSI (2003),
porém para 0 composto obtido in vitro ndo obteve atividade contra os microrganismos
testados. Neste trabalho foi testado apenas duas bactérias, uma Gram-negativa e uma
Gram-positiva, e uma levedura, ndo descartando as possiveis atividades contra outras
bactérias.

Estudo realizado com lapachol e alguns de seus derivados demonstrou que
houve atividade somente contra Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginos. O
lapachol teve um halo de inibigdo de 11 mm a uma concentragdo de 200 pug mL™, porém
seu derivado B-nor-lapachona se mostrou mais eficiente uma vez que obteve de 20 e 19

mm de inibicdo para as bacterias respectivamente (ANTUNES, 2006).
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Na literatura a acdo do lapachol como antimicrobiano é questionavel, alguns
autores afirmam ter atividade contra bactérias gram-negativas e outros concluem que o
composto ndo possui nenhum tipo de acdo. Da Cruz Fonseca et al., (2003)
demonstraram em seu trabalho que houve uma discrepancia de resultados diante de
alguns microrganismos sendo atribuidas a metodologias diferentes, tanto de extragédo
quanto de purificacdo dos compostos. Os autores concluiram que o lapachol ndo possui
atividade contra S. pyogenes, Sh. paradysenteriae, E. coli, C. pseudotropicalis, Pr.
vulgaris, Pr. morgani, Gib. fugikuvoi, Pen. vilacuinum, Gest. candidum, Asp. niger e
Fus. lycopercis.

Todavia, quando partimos para a analise principal do lapachol como substancia
citotoxica para células humanas e possivel utilizacdo anticarcinogenica o obtido neste
experimento se mostrou promissor. Quando transformamos os valores de absorbancia
para porcentagem, verificamos que na concentracio de 125 pug mL™* houve uma morte
de cerca de 44% de todas as células e na concentracgéo de 62,5 pug mL™, 25% das células
morreram. Pelos dados de porcentagem obtidos foi possivel a construcdo de um grafico

de citotoxicidade (Figura 4) e assim encontrar a equacdo da reta para calcular a 1C50.
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Figura 5: Grafico utilizado para obtencdo da IC50.

Com a equacdo da reta Y = 0,2788x + 8,9653 e Rz = 0,995, foi possivel
encontrar que a concentracdo necessaria para matar 50% das células humanas testadas €
de 147,1833 pg mL™. Isto demonstra claramente que este metabolito de ipé-roxo possui

grande potencial contra células cancerigenas, uma vez que possui acdo citotoxica e
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grande potencial para gerar um farmaco, pois a concentracao é tida como mediana tendo
a possibilidade de ser utilizada em mais de uma dose pelo paciente.

Diversos autores sugerem que a acdo do lapachol e seus derivados agem
principalmente interferindo na funcdo normal da enzima topoisomerase 2,
comprometendo os processos de replicacdo e empacotamento do DNA. Cunha et al.,
(2006) demonstraram em seus experimentos que apenas 2 UM de derivados de lapachol
foram suficientes para impedir significativamente a atividade desta enzima (ESTEVES-
SOUZA et al., 2007; KRISHNAN; BASTOW, 2000).

Sunassee et al. (2013) concluiu que a B-lapachona obteve cerca que quinze mais
citotoxicidade do que o lapachol, com valores de IC50 de 1,6 e 24,1 puM
respectivamente. N&o obstante, quando comparado com a cisplatina que é o
medicamento mais utilizado para tratamento de cancer atualmente. A B-lapachona foi
dezesseis vezes mais citotoxica com ICso de 1,6 UM, demonstrando que o lapachol e
seus derivados tem grande potencial para serem usados como farmacos
anticancerigenos.

O lapachol quando utilizado em animais apresentou uma toxicidade aguda
(DLso) em torno de 1600 mg Kg* em ratos, o que é considerado moderado quando
comparado com outras drogas usuais, enquanto que a B-lapachona teve dose letal em 80
mg Kg. A utilizagio desta substancia em ratos causou alguns efeitos colaterais como
depressdo do sistema nervoso central, exaustdo fisica, dificuldades respiratorias, por
provavel anemia hemolitica, sugerida pelo achado de depdsito de ferro livre no figado,
bilirrubina urinaria, normoblastose e trombocitopenia (ARAUJO et al., 2002). Pouco se
sabe sobre a utilizacdo e efeito destas substancias no organismo humano, fazendo-se

necessarios mais estudos principalmente sobre suas toxicidades.

4. CONCLUSAO

Considerando o que foi descrito no trabalho o elicitorl foi eficiente para induzir
os explantes a produzirem o metabdlito secundario e o explante reagiu positivamente no
aumento de escala, possibilitando a obtencdo de altos rendimentos da substancia. As
analises de MALDI-TOF demonstraram altas possibilidades do extrato conter lapachol
em sua composicdo, demonstrando grande avango na producdo da molécula. O
composto ndo apresentou atividade antimicrobiana, porém obteve acdo citotoxica e 0
resultado para a IC50 foi de 147,1833 pug mL* demonstrando ser satisfatério para

posteriores analises em células cancerigenas, atribuindo entdo um potencial
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farmacologico. Com os testes realizados em biorreator, o explante mesmo em condic6es
de aumento de escala, 500 mL, produziu o metabolito secundario de forma eficiente e
sem contaminag@o. Todos esses testes demonstraram que este trabalho conseguiu um
protocolo com resultados satisfatorios para a producdo de compostos bioativos de ipé-

roxo, em especial o lapachol, e sua producéo em larga escala.
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