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RESUMO 

Quillaja brasiliensis (A. St.-Hil. &Tul.) Mart.  é uma espécie nativa do Rio Grande do 

Sul, conhecida popularmente como pau-sabão, devido à capacidade de suas folhas 

e cascas formarem abundante espuma em água. A espécie congênere chilena, Q. 

saponaria, é uma das principais fontes industriais de saponinas, as quais são 

utilizadas, entre outros, como adjuvantes em vacinas. Tendo em vista a presença de 

saponinas em Q. brasiliensis, métodos por cromatografia em camada delgada (CCD) 

e cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) foram desenvolvidos para a 

caracterização e o doseamento de fração purificada de saponinas, a partir do extrato 

aquoso de folhas, denominada QB-90. Ensaios para verificar a toxicidade 

subcutânea e o perfil dose-dependente para atividade adjuvante também foram 

realizados com esta fração. Para o doseamento de QB-90 no extrato aquoso foi 

desenvolvido e validado um método por CLAE empregando coluna de fase reversa 

C8, sistema isocrático acetonitrila:água, fluxo de 0,8 ml/min e detecção a 214 nm. Na 

validação do método, foram avaliados os parâmetros de linearidade e intervalo de 

variação, precisão, exatidão, limite de detecção, limite de quantificação e robustez. 

Em relação à toxicidade subcutânea de QB-90 em camundongos, não foram 

observados efeitos sistêmicos no intervalo de doses de 50 a 400 μg. Vacinas 

experimentais preparadas com herpesvírus bovino tipo 1 (BoHV-1) como antígeno e 

QB-90 (50-200 μg) foram capazes de aumentar a resposta imunológica em 

camundongos de modo comparável às saponinas de Q. saponaria (QUIL-A®, 100 

μg). Com vistas à potencial utilização sustentável da espécie brasileira na obtenção 

de saponinas de interesse industrial, protocolos básicos de obtenção de plantas de 

Q. brasiliensis por micropropagação e por germinação de sementes foram 

desenvolvidos. Para melhor compreender o perfil de acúmulo de QB-90, seu 

conteúdo foi investigado em diferentes órgãos vegetais, em diferentes estações do 

ano e durante o desenvolvimento de plântulas, assim como em resposta a fatores de 

estresses bióticos e abióticos. O conteúdo de QB-90 não foi afetado pela aplicação 

de ácido salicílico exógeno (5 mM). No entanto, foi aumentado pela aplicação 

exógena de ácido jasmônico (40 μM e 400 μM), bem como pela exposição à 

radiação UVC. Tendência de aumento no teor de QB-90 foi observada com a 

aplicação de dano mecânico controlado e com a exposição à radiação UVB. A 

distribuição órgão-específica de QB-90 foi avaliada, detectando-se maior 
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concentração nas folhas do que em raízes e caules de plantas propagadas em 

laboratório. O teor de QB-90 também foi analisado nas diferentes estações 

climáticas ao longo de dois anos, indicando que a redução da insolação, geralmente 

associada a períodos de baixa pluviosidade, está associada à maior produção de 

QB-90. 

 

Palavras-chave: Quillaja brasiliensis; saponina; QB-90; HPLC; atividade adjuvante; 

BoHV-1; micropropagação; germinação; enraizamento; ácido jasmônico; dano 

mecânico; UV. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

CHEMICAL COMPOSITION, ADJUVANT ACTIVITY EVALUATION AND PROPAGATION STUDIES 

OF QUILLAJA BRASILIENSIS 

Quillaja brasiliensis (A. St.-Hil. & Tul.) Mart. is a native tree of Rio Grande do Sul, the 

Southern state of Brazil, commonly known as soap tree due to the capacity of their 

leaves and barks to produce abundant foam in water. The related Chilean species, 

Q. saponaria, is one of the main sources of industrial saponins which are used as 

adjuvant formulation for vaccines. Considering the presence of saponins in Q. 

brasiliensis, thin-layer chromatography (TLC) and high-performance liquid 

chromatography (HPLC) methods were developed to characterize and quantify the 

purified saponin fraction named QB-90, obtained from the aqueous extract of leaves. 

Additionally, the subcutaneous toxicity and dose-response profile to adjuvant activity 

of QB-90 were evaluated in mice. An HPLC method was developed and validated to 

quantify QB-90 content in aqueous extract, employing RP-8 column, mobile phase 

acetonitrile:water, flow rate of 0.8 ml/min and detection at 214 nm. The validation 

parameters evaluated were linearity and range, precision, accuracy, detection limit, 

quantitation limit and robustness. In relation to QB-90 subcutaneous toxicity in mice, 

systemic effects were not observed in doses ranging from 50-400 μg. Experimental 

vaccines prepared with bovine herpesvirus type I (BoHV-1) antigen and QB-90 (50-

200 μg) were able to enhance the immune responses of mice in a comparable 

manner to saponins from Q. saponaria (QuilA, 100 μg). Considering the potential 

sustainable utilization of the Brazilian species as a source of saponins of industrial 

use, basic protocols for obtaining Q. brasiliensis plants by micropropagation and 

seed germination were developed. To better understand the accumulation patterns of 

QB-90, we investigated its content in different plant organs; throughout the seasons 

and during seedling development, as well as in response to potential biotic and 

abiotic stress factors. Content of QB-90 wasn’t affected by exogenous application of 

salicylic acid (5mM). However, it was increased by exogenous application of 

jasmonic acid (40 μM and 400 μM), as well as by exposure to UVC. Trends toward 

increase in QB-90 content were observed with exposure to UVB and wounding. The 

organ-specific QB-90 distribution was evaluated and higher amounts were observed 

in leaves than roots and stems of plants propagated in the laboratory. Variations in 
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QB-90 content in different seasons for two years showed that lower insolation, 

generally combined with low precipitation periods, were associated with higher QB-

90 content. 

 

Keywords: Quillaja brasiliensis; saponin; QB-90; HPLC; adjuvant activity; BoHV-1; 

micropropagation; propagation studies, rooting, jasmonic acid; wounding; UV. 
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1. INTRODUÇÃO 

Saponinas são uma classe de metabólitos secundários de alto peso 

molecular, estruturalmente diversos, que ocorrem em muitas espécies de plantas. 

São caracterizadas por um esqueleto derivado do óxido de esqualeno, precursor de 

30 carbonos, ao qual resíduos de açúcares estão ligados (VINCKEN et al., 2007). 

A biossíntese dos metabólitos secundários é distinta e não está restrita a 

rotas metabólicas clássicas (WINK, 1999). Muitas dessas moléculas possuem 

considerável valor econômico, sendo utilizadas por diversos setores industriais. 

Dentre estes compostos, as saponinas merecem destaque, pois são utilizadas por 

setores como o farmacêutico, na preparação de medicamentos, vacinas, cosméticos 

e reagentes para análises clínico-laboratoriais; alimentício, como emulsificante e 

espumante; têxtil, na lavagem de tecidos finos; entre outros 

Uma das principais fontes de saponinas industriais são as cascas de Quillaja 

saponaria Molina, espécie arbórea nativa da América do Sul, encontrada no Chile, 

Bolívia e Peru (HOSTETTMANN e MARSTON, 1995; BALANDRIN, 1996).  

As saponinas de Q. saponaria têm sido investigadas quanto às atividades 

hipocolesterêmica, estimulante da absorção de antibióticos e peptídeos por via nasal 

e ocular, larvicida, e imunoadjuvante, sendo essa última a mais pesquisada. Devido 

à sua capacidade de estimular resposta imune humoral e mediada por células, 

quando administradas com diversos antígenos e em várias espécies de animais, têm 

sido empregadas como adjuvantes em vacinas. É observada atividade quando 

administradas tanto por via oral como por via parenteral (CAMPBEEL e PEERBAYE, 

1992; JENKINS e ATWAL, 1994; PILLION et al., 1995; RECCHIA et al., 1995; PELAH 

et al., 2002; PICKERING et al., 2006).  

A utilização comercial e experimental das cascas de Q. saponaria para a 

obtenção de saponinas tem levado à intensa exploração das florestas chilenas, 

sendo necessárias, em 1999, cerca de 50.000 árvores/ano para suprir a demanda 

mundial (SAN MARTÍN e BRIONES, 1999). 

No Brasil é encontrada Quillaja brasiliensis (A. St.-Hil. Et Tul.) Mart., espécie 

congênere à chilena (REITZ, 1996), nativa do Rio Grande do Sul, com ocorrência 
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natural até o estado de São Paulo. É conhecida popularmente como pau-sabão, 

dada à capacidade das folhas e cascas do tronco de formação abundante de 

espuma em água (REITZ, 1996).  

Q. brasiliensis pertence à família Rosaceae, entretanto, foi sugerido, pela 

análise filogenética por seqüenciamento do gene rbcL em Rosaceae, que o gênero 

Quillaja não faz parte desta família, sendo proposto o reconhecimento da família 

Quillajaceae, dentro da ordem Fabales Bromhead (MORGAN et al., 1994; BREMER 

et al., 1998). 

Em trabalhos prévios de nosso grupo de pesquisa foi realizada a comparação 

qualitativa da composição química de folhas, ramos e cascas do tronco de Q. 

brasiliensis, através de análise cromatográfica. Foi constatado que folhas e ramos 

possuem perfil cromatográfico semelhante para saponinas, nos sistemas 

cromatográficos utilizados. Ainda, foi relatado que vacinas experimentais preparadas 

com extratos aquosos de folhas, ramos e cascas de Q. brasiliensis apresentaram 

atividade imunoadjuvante contra herpesvírus bovino tipo 1 em camundongos 

(KAUFFMANN, 2002, KAUFFMANN et al., 2004). 

Um aspecto a destacar é a presença de saponinas em folhas de Q. 

brasiliensis. Esse resultado é importante sob o ponto de vista de um possível 

aproveitamento industrial, visto que esta é uma fonte renovável, não sendo necessária 

a derrubada das árvores. Além disso, a retirada das cascas de Q. saponaria ocorre em 

indivíduos com idade entre 30 e 50 anos, o que denota o crescimento lento da 

espécie, e a dificuldade de cultivos para fins industriais de modo sustentado frente à 

crescente demanda deste produto. 

As diversas atividades biológicas já relatadas para as saponinas de Quillaja 

atestam o grande interesse por essa classe de compostos. Apesar da potencial 

utilização dessas saponinas, a sua aplicação tem sido limitada pela dificuldade no 

desenvolvimento de métodos de purificação e caracterização específicos da matéria-

prima obtida a partir de Quillaja, enfim, pela dificuldade de isolamento dessas 

saponinas devido a sua complexidade estrutural. 

Portanto, é importante, para validar a utilização das saponinas de Q. 

brasiliensis como substitutivo de Q. saponaria, realizar o estudo químico e biológico 
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da espécie brasileira, assim como, há necessidade de desenvolver estratégias para 

uma exploração racional e sustentada dos recursos naturais, de modo a preservar o 

ambiente natural e produzir matéria-prima com máximo rendimento em saponinas para 

utilização industrial.  

Neste contexto, tornam-se essenciais estudos que conduzam ao conhecimento 

detalhado dos fatores que afetam o rendimento de saponinas de valor terapêutico, bem 

como a análise fisiológica de acúmulo destes compostos. 

A proposta geral do grupo de pesquisa inclui a detecção da(s) fração (ões) 

ativa(s) de Q. brasiliensis e o seu estudo químico, assim como o estabelecimento de 

protocolos de propagação de Q. brasiliensis e a análise dos fatores que interferem na 

produção de saponinas visando a obtenção de matéria-prima nacional química e 

farmacologicamente caracterizada. 

Desses resultados são esperados conhecimentos necessários à pesquisa e ao 

desenvolvimento de vacinas, à utilização racional da biodiversidade, com enfoque no 

uso medicinal de compostos ativos de origem natural de forma sustentável e 

preservando áreas naturais de ocorrência da espécie-alvo. É esperado que em futuro 

próximo seja possível a interação com o setor.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 QUILLAJA BRASILIENSIS 

2.1.1 ASPECTOS BOTÂNICOS DE Q. BRASILIENSIS 

Q. brasiliensis é uma árvore de 7 a 15 metros de altura, com 30 a 40 cm de 

diâmetro, de casca escura e folhagem persistente (Figura 1.1). Suas folhas são 

lanceoladas a oblongo lanceoladas, alternas, com 5 a 10 cm de comprimento e 1 a 

1,5 cm de largura, de cor verde escura na face superior e verde amarelada na face 

inferior. As flores (Figura 1.2 A) são dispostas em corimbos axilares de 

aproximadamente 12 mm de diâmetro, pediceladas, com cálice tomentoso 

exteriormente. O fruto (Figura 1.2 B e C) é formado por 5 folículos dispostos na 

forma de estrela, conatos na base e tomentosos (CORRÊA, 1984; REITZ, 1996). 

 

 

Figura 1.1: Exemplar nativo de Q. brasiliensis, Canguçu, RS. 

 

    

 
 
 
Figura 1.2: Flores (A) e frutos (B e C) de Q. brasiliensis. Em B observa-se um fruto verde e 
em C um fruto maduro, cujas sementes foram dispersas (Fonte: http://132.236.163.181/cgi-
bin/dol/dol_terminal.pl?family=Quillajaceae). 

A B C 
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2.1.2 CONSTITUIÇÃO QUÍMICA DE Q. BRASILIENSIS 

KAUFFMANN (2002) e KAUFFMANN e colaboradores (2004) verificaram a 

presença dos flavonóides quercetina e rutina, e do diterpeno glicosilado, éster 19-O-

β-D-glicopiranosídeo do ácido 16-hidróxi-lambértico, na fração n-butanólica das 

folhas da espécie brasileira, sendo esse o primeiro diterpeno abietano isolado de um 

membro da família Rosaceae. Esses estudos demonstraram que o diterpeno 

isolado, além de ser o composto majoritário das folhas de Q. brasiliensis, não pode 

ser detectado por cromatografia em camada delgada (CCD) nas folhas da espécie 

congênere chilena. 

Por meio da hidrólise ácida do extrato aquoso de folhas de Q. brasiliensis, foi 

possível isolar uma pró-sapogenina, o ácido 3-O-β-D-glicuronopiranosil-quiláico, 

identificado por ressonância magnética nuclear (RMN) de 1H e 13C. A presença 

dessa substância indica que as folhas da espécie brasileira apresentam compostos 

com estrutura química semelhante às saponinas encontradas nas cascas da espécie 

chilena, uma vez que o ácido quiláico é uma das agliconas presente em Q. 

saponaria. Outro indicativo da semelhança estrutural destes compostos foi a 

similaridade encontrada entre os espectros de RMN de 1H das frações QB-80 e QB-

90 (purificadas a partir do extrato aquoso de folhas de Q. brasiliensis) e os espectros 

de Quil-A® (extrato de saponinas de Q. saponaria, disponível comercialmente) e de 

suas frações purificadas (QA-4 e QA-5) (KAUFFMANN, 2002; KAUFFMANN et al, 

2004). 

No mesmo estudo, foi realizada a comparação do perfil cromatográfico dos 

hidrolisados de cascas, folhas e ramos de Q. brasiliensis, por CCD. Verificou-se no 

hidrolisado de ramos a presença de uma substância com comportamento 

cromatográfico semelhante à pró-sapogenina isolada das folhas, permitindo, desse 

modo, inferir que esta parte da planta apresenta saponinas com estrutura similar às 

encontradas em Q. saponaria (KAUFFMANN, 2002). 
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2.1.3 ENSAIOS BIOLÓGICOS COM Q. BRASILIENSIS 

KAUFFMANN (2002) avaliou a atividade imunoadjuvante dos extratos de 

cascas, folhas e ramos de Q. brasiliensis, bem como da fração purificada QB-90, em 

vacinas contra herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) em camundongos. Os resultados 

demonstraram que os extratos e a fração purificada de Q. brasiliensis, nas doses 

empregadas, foram capazes de potencializar a resposta imune ao antígeno BoHV-1, 

de forma comparável à Quil-A®, durante o período do experimento.  

Assim, há promissores indícios de que a espécie brasileira possa ser utilizada 

em substituição à congênere chilena, com a vantagem da utilização das folhas, ao 

invés de cascas, visto que esta é uma fonte renovável, não sendo necessária a 

derrubada das árvores. 

2.2 QUILLAJA SAPONARIA 

Espécie nativa da América do Sul, Q. saponaria Molina é encontrada no Chile, 

Bolívia e Peru. Conforme citado anteriormente, suas cascas são uma das principais 

fontes de saponinas industriais, sendo utilizadas nos setores têxtil, alimentício, 

fotográfico e farmacêutico, apresentando, este último, o principal interesse desta 

revisão. A característica peculiar às saponinas desta espécie é a pronunciada 

atividade imunoadjuvante, sendo portanto empregadas na produção de vacinas 

(HOSTETTMANN e MARSTON, 1995; VAN SETTEN e VAN DE WERKEN, 1996; SAN 

MARTÍN e BRIONES, 1999). 

2.2.1 CONSTITUIÇÃO QUÍMICA DE Q. SAPONARIA 

As cascas desta espécie contêm 9-10% de saponinas, detectando-se por 

espectrometria de massas a presença de, no mínimo, 60 estruturas diferentes. No 

entanto, não há relato da ocorrência de saponinas nas folhas, tendo sido verificada a 

presença de compostos fenólicos como delfinidina, cianidina, quercetina, canferol, 

ácido caféico e ácido ascórbico (BATE-SMITH, 1965; VAN SETTEN e VAN DE 

WERKEN, 1996; VAN SETTEN et al., 1998). 
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As saponinas de Q. saponaria possuem estrutura complexa, sendo que o 

primeiro relato da obtenção de um extrato bruto foi em 1887, enquanto a elucidação 

estrutural de uma saponina ocorreu somente em 1988 (HIGUCHI et al., 1988; VAN 

SETTEN e VAN DE WERKEN, 1996). 

A aglicona comumente relatada para as saponinas desta espécie é o ácido 

quiláico (ácido 3β,16α-di-hidróxi-23-oxo-olean-12-en-28-óico), o qual caracteriza-se 

pela presença de um grupo aldeído em C-23. Além desta, outras agliconas foram 

encontradas, sendo elas o ácido 22β-hidróxi-quiláico, o ácido equinocístico e o ácido 

fitolacagênico (Tabela 1) (HIGUCHI et al., 1987; HIGUCHI et al., 1988; JACOBSEN 

et al., 1996; GUO et al., 1998; NORD e KENNE, 1999; GUO et al., 2000; GUO e 

KENNE, 2000a; GUO e KENNE, 2000b; NORD e KENNE, 2000; NYBERG et al., 

2000).    

O ácido quiláico substituído na posição C-3 com um di ou trissacarídeo e na 

posição C-28 com um oligossacarídeo compõe a estrutura básica para a maioria das 

saponinas de Q. saponaria (NORD et al., 2001). A ligação do oligossacarídeo em C-

28 da aglicona ocorre por um resíduo fucosila. O ácido graxo, que faz parte desse 

oligossacarídeo, pode estar ligado à hidroxila em C-3 ou em C-4 da fucose, podendo 

ocorrer a migração entre estas duas posições e, assim, a formação de estruturas 

regioisômeras (JACOBSEN et al., 1996; NORD e KENNE, 2000; NYBERG et al., 

2000).  Algumas variações estruturais encontradas nas saponinas de Q. saponaria 

podem ser observadas na Tabela 1. 

Foram isoladas e elucidadas mais de 50 saponinas a partir das cascas de Q. 

saponaria. Dentre as técnicas empregadas no isolamento, pode-se citar a 

cromatografia em coluna com gel de sílica de fase normal e de fase reversa, e 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), sendo esta última a mais utilizada. 

Com o propósito de isolamento por CLAE têm-se utilizado colunas de fase reversa e 

sistemas eluentes com variações de pH, visto que sistemas cromatográficos em pH 

6,4 permitem a separação de saponinas que diferem no oligossacarídeo em C-28, 

enquanto sistemas com pH baixo permitem a separação das estruturas conforme a 

cadeia sacarídica em C-3. A fim de monitorar o processo de isolamento, utiliza-se 

cromatografia em camada delgada (CCD), CLAE analítica, espectrometria de 

massas (MALDI-TOF MS) e espectroscopia de ressonância magnética nuclear 
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(RMN) de 1H (HIGUCHI et al., 1987; HIGUCHI et al., 1988; JACOBSEN et al., 1996; 

GUO et al., 1998; NORD e KENNE, 1999; GUO et al., 2000; GUO e KENNE, 2000a; 

GUO e KENNE, 2000b; NORD e KENNE, 2000; NYBERG et al., 2000).  

Tabela 1: Variações estruturais observadas nas saponinas de Q. saponaria: agliconas, 
cadeias de açúcares ligadas a C-3 e ao carbono 28 (HIGUCHI et al., 1987; HIGUCHI et al., 
1988; JACOBSEN et al., 1996; GUO et al., 1998; NORD e KENNE, 1999; GUO et al., 2000; 
GUO e KENNE, 2000a; GUO e KENNE, 2000b; NORD e KENNE, 2000; NYBERG et al., 
2000). 

 

AGLICONAS  
   R1 R2 R3 R4 

ÁCIDO QUILÁICO  CHO OH H CH3 

ÁCIDO 22β-HIDRÓXI-QUILÁICO CHO OH OH CH3 

ÁCIDO EQUINOCÍSTICO CH3 OH H CH3 

ÁCIDO FITOLACAGÊNICO CH2OH H H COOCH3 

 

 CADEIAS SACARÍDICAS LIGADAS AO C-3 DA AGLICONA: 

 β-D-galactopiranosil-(1→2)- β-D-glicuronopiranosil 

 β-D-galactopiranosil-(1→2)- [α-L-ramnopiranosil-(1→3)]-β-D-glicuronopiranosil 

 β-D-galactopiranosil-(1→2)- [β-D -xilopiranosil-(1→3)]-β-D-glicuronopiranosil 

 CADEIAS SACARÍDICAS LIGADAS AO C-28 DA AGLICONA: 

 β-D-xilopiranosil-(1→4)-[β-D-glicopiranosil-(1→3)]-α-L-ramnopiranosil-(1→2)-β-D-

fucopiranosil 

 β-D-apifuranosil-(1→3)-β-D-xilopiranosil-(1→4)-[β-D-glicopiranosil-(1→3)]-α-L-ramnopiranosil-

(1→2)-β-D-fucopiranosil 

 β-D-apifuranosil-(1→3)-β-D-xilopiranosil-(1→4)-α-L-ramnopiranosil-(1→2)-β-D-fucopiranosil 

 

 ÁCIDOS GRAXOS PRESENTES NA CADEIA OLIGOSSACARÍDICA LIGADA AO C-28 DA AGLICONA: 

 ácido (S)-2-metilbutanóico 

 ácido (3S, 4S)-3-hidróxi-4-metilexanóico 

 ácido 3,5-diidróxi-6-metiloctanóico  

 

 

H O 
R1

R2

R4

CO O H
R3 

H

1
2 
3 

4
5

6
7
8

9
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11
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13
14
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27

28

29
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A elucidação estrutural dessas saponinas é realizada empregando-se, 

usualmente, técnicas de clivagem, uma vez que a estrutura desses compostos é muito 

complexa. Assim, para a obtenção da aglicona e dos açúcares, emprega-se hidrólise 

ácida. A hidrólise alcalina branda é utilizada na obtenção da saponina sem o resíduo 

de ácido graxo (desacil-saponina) e a hidrólise alcalina forte é utilizada na obtenção da 

saponina monodesmosídica com o grupamento ácido livre (C-28). São ainda 

empregadas, para a sua elucidação estrutural, a degradação com diazometano, que 

possibilita a obtenção da saponina sem a cadeia de açúcares ligada em C-3, a 

espectroscopia de RMN de 1H, de 13C e experimentos de correlação, e a 

espectrometria de massas (HIGUCHI et al., 1987; HIGUCHI et al., 1988; JACOBSEN 

et al., 1996; GUO et al., 1998; NORD e KENNE, 1999; GUO et al., 2000; GUO e 

KENNE, 2000a; GUO e KENNE, 2000b; NORD e KENNE, 2000; NYBERG et al., 

2000). Ainda objetivando a elucidação estrutural destes compostos, NYBERG e 

colaboradores (2003) empregaram uma técnica que combina extração em fase sólida 

com RMN na análise de frações cromatográficas de saponinas de Q. saponaria. 

Segundo os autores, este método apresenta como vantagens principais a 

simplicidade no manuseio da amostra, quando comparado aos convencionais, e a 

possibilidade de coletar e analisar componentes em uma ampla faixa de 

concentração. 

SAN MARTÍN e BRIONES (1999) estudaram a viabilidade do emprego da 

madeira e de pequenos galhos em substituição às cascas de Q. saponaria na 

produção de extratos e na obtenção de saponinas, uma vez que as florestas 

chilenas têm sido intensamente exploradas. Em seus estudos utilizando CLAE em 

fase reversa, verificaram que a madeira contém cerca de 1,6% de saponinas. Seus 

estudos demonstraram ainda que utilizando a madeira e galhos, a demanda mundial 

poderia ser suprida com 10000 árvores/ano em vez de 50000 árvores/ano, como 

ocorria em 1999. 

2.2.2 ATIVIDADES FARMACOLÓGICAS DE Q. SAPONARIA 

As saponinas de Q. saponaria têm sido investigadas quanto às atividades 

hipocolesterêmica, estimulante da absorção de antibióticos e peptídeos por via nasal 

e ocular, larvicida contra Aedes aegypti e Culex pipiens, e imunoadjuvante, sendo 
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essa última a mais pesquisada. Devido à sua capacidade de estimular resposta 

imune humoral e mediada por células, quando administradas com diversos 

antígenos e em várias espécies de animais (camundongos, ratos, macacos, 

coelhos), têm sido empregadas como adjuvantes em vacinas. É observada atividade 

quando administradas tanto por via oral como por via parenteral (CAMPBEEL e 

PEERBAYE, 1992; JENKINS e ATWAL, 1994; PILLION et al., 1995; RECCHIA et al., 

1995; PELAH et al., 2002; PICKERING et al., 2006). 

2.2.2.1 QUIL-A® 

O primeiro relato da potencial atividade adjuvante das saponinas de Q. 

saponaria ocorreu na década de 70, quando Dalsgaard preparou, a partir das 

cascas, um extrato purificado de saponinas, conhecido comercialmente como Quil-

A®. Esse extrato padronizado é comercializado pela empresa Superfos® 

(Dinamarca). Embora não tenha sua composição química totalmente determinada, 

tem sido empregado na produção de vacinas para animais, um exemplo comercial é 

a vacina Leucogen®, produzida pela indústria francesa VIRBAC® e utilizada para 

prevenir leucemia felina (VAN SETTEN e VAN DE WERKEN, 1996; VIRBAC, 2007). 

Quil-A® tem apresentado resultados promissores quando utilizado como 

adjuvante em diversas vacinas experimentais. Os estudos incluem a avaliação de 

uma vacina contra Leishmania donovani, em cães, que protegeu os animais contra 

leishmaniose visceral, e vacinas contra protozoários, vírus e bactérias, como 

Neisseria meningitidis e Mycobacterium tuberculosis, em camundongos, que 

demonstraram a atividade imunoestimulante de Quil-A® (BORJA-CABRERA et al., 

1997; PEETERS et al., 1999; FONSECA et al., 2001).  

A atividade adjuvante de Quil-A® é também relatada em vacinas contra 

sarampo. O primeiro ensaio, realizado por STITTELAAR e colaboradores (2000) em 

camundongos, resultou na seleção de três formulações diferentes que foram 

posteriormente avaliadas em um ensaio pré-clínico em ratos (WYDE et al., 2000). 

Deste modo, verificou-se que os três candidatos à vacina protegiam os animais no 

desafio com o vírus do sarampo tipo selvagem. Assim, estes resultados conduziram 

à avaliação da duração dos níveis protetores de anticorpos neutralizantes, em 

macacos, induzidos por administração em regime único destas formulações. Os 
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resultados obtidos demonstraram que os candidatos testados induzem níveis longos 

e duradouros de anticorpos neutralizantes contra o vírus do sarampo em macacos 

(STITTELAAR et al., 2002). 

Outros extratos purificados de Q. saponaria são empregados como 

adjuvantes em vacinas. Como exemplo desses, podem ser citados os extratos 

produzidos pela indústria sueca Iscotec AB®, sendo eles Spikoside®, suas frações 

purificadas QH-A, QH-B e QH-C, e Iscoprep® 703 (mistura QH-A:QH-C, na 

proporção 7:3) (RÖNNBERG et al., 1995; JOHANSSON e LOVGREN-

BENGTSSON,1999). Um outro exemplo é o extrato S-4521 produzido pela Sigma®, 

o qual apresentou atividade adjuvante em vacina contra sarampo, administrada por 

via oral (PICKERING et al., 2006). 

Além dos extratos purificados, foram estudadas as saponinas QS-7, QS-17, 

QS-18 e QS-21, isoladas com o emprego de CLAE por KENSIL e colaboradores 

(1991).  Nesse estudo, verificou-se que, apesar de diferirem no índice hemolítico e 

na toxicidade, apresentaram atividade adjuvante semelhante, induzindo um aumento 

de até 1000 vezes o título de anticorpos antígeno-específico (IgG) obtidos por 

ELISA, quando comparados ao grupo controle. 

2.2.2.2 QS-21 

Por apresentar elevada atividade adjuvante e nível de toxicidade aceitável, a 

saponina QS-21 tem sido empregada em inúmeras vacinas experimentais. Em 

camundongos, vacinas contendo QS-21 como adjuvante estimularam resposta 

imune contra variados antígenos como polissacarídeos de Escherichia coli, vírus 

sincicial respiratório, rotavírus e vírus da doença de Aujeszky. A utilização de QS-21 

tem sido bem tolerada por outras espécies como coelhos, cobaias, gatos, macacos e 

humanos (COUGHLIN et al., 1995; HANCOCK et al., 1995; KENSIL et al., 1996; 

JIANG et al., 1999; KATAYAMA et al., 1999; MADORE et al., 1999; McNEAL et al., 

1999; KATAYAMA et al., 2001; PAL et al., 2006). 

Diversos experimentos têm empregado QS-21 no desenvolvimento de 

vacinas contra malária. Em um ensaio pré-clínico realizado em macacos Aotus e 

camundongos, QS-21 foi utilizada conjuntamente com hidróxido de alumínio em uma 

formulação contendo como antígeno a proteína do circumsporozoíto, um peptídeo 
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antigênico múltiplo. Esta formulação promoveu elevados níveis de anticorpos, 

passando assim a ensaios clínicos de fase I (MORENO et al., 2000). 

Dois ensaios clínicos de fase I, publicados em 2006, avaliaram outro 

candidato à vacina contra malária (THERA et al., 2006; WITHERS et al., 2006). 

Ambos empregaram como antígeno uma proteína recombinante de Plasmodium 

falciparum, codificada como FMP1, e como adjuvante AS02A, produzido pela 

GlaxoSmithKline Biologicals, o qual consiste em uma emulsão óleo em água 

contendo 3-desacetil-monofosforil-lipídio A e QS-21. WITHERS e colaboradores 

(2006) avaliaram a segurança, os efeitos adversos e a imunogenicidade da vacina 

FMP1/AS02A em 135 crianças africanas com 12 a 47 meses de idade. Foram 

empregadas diferentes doses de antígeno:adjuvante (10:100, 25:250, 50:500 μg/μl), 

além da vacina Imovax® (vacina contra raiva) utilizada para comparação.  Os autores 

verificaram que as crianças que receberam a vacina FMP1/AS02A apresentaram 

significativamente mais dor e inchaço no local da injeção, havendo relação dose-

efeito. O nível de reações adversas sistêmicas foi baixo em todas as doses. Após 

aproximadamente um ano de estudo, os autores concluíram que a vacina 

FMP1/AS02A mostrou-se segura e imunogênica para as crianças em estudo 

expostas à malária, e que a magnitude da resposta para as doses de 25 e 50 μg foi 

superior a de 10 μg. 

O estudo de THERA e colaboradores (2006) foi realizado com a mesma 

vacina, na dose de 50:500 μg/μl (FMP1:AS02A), administrada a quarenta adultos 

africanos sadios, com idade entre 18 e 55 anos. Os autores concluíram que a vacina 

FMP1:AS02A foi bem tolerada e altamente imunogênica para os indivíduos em 

estudo, os quais estavam expostos a intensa transmissão sazonal de malária, e que 

foi capaz de estimular resposta imune para clones parasitários geneticamente 

diferentes. 

MACETE e colaboradores (2007) avaliaram a segurança, os efeitos adversos 

e a imunogenicidade de uma vacina pediátrica contra malária em 60 crianças, com 

idade entre 1 e 4 anos. Este ensaio clínico de fase I foi realizado em Moçambique e 

empregou como antígeno RST,S (proteína recombinante de P. falciparum, que 

contém uma grande porção C-terminal da proteína do circumsporozoíto (CSP), 

fundida com o antígeno de superfície do vírus da hepatite B) e como adjuvante, 
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AS02A. A dose utilizada foi de 25:250 μg/μl (RST,S:AS02A). Os autores 

consideraram que a vacina em estudo foi segura e bem tolerada, nas condições 

testadas. 

PATTNAIK e colaboradores (2007) avaliaram a imunogenicidade de uma 

vacina recombinante contra malária, em camundongos. Foram testadas três 

formulações contendo diferentes adjuvantes compatíveis com uso humano, 

Montanide ISA 720, AS02A e hidróxido de alumínio. Todas as formulações 

estimularam elevados níveis de anticorpos, que bloquearam a invasão eritrocítica in 

vitro. No entanto, os maiores títulos após a primeira e a segunda imunizações foram 

verificados, por ELISA, para a formulação contendo AS02A.  

A vacina sintética contra malária SPf66 foi o alvo do estudo de BERMÚDEZ e 

colaboradores (2007). Dentre os diversos ensaios realizados, a utilização de QS-21 

como adjuvante foi comparada ao hidróxido de alumínio, em humanos. Os autores 

observaram um aumento significativo nos títulos de anticorpos contra SPf66 (até 

150x) na formulação com QS-21 em comparação com os resultados obtidos com 

hidróxido de alumínio.  

A atividade imunoadjuvante de QS-21 tem sido avaliada ainda em ensaios 

clínicos de vacinas para o tratamento de melanoma, contra HIV-1 e contra hepatite B 

demonstrando ser ativa. É importante destacar que, no caso da vacina contra HIV-1, 

a utilização de QS-21 como adjuvante permitiu uma redução de 30 vezes na dose de 

antígeno requerida, o que é interessante também do ponto de vista econômico, uma 

vez que significará menor custo de produção (CHAPMAN et al., 2000; FOON et al., 

2000; EVANS et al., 2001; BIENZLE et al., 2003).     

2.2.2.3 ISCOM 

As saponinas de Q. saponaria e seus extratos purificados podem ser 

utilizados na forma livre ou na forma de um complexo imunoestimulante, conhecido 

como ISCOM. Este é constituído de saponinas, colesterol e fosfolipídeos, que por 

interações hidrofóbicas, fatores estéricos e provavelmente pontes de hidrogênio, 

formam uma partícula rígida, esférica e oca, de 40 nm de diâmetro. A base da 

estrutura desse complexo é a interação entre saponina e colesterol. O fosfolipídeo 
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tem a função de facilitar a incorporação de moléculas anfifílicas de antígeno, como 

proteínas de membrana de vírus (BARR et al., 1998; MOREIN e BENGTSSON, 

1998; KERSTEN e CROMMELIN, 2003). Suas vantagens, em relação ao emprego 

da forma livre da saponina, são a redução na dose de antígeno requerida e a 

minimização de efeitos adversos (RÖNNBERG et al., 1995). É relevante destacar 

que o emprego do ISCOM é capaz de induzir resposta imune local e sistêmica após 

administração por via oral ou intranasal (MOREIN e BENGTSSON, 1998; HU et al., 

2001; MOHAMEDI et al., 2001). 

2.2.2.4 MECANISMO DE AÇÃO 

O mecanismo de ação da atividade imunoadjuvante de saponinas e extratos 

de Q. saponaria ainda não está completamente esclarecido. Todavia, sabe-se que 

estes compostos estimulam imunidade do tipo linfócito T auxiliar 1 (Th-1), uma vez 

que induzem a produção de interleucina 2 (IL-2) e interferon-γ,  além de observar-se 

um aumento substancial de IgG2a. Mesmo verificando-se esta predominância Th-1, 

o perfil de resposta Th-2 também pode ser induzido pelas saponinas, mas em menor 

grau. Outro aspecto a ser destacado é a indução de linfócitos T citotóxicos CD8+ por 

estes compostos, observando-se deste modo tanto uma resposta humoral, por 

indução de anticorpos, como resposta celular (BARR et al., 1998).   

HU e colaboradores (2005) avaliaram o perfil de resposta induzido por 

ISCOMs contendo diferentes frações de saponinas, QH-A, QH-C e IscoprepTM 703 

(mistura QH-A:QH-C, na proporção 7:3), em uma vacina contra o vírus sincicial 

respiratório humano. Os autores verificaram que as três formulações induziram 

resposta Th-1, com proeminente produção de interferon-γ e forte indução de IgG2a. 

O perfil de resposta Th-1 foi induzido de modo mais pronunciado com ISCOMs 

formulados com IscoprepTM 703, seguidos pelos formulados com QH-C e QH-A. 

Alguns autores sugerem que as saponinas desta espécie possam interagir 

com a membrana das células apresentadoras de antígeno (CAA), facilitando a 

entrada do antígeno no citoplasma destas células devido, provavelmente, às suas 

características tensoativas, e estimulando a produção de IL-1. A saponina pode 

intercalar-se com o colesterol da membrana celular formando poros, através dos 

quais o complexo saponina-antígeno poderia passar para o citoplasma da CAA 
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(BARR et al., 1998). Essa hipótese é reforçada por estudos de relação estrutura-

atividade dessas saponinas, que demonstraram que modificações que alteram os 

valores de concentração micelar crítica (CMC) resultam na perda da atividade 

imunoadjuvante (SOLTYSIK et al., 1995; VOGEL, 1995; KENSIL et al., 1996).  

2.2.2.5 ESTUDOS DE RELAÇÃO ESTRUTURA-ATIVIDADE 

Estudos de relação estrutura-atividade têm demonstrado que o grupo aldeído, 

presente em C-4 da aglicona, é responsável pela estimulação de imunidade Th-1, 

talvez devido a um sinal co-estimulatório pela formação de uma base de Schiff deste 

com o grupo amino livre da CAA, estabilizando a interação celular. Por outro lado, a 

presença do ácido graxo ligado à fucose em C-28, parece ser responsável pela 

produção de linfócitos T citotóxicos contra antígenos exógenos, além de estar 

envolvido com a toxicidade dessas saponinas (SOLTYSIK et al., 1995; KENSIL et 

al., 1996; MARCIANI et al., 2001). 

KENSIL e colaboradores (1996) verificaram que a saponina desacilada DS-1 

(saponina QS-21 sem o ácido graxo) não estimulou níveis elevados de anticorpos 

contra o antígeno experimental albumina de ovo (OVA), nem resposta T citotóxica 

específica. MARCIANI e colaboradores (2001) também verificaram alteração da 

atividade adjuvante com desacil-saponinas, que resultou na redução dos títulos de 

IgG2a e IgG2b, bem como em reduzida capacidade de estimular resposta 

proliferativa e produção de linfócitos T citotóxicos, observando-se apenas o estímulo 

de uma resposta tipo Th-2. Foi verificado, ainda, que as saponinas desaciladas 

apresentaram menor toxicidade que as demais. 

Apesar das alterações em sua capacidade imunoadjuvante, DS-1 mostrou-

se capaz de estimular a absorção de alguns fármacos via mucosas. Em estudos 

realizados com ratos, DS-1 possibilitou a absorção de insulina e antibióticos 

aminoglicosídeos, gentamicina e tobramicina com o uso de gotas nasais e oculares 

(PILLION et al., 1995; RECCHIA et al., 1995; KENSIL et al., 1996). 

MARCIANI e colaboradores (2000) desenvolveram uma mistura de análogos 

semi-sintéticos das saponinas nativas, codificada como GPI-0100. Esta foi preparada 

pela desacilação de uma mistura de saponinas de Q. saponaria, com posterior 
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acoplamento de uma cadeia lipofílica (dodecilamina) à carboxila do resíduo de ácido 

glicurônico ligado ao C-3 da aglicona, por uma ligação amida. GPI-0100 estimulou 

um perfil isotípico de anticorpos característico de resposta Th-1, bem como a 

produção de linfócitos T citotóxicos para antígenos exógenos, de modo similar ao 

que ocorre com as saponinas de Q. saponaria. Este ensaio foi realizado em 

camundongos, tendo como antígeno a OVA. No entanto, a dose necessária para a 

estimulação desta resposta foi muito maior que a requerida para as saponinas 

nativas. Além da atividade imunoadjuvante, este derivado mostrou-se estável em 

solução aquosa e com toxicidade negligenciável. 

 No intuito de obter maiores esclarecimentos quanto à importância da 

acilação para a atividade adjuvante, LIU e colaboradores (2002) compararam a 

atividade adjuvante de QS-21 com as atividades de um extrato bruto de saponinas 

desaciladas, de DS-1, de GPI-0100 e de RDS-1 (análogo à QS-21, purificado a partir 

de GPI-0100). O ensaio foi realizado em camundongos, tendo como antígeno a 

OVA. Segundo os autores, não houve diferenças significativas entre GPI-0100 e o 

extrato bruto de desacil-saponinas, nem entre RDS-1 e DS-1 na estimulação de 

resposta humoral e celular. Verificou-se que a reacilação com ácido graxo sintético, 

em local diferente ao natural, não aumenta substancialmente a atividade adjuvante. 

Foi sugerido ainda que a estimulação residual de IgG2a e linfócitos T citotóxicos 

obtida com GPI-0100 e com o extrato bruto de desacil-saponinas pode ser devido à 

presença de QS-7 e de outras saponinas nativas minoritárias, que não teriam sido 

desaciladas com a metodologia empregada. 

Com o objetivo de esclarecer essa hipótese, foi realizado o fracionamento de 

GPI-0100 em dois derivados: RP18-1 e RP18-2. As propriedades imunológicas 

destas frações foram comparadas às do alumínio e às das saponinas de Q. 

saponaria, empregando a OVA como antígeno, em camundongos (MARCIANI et al., 

2003). Verificou-se que GPI-0100 não fracionado e RP18-2 estimularam um perfil de 

anticorpos característico de resposta Th-1 dose dependente, enquanto RP18-1 

estimulou um perfil isotípico característico de resposta Th-2, similar ao obtido com 

alumínio. A atividade imunoadjuvante obtida neste estudo para GPI-0100 não 

fracionado e para RP18-2 foi cinco vezes menor que a atividade das saponinas 

nativas, mas a baixa toxicidade destes análogos permitiu seu emprego em altas 

doses. A elucidação estrutural de diversos compostos de RP18-2 demonstrou que 
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eles são derivados de QS-7, QS-17, QS-18 e QS-21 desaciladas, bem como de 

outras desacil-saponinas, e que QS-7 não está presente na fração, não podendo ser 

esta a responsável pela atividade observada. 

2.2.2.6 VACINAS COMERCIAIS CONTENDO ISCOMs 

Estão disponíveis no mercado europeu e nos Estados Unidos algumas 

vacinas veterinárias formuladas com ISCOMs. Como exemplos, podem ser citadas 

ISCOVAC FLU vet TM empregada contra vírus influenza eqüino e produzida em 1989 

pela indústria sueca ISCOTEC AB® (foi a primeira vacina comercial contendo 

ISCOM), Equip® F, vacina contra influenza eqüina, disponível no mercado desde 

1997, e Bovine Viral Diarrhea Virus Vaccine®, contra diarréia viral bovina, disponível 

no mercado desde 2003, ambas pertencentes à indústria sueca ISCONOVA® (BARR 

et al., 1998; ISCONOVA, 2007). 
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3. OBJETIVOS 

Este trabalho tem como objetivos gerais caracterizar quimicamente uma 

fração de saponinas purificada de folhas de Q. brasiliensis, avaliar sua atividade 

imunoadjuvante, bem como sua toxicidade subcutânea e iniciar estudos de 

propagação com esta espécie.  

E como objetivos específicos: 

 Caracterizar o perfil químico da fração QB-90. 

 Desenvolver um método quantitativo para a caracterização de QB-90 por 

CLAE. 

 Avaliar a toxicidade in vivo da fração purificada QB-90 pela administração por 

via subcutânea em camundongos. 

 Delinear a curva dose-resposta para atividade imunoadjuvante de QB-90, 

empregando como antígeno uma amostra vacinal de herpesvírus bovino tipo 1 

(BoHV-1), em camundongos. 

 Determinar protocolos de propagação de Q. brasiliensis a partir de sementes 

assépticas. 

 Avaliar a distribuição órgão-específica e sazonal (ao longo de 2 anos) de 

saponinas em plantas de Q. brasiliensis. 

 Analisar o efeito de fatores de estresses bióticos (como ataque por patógenos 

e herbivoria, simulados pelo uso de moléculas sinalizadoras e dano mecânico 

controlado) e abióticos (por exemplo, pela exposição à luz branca e 

ultravioleta) na produção de saponinas. 

 Recomendar, com base nos resultados, procedimentos para propagação e 

cultivo de Q. brasiliensis, visando a obtenção de saponinas. 
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4. CONTEÚDOS ABORDADOS 

O trabalho visa dar continuidade aos estudos realizados pelo grupo. Assim, 

no Capítulo II está apresentada a caracterização química da fração QB-90, 

purificada a partir do extrato aquoso de folhas de Q. brasiliensis por CCD, bem como 

o desenvolvimento de um método quantitativo, empregando CLAE, para a 

quantificação dessa fração no extrato aquoso de Q. brasiliensis. 

No Capítulo III está apresentado o manuscrito publicado no periódico Vaccine 

(2006), sob o título: “Adjuvant activity of Quillaja brasiliensis saponins on the immune 

responses to bovine herpesvirus type 1 in mice”, no qual é analisado o perfil 

imunoadjuvante da fração QB-90 em camundongos, sendo avaliada sua toxicidade 

subcutânea e a relação dose-resposta para a atividade adjuvante, em vacina contra 

BHV-1.  

No Capítulo IV estão apresentados estudos de propagação com a espécie 

brasileira, bem como a análise sazonal de suas saponinas e o efeito de fatores de 

estresse sobre a produção das mesmas. 
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1. INTRODUÇÃO 

O emprego de CLAE na análise e no doseamento de saponinas está 

amplamente descrito na literatura. Sua sensibilidade e adaptabilidade na análise de 

substâncias polares são características que tornam este o principal método de 

análise de saponinas e sapogeninas (HOSTETMANN e MARSTON, 1995). 

Tendo em vista a complexidade estrutural das saponinas de Q. saponaria, 

inúmeros trabalhos têm sido publicados empregando CLAE para purificação e 

isolamento dessas saponinas, assim como na caracterização de frações purificadas.  

Neste contexto, KENSIL e MARCIANI depositaram patente nos Estados 

Unidos em 1991, na qual caracterizaram uma fração purificada em saponinas e 

compararam-na com o extrato comercial Quil-A® (Superfos®), empregando CCD e 

CLAE. A caracterização por CCD foi realizada utilizando placas de gel de sílica de 

fase reversa (E.M. Science®, C8) e sistema eluente metanol:água (70:30, v/v), e por 

fase normal utilizando placa de gel de sílica 60 e sistema eluente composto de n-

butanol, etanol, água e amônia (30:60:29:21, v/v/v/v). No método empregando 

CLAE, foi utilizada uma coluna de fase reversa Vydac® C4, ácido acético 40 mM em 

metanol/água (58/42, v/v) como fase móvel e detecção por índice de refração. Os 

picos majoritários da fração purificada foram separados por CLAE semipreparativa 

utilizando uma coluna Vydac® C4 e eluída em um gradiente de metanol, com fluxo de 

3 ml/min e monitoramento por absorvância no ultravioleta a 214 nm. Um artigo 

também foi publicado no mesmo ano por KENSIL e colaboradores, onde as frações 

purificadas foram analisadas por CLAE utilizando uma coluna Vydac® C4 e um 

gradiente de 0,1% de ácido trifluoracético (TFA) em acetonitrila, com fluxo de 1 

ml/min. 

Em 2000, SAN MARTÍN E BRIONES propuseram um método para controle 

de qualidade de extratos comerciais de saponinas de Q. saponaria pela utilização de 

uma coluna de fase reversa Vydac® C4 e um gradiente cuja fase A compunha-se de 

1,5 g/kg de TFA em água ultrapura e a fase B de 1,5 g/kg de TFA em acetonitrila. O 

fluxo de eluição empregado foi de 1 ml/min e o comprimento de onda de 220 nm. 
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No mesmo ano, NYBERG e colaboradores publicaram três métodos para a 

purificação das saponinas dessa espécie com o emprego de CLAE, utilizando coluna 

de fase reversa C18 e fase móvel contendo acetonitrila. Entretanto, os sistemas 

eluentes diferiam nos tampões empregados, objetivando variações de pH para 

melhorar a separação das saponinas. Neste mesmo artigo, para a análise das 

saponinas purificadas, foi utilizada uma coluna de fase reversa C8, fluxo de 0,8 

ml/min, sendo empregados sistemas eluentes isocráticos com acetonitrila e 

diferentes tampões, e um sistema gradiente de 34-45% de acetonitrila. Em todos os 

métodos apresentados a detecção ocorreu a 205 nm. 

NORD e KENNE, ainda em 2000, relataram a separação em fase sólida do 

extrato bruto de saponinas de Q. saponaria, com posterior purificação das mesmas 

por CLAE. Nesta purificação, foi utilizada coluna de fase reversa C18, eluída com 

uma mistura de acetonitrila e tampão acetato de amônio aquoso (0,03 M, pH 6,4), 

fluxo de 10 ml/min e detecção a 214 nm. Foi empregado ainda um segundo passo 

de separação, utilizando as mesmas condições anteriores, mas com a fase móvel 

contendo tampão fosfato (0,03 M, pH 2,8). As frações assim obtidas foram 

analisadas por CLAE, empregando coluna C18 e fase móvel contendo acetonitrila e 

tampão acetato de amônio (pH 6,4) ou acetonitrila e tampão fosfato (pH 2,8). 

NYBERG e colaboradores (2003) fracionaram o extrato bruto utilizando uma 

coluna C18 semipreparativa, fluxo de 10 ml/min e detecção a 210 nm. Foram 

realizados três fracionamentos empregando como eluentes acetonitrila/tampão 

acetato de amônia 20 mM (pH 6,4) e acetonitrila/tampão fosfato de sódio 20 mM (pH 

2,8), em sistema gradiente. As misturas de saponinas assim obtidas foram 

analisadas por extração em fase sólida acoplada a RMN e espectrometria de 

massas. As duas principais frações apresentaram, no mínimo, 28 saponinas, 

diferenciando-se as mesmas na cadeia de açúcares. 

CLAE foi ainda utilizada em estudos de estabilidade realizados com QS-21 

(CLELAND et al., 1996; LIU et al., 2002) e na caracterização de derivados semi-

sintéticos das saponinas de Q. saponaria (MARCIANI et al., 2000; MARCIANI et al., 

2003; ZANG et al., 2003). 
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Tendo em vista a semelhança no perfil de saponinas interespécie, relatada 

por KAUFFMANN (2002), o intenso uso de CLAE nos estudos com Q. saponaria e 

suas vantagens como método de análise, caracterização e purificação de frações e 

substâncias, no presente capítulo temos como objetivos: 

 A caracterização do perfil químico da fração QB-90 de Q. brasiliensis, por 

CCD. 

 O desenvolvimento de método quantitativo para a caracterização da fração 

QB-90 no extrato aquoso de Q. brasiliensis, empregando CLAE. 
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 PROCEDIMENTOS GERAIS 

Os equipamentos empregados rotineiramente no laboratório foram: cuba 

cromatográfica Desaga®, estufa de ar circulante Heraeus® modelo RVT 360, 

triturador de facas Retsch®, evaporador rotatório Büchi® R114, ultra-som Thornton 

T1440 Unique®, balança analítica Gibertini® modelo Crystal 200, liofilizador modular 

Edwards modelo Modulyo 4K. 

Na preparação das colunas cromatográficas empregou-se como adsorvente 

gel de sílica 60 (70-230 mesh) e gel de sílica de fase reversa LiChroprep® C-18 (40 - 

63 μm), ambos de procedência Merck®. Para a realização da cromatografia em 

camada delgada (CCD) foram utilizadas cromatofolhas de gel de sílica GF254, 

procedência Aldrich®. Os solventes utilizados foram de procedência Nuclear®, 

Synth®, Grupo Química®, Vetec®, Merck® e EM®, grau p.a. 

Para o desenvolvimento do método quantitativo foram empregados 

Cromatógrafo Líquido Waters® 600, equipado com controlador de fluxo 6CE, bomba 

60F, detector Waters® 2487, injetor automático Waters® 717 (código 71P) e software 

Waters® Millennium32. Os solventes empregados foram de procedência Merck®, grau 

CLAE e a água obtida por sistema MILLI-Q PLUS (Millipore®). 

2.2 MATERIAL VEGETAL 

As partes aéreas foram coletadas em área nativa, em Canguçu, RS, 

identificadas pelo Prof. Dr. Gilson Moreira (Depto Zoologia/UFRGS) e o material 

testemunho encontra-se depositado no herbário do Departamento de Botânica da 

UFRGS (ICN 142953).  

O material vegetal empregado na caracterização química e para a obtenção 

da fração QB-90 foi seco em estufa de ar circulante, sob temperatura inferior a 40 

ºC. Após a secagem, as partes aéreas foram trituradas separadamente em triturador 

de facas.  
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Para o desenvolvimento e a validação do método por CLAE, parte do material 

fresco foi congelada, liofilizada, triturada em triturador de facas e posteriormente 

submetida ao processo de extração.  

2.3 OBTENÇÃO DO EXTRATO AQUOSO E DA FRAÇÃO PURIFICADA 

As folhas de Q. brasiliensis foram submetidas à extração por maceração 

durante 8 horas, à temperatura ambiente. Como líquido extrator utilizou-se água 

destilada. O extrato foi filtrado e o resíduo vegetal submetido à nova extração. Após 

ser liofilizado, o extrato foi purificado. 

Visando a obtenção da fração purificada QB-90, várias cromatografias em 

coluna foram realizadas, empregando o método desenvolvido por KAUFFMANN 

(2002). Nestes procedimentos utilizou-se gel de sílica como adsorvente e um 

gradiente água:metanol, como eluente. 

A fração QB-90 foi utilizada no desenvolvimento e validação de método 

CLAE. 

2.4 ANÁLISE CROMATOGRÁFICA DO EXTRATO BRUTO E DA FRAÇÃO QB-90 

Os metabólitos majoritários no extrato bruto e na fração em estudo foram 

caracterizados por CCD em diferentes sistemas cromatográficos, como n-butanol : 

ácido acético : água (5:1:4, v/v) e clorofórmio : metanol : água : ácido acético 

(30:20:3:0,2, v/v). Utilizando-se como padrões cromatográficos as frações de 

saponinas purificadas de Q. saponaria disponíveis comercialmente, saponinas 

Sigma® e QUIL-A® (Superfos®). Os cromatogramas foram observados sob luz UV254 

e UV365 nm e, posteriormente, revelados com o agente cromogênico anisaldeído 

sulfúrico, seguido de aquecimento.  
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2.5 OBTENÇÃO DO EXTRATO AQUOSO PARA ANÁLISES POR CLAE 

O líquido extrator empregado foi água destilada em diferentes proporções 

planta:solvente (1:20 e 1:40). O material vegetal previamente liofilizado e triturado foi 

pesado e submetido à maceração mecânica em gral, por três minutos. Após foi 

transferido quantitativamente para copo de béquer e levado ao ultra-som durante 20, 

30 ou 40 minutos. Os extratos assim obtidos foram filtrados, liofilizados e analisados 

por CLAE. 

2.6 DESENVOLVIMENTO DO MÉTODO DE ANÁLISE QUANTITATIVA DA FRAÇÃO 

QB-90 POR CLAE 

2.6.1 CONDIÇÕES CROMATOGRÁFICAS 

No desenvolvimento do método de análise quantitativa da fração QB-90 por 

CLAE, foram utilizadas colunas de fase reversa C8 (Waters Spherisorb® 5 μm, 4,6 x 

150 mm) e C18 (LiChrospher®, 5 μm). Sendo empregadas colunas de guarda Waters 

Spherisorb® C8 e Nova-Pak® C18, respectivamente. Diferentes sistemas eluentes 

foram testados, como acetonitrila:água, metanol:água e acetonitrila:TFA 0,01%, em 

diferentes proporções, visando obter um sistema simples e eficaz para a 

quantificação da fração QB-90 no extrato aquoso de Q. brasiliensis. 

2.6.2 VALIDAÇÃO 

O método desenvolvido para a quantificação da fração QB-90 no extrato de 

Q. brasiliensis foi validado segundo normas da RE 899 (BRASIL, 2003) e do ICH 

(2005). Os parâmetros avaliados na validação do método foram linearidade e 

intervalo de variação, precisão, exatidão, limite de detecção, limite de quantificação 

e robustez. 
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2.6.2.1 Avaliação da Linearidade e Intervalo de Variação 

A avaliação da linearidade do método foi realizada pela construção de curvas 

de calibração obtidas tanto para a fração QB-90 quanto para o extrato aquoso de Q. 

brasiliensis. Foram analisados os parâmetros exigidos pela RE 899 (BRASIL, 2003). 

2.6.2.1.1 Curvas de Calibração 

As curvas de calibração foram construídas empregando seis concentrações 

diferentes, sendo cada ponto injetado em triplicata. Foram construídas três curvas, 

em dias diferentes, tanto para o extrato aquoso de Q. brasiliensis quanto para a 

fração QB-90. As soluções foram filtradas em membrana hidrofílica Millipore®, com 

diâmetro nominal de poro 0,45 μm e 13 mm de diâmetro, antes da injeção. 

As curvas de calibração para a fração QB-90 foram preparadas a partir de 

soluções em concentrações de 0,8; 1,0; 1,5; 2,0; 5,0 e 10 μg/ml, e para o extrato a 

partir de soluções em concentrações de 50, 100, 200, 400, 800 e 1000 μg/ml. 

2.6.2.2 Avaliação da Precisão 

A precisão do método foi avaliada pelos ensaios de repetibilidade e de 

precisão intermediária. Os resultados correspondem à média de seis determinações 

e foram expressos como desvio padrão relativo (DPR).  

Foram pesados exatamente cerca de 10 mg de extrato aquoso de Q. 

brasiliensis, que foram solubilizados em 10 ml de fase móvel, originando a solução 

mãe. Desta solução foram retiradas seis alíquotas de 1 ml, as quais foram diluídas a 

5 ml, em balão volumétrico. Deste modo foram obtidas seis soluções com 

concentração de 200 μg/ml (injetadas em triplicata), utilizadas na avaliação da 

repetibilidade.  

O procedimento descrito acima foi realizado por três vezes, em dias 

diferentes, fornecendo assim os dados de precisão intermediária. 
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2.6.2.3 Avaliação da Exatidão 

A exatidão foi avaliada empregando-se o ensaio de adição de padrão, sendo 

realizado, em triplicata, com base na faixa de linearidade método. 

Em vista disso, foram preparadas, para cada ensaio, uma solução padrão de 

QB-90 (50 μg/ml) e quatro soluções de extrato, sendo uma solução controle e três 

soluções denominadas soluções de recuperação. A solução padrão foi adicionada 

às soluções de recuperação de modo a obter três níveis de concentração (2,3; 4,6 e 

10 μg/ml) de QB-90 adicionada. 

A recuperação foi determinada subtraindo-se os valores apresentados pela 

solução controle dos valores apresentados pelas soluções de recuperação. E a 

exatidão determinada pela relação entre a concentração média recuperada e a 

concentração teórica correspondente. 

2.6.2.4 Determinação dos Limites de Detecção e Quantificação 

Os limites de detecção (LD) e de quantificação (LQ) foram determinados a 

partir das curvas de calibração da fração QB-90 e calculados segundo as equações 

presentes na RE 899 (BRASIL, 2003). 

LD = (DPa x 3) / IC 

LQ = (DPa x 10) / IC 

Onde DPa é o desvio padrão médio do intercepto com o eixo Y de três curvas 

de calibração e IC é a inclinação média das curvas de calibração. 

2.6.2.5 Avaliação da Robustez 

A robustez do método foi avaliada pela observação do seu desempenho após 

sofrer pequenas alterações na composição e no fluxo da fase móvel. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 OBTENÇÃO E ANÁLISE CROMATOGRÁFICA DO EXTRATO AQUOSO DE 

FOLHAS DE Q.  BRASILIENSIS  E DA FRAÇÃO QB-90 

O extrato aquoso de folhas de Q. brasiliensis foi obtido com base no descrito 

por KAUFFMANN (2002), realizando-se algumas modificações para aperfeiçoar a 

metodologia empregada. Assim, foi verificado que o método utilizado foi eficiente e 

reprodutível, uma vez que várias extrações foram realizadas e os extratos obtidos 

apresentaram perfil cromatográfico similar por CCD. 

Para a obtenção de quantidade suficiente da fração QB-90 para os estudos 

químicos e biológicos, foi necessária a realização de cerca de 70 colunas 

cromatográficas. Como processos repetidos foram empregados, cada lote de 

amostra obtida foi acondicionada separadamente para serem analisadas por CCD e 

CLAE, pelas quais se verificou que a metodologia de purificação desenvolvida foi 

adequada, uma vez que permitiu a obtenção de frações idênticas, que puderam ser 

reunidas e empregadas nos demais ensaios. 

A análise cromatográfica da fração QB-90 e das frações comerciais de 

saponinas purificadas de Q. saponaria (Quil-A® e extrato comercial de saponinas 

Sigma®) permitiu verificar que as saponinas de Q. brasiliensis apresentam um 

comportamento cromatográfico semelhante ao comportamento cromatográfico das 

saponinas de Q saponaria (Figura 2.1).  

Figura 2.1: Análise cromatográfica do extrato aquoso de Q. 
brasiliensis, QB-90 e frações comerciais de Q. saponaria, por CCD 

Sistema eluente: n-butanol:ácido acético:água (5:1:4) 
Adsorvente: cromatofolhas de gel de sílica Aldrich® 

Agente cromogênico: anisaldeído sulfúrico, seguido de 
aquecimento 
Amostras: 1- Extrato Aquoso de Q. brasiliensis 
                  2- QB-90 
                  3- Quil-A® 

                  4- Extrato comercial de saponinas Sigma® 

 1      2      3      4 
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3.2 OBTENÇÃO DO EXTRATO AQUOSO PARA ANÁLISES POR CLAE 

Para a obtenção do extrato aquoso a ser utilizado para o desenvolvimento e 

validação do método de doseamento empregando CLAE, foram testados diferentes 

processos de extração. O líquido extrator empregado foi água destilada em 

diferentes proporções planta:solvente (1:20 e 1:40). O material vegetal previamente 

liofilizado e triturado foi pesado e submetido à maceração mecânica em gral, por três 

minutos. Após, foi transferido quantitativamente para copo de béquer e levado ao 

ultra-som durante 20, 30 ou 40 minutos. Os extratos assim obtidos foram filtrados, 

liofilizados e analisados por CLAE. O método escolhido para a obtenção dos 

extratos foi o que empregou a proporção 1:40 (planta:solvente) e 40 minutos de 

extração no ultra-som, uma vez que a análise por CLAE demonstrou ser este mais 

eficiente na extração da fração QB-90. 

3.3 DESENVOLVIMENTO DO MÉTODO DE ANÁLISE QUANTITATIVA DA FRAÇÃO 

QB-90 POR CLAE 

Dentre as diferentes condições cromatográficas testadas, selecionou-se 

aquela que empregou coluna de fase reversa C8 (Waters Spherisorb®) com 

respectiva coluna de guarda, sistema isocrático acetonitrila:água (65:35), 

previamente filtrado em membranas Schleicher & Schuell ou Millipore (0,22 μm) e 

desgaseificado. O fluxo de eluição empregado foi de 0,8 ml/min e o volume de 

injeção de 20 μl. A detecção foi realizada em comprimento de onda de 214 nm. 

Essas condições foram selecionadas porque o cromatograma obtido apresentou 

adequada separação entre o pico correspondente à fração QB-90 e o(s) pico(s) 

referente(s) aos demais componentes do extrato.  

Os cromatogramas assim obtidos para a fração QB-90 e para o extrato 

aquoso de Q. brasiliensis estão apresentados na Figura 2.2 A e B, respectivamente. 

Nesses cromatogramas são observadas injeções em triplicata, com o pico referente 

à fração QB-90 em tempo de retenção de aproximadamente 9,8 minutos. 
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Figura 2.2: Perfis cromatográficos para injeções em triplicata da fração QB-90 (A) e do 
extrato aquoso de Q. brasiliensis (B) obtidos por CLAE, utilizando coluna C8 Waters 
Spherisorb®, sistema isocrático acetonitrila:água (65:35), fluxo de 0,8 ml/min e detecção a 
214 nm. Em aproximadamente 9,8 minutos observa-se o pico referente à fração QB-90.  

 

A 

B 
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3.3.1 Linearidade e Intervalo de Variação 

Segundo a RE 899 (BRASIL, 2003), a linearidade é a capacidade de uma 

metodologia analítica de demonstrar que os resultados obtidos com seu emprego 

são diretamente proporcionais à concentração de analito na amostra, dentro de um 

intervalo especificado. É recomendado que seja determinada pela análise de, no 

mínimo, cinco concentrações diferentes (RE 899, BRASIL, 2003; ICH, 2005). 

A linearidade do método foi avaliada tanto para a fração QB-90 quanto para o 

extrato aquoso de Q. brasiliensis, conforme descrito no item 2.6.2.1. Na Figura 2.3 

podemos observar a representação gráfica da curva de calibração obtida para a 

fração QB-90. 

A equação de reta obtida para esta curva foi y = 10247x + 93,771, onde y 

representa a área do pico e x a concentração de QB-90 (μg/ml). O coeficiente de 

determinação (r2) obtido foi 0,9993, o que significa que a variação da concentração 

de QB-90 explica 99,93% da área do pico observada para QB-90. 

 
Figura 2.3: Representação gráfica da curva de calibração da fração QB-90 obtida por 
CLAE, utilizando coluna C8 Waters Spherisorb®, sistema isocrático acetonitrila:água (65:35), 
fluxo de 0,8 ml/min e detecção a 214 nm. 

Concentração de QB-90 (μg/ml) 
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A RE 899 (BRASIL, 2003) exige ainda que, se o exame visual do gráfico 

demonstrar relação linear aparente, os resultados dos testes devem ser tratados 

estatisticamente a fim de determinar o coeficiente de correlação, a intersecção com 

o eixo Y, o coeficiente angular, a soma residual dos quadrados mínimos da 

regressão linear e o DPR. 

O coeficiente de correlação (r) permite avaliar a correlação existente entre 

duas características quantitativas. Deste modo, o valor máximo de r (1) é obtido 

quando todos os pontos do gráfico estão em uma linha reta inclinada, sendo esta 

correlação chamada de plena ou perfeita. O coeficiente de correlação mínimo 

aceitável para o critério de linearidade no processo de validação de um método 

analítico é 0,99, conforme a RE 899 (BRASIL, 2003). Para a curva de calibração da 

fração QB-90 foi obtido o valor de r = 0,99965, apresentando-se assim em 

conformidade com o exigido pelas normas vigentes. 

Os resultados referentes à intersecção com o eixo Y e ao coeficiente angular 

(inclinação) obtidos para a curva de calibração de QB-90 são apresentados na 

Tabela 2.1. Observando-se os valores encontrados para a intersecção, verifica-se 

que o intervalo entre os limites de confiança (LC) inferior e superior contém o zero, 

indicando a ausência de um fator de variação independente da variável x (chamado 

erro sistemático constante). Outro fator a ser destacado é o valor de P, associado ao 

teste t, o qual avalia se a hipótese nula é ou não verdadeira. Em relação à 

intersecção esta hipótese representa a inclusão do valor zero ao intersepto da reta. 

Assim, o valor-P (0,7823) apresentado na Tabela 2.1 não rejeita a hipótese nula 

para um nível de significância de 0,05, ou seja, a intersecção não difere de zero. 

Tabela 2.1: Análise de regressão linear da curva de calibração da fração QB-90. 

A hipótese nula também deve ser avaliada para a inclinação da reta, a qual 

sugere que a inclinação seria constante ou igual a zero, não havendo regressão 

entre as variáveis. Neste caso, o valor-P encontrado (2,0464 x 10-26) rejeita 

claramente esta hipótese, demonstrando assim que a inclinação da reta é diferente 

Parâmetros Coeficientes valor-P LC Inferior LC Superior
Intersecção 93,77155094 0,782339738 -613,748264 801,2913659
Inclinação 10246,56789 2,04639E-26 10097,42328 10395,71249
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de zero. A análise de variância (ANOVA) da regressão linear para a fração QB-90 

(Tabela 2.2) também demonstra a rejeição desta hipótese (F = 21211,65; P < 

0,0001), indicando a existência de regressão linear entre os dados. 

Tabela 2.2: Análise de variância (ANOVA) da regressão linear para as áreas dos picos 
determinadas para a curva de calibração da fração QB-90. 

Na Tabela 2.3 estão apresentadas as áreas encontradas para os picos 
referentes à fração QB-90, nas concentrações analisadas, com os respectivos DPR. 

Tabela 2.3: Áreas dos picos da fração QB-90 analisadas por CLAE, utilizando coluna C8 
Waters Spherisorb®, sistema isocrático acetonitrila:água (65:35), fluxo de 0,8 ml/min e 
detecção a 214 nm. 

A avaliação da linearidade do método para o extrato aquoso de Q. brasiliensis 

contemplou o intervalo de concentração de 50 a 1000 μg/ml de extrato. Na Figura 

2.4 podemos observar a representação gráfica da curva de calibração obtida para o 

extrato aquoso de Q. brasiliensis. 

A equação de reta obtida para esta curva foi y = 227,61x – 1199,4, onde y 

representa a área do pico e x a concentração de QB-90 (μg/ml). O coeficiente de 

determinação (r2) obtido foi 0,9994, e o coeficiente de correlação (r), 0,999699, 

apresentando-se em conformidade com a RE 899 (BRASIL, 2003).  

gl SQ MQ F F de significação
Regressão 1 20548993714 20548993714 21211,6508 2,04639E-26
Resíduo 16 15500156,14 968759,7588
Total 17 20564493870

Concentração Área dos Picos DPR
 (μg/ml)  (Média ± s; n=3)

0,8 8074,33 ± 230,46 2,85%
1,0 10333,33 ± 140,80 1,36%
1,5 15897,67 ± 250,77 1,58%
2,0 21902,00 ± 154,98 0,71%
5,0 50045,33 ± 690,37 1,38%
10,0 103979,33 ± 138,36 0,13%
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Figura 2.4: Representação gráfica da curva de calibração do extrato aquoso de Q. 
brasiliensis obtida por CLAE, utilizando coluna C8 Waters Spherisorb®, sistema isocrático 
acetonitrila:água (65:35), fluxo de 0,8 ml/min e detecção a 214 nm. 

A análise dos LC inferior e superior (Tabela 2.4) demonstram que a 

intersecção inclui o valor zero, o que é reafirmado pelo valor-P (0,1366), para um 

nível de significância de 0,05 (Tabela 2.4).  

Tabela 2.4: Análise de regressão linear da curva de calibração para o extrato aquoso de Q. 
brasiliensis. 

A análise da regressão linear para a inclinação (Tabela 2.4) demonstra que 

esta exclui o valor zero (P = 2,59 x 10-27), o que é confirmado pela ANOVA da 

regressão linear (Tabela 2.5), na qual foi encontrado F = 27466,46 (P < 0,0001), 

indicando a existência de regressão linear entre os dados. 

Tabela 2.5: Análise de variância (ANOVA) da regressão linear para as áreas dos picos 
determinadas para a curva de calibração do extrato aquoso de Q. brasiliensis. 

Parâmetros Coeficientes valor-P LC Inferior LC Superior
Intersecção -1199,42168 0,136599033 -2821,70528 422,8619198
Inclinação 227,6113927 2,59254E-27 224,6999452 230,5228402

gl SQ MQ F F de significação
Regressão 1 1,2015E+11 1,2015E+11 27466,46563 2,59254E-27
Resíduo 16 69990682,87 4374417,679
Total 17 1,2022E+11

y = 227,61x - 1199,4
R2 = 0,9994
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Na Tabela 2.6 estão apresentadas as áreas encontradas para os picos 

referentes à fração QB-90, no extrato aquoso de Q. brasiliensis, com os respectivos 

DPR. 

Tabela 2.6: Áreas dos picos correspondentes a QB-90 no extrato aquoso de Q. brasiliensis, 
obtidas por CLAE, utilizando coluna C8 Waters Spherisorb®, sistema isocrático 
acetonitrila:água (65:35), fluxo de 0,8 ml/min e detecção a 214 nm. 

3.3.2 Precisão 

A precisão é o grau de concordância entre os resultados de análises 

individuais quando o procedimento é aplicado repetidamente a múltiplas alíquotas de 

uma mesma amostra (RE 899, BRASIL, 2003). É considerada em três níveis, 

repetibilidade, precisão intermediária e reprodutibilidade, sendo que esta última não 

é um critério exigido quando a precisão intermediária é estabelecida (FDA,1994).  

A repetibilidade é a precisão intracorrida ou intradia, ou seja, é a concordância 

entre os resultados dentro de um curto período de tempo, com o mesmo analista e a 

mesma instrumentação. Deve ser verificada por, no mínimo, seis determinações na 

mesma concentração, ou no mínimo nove concentrações contemplando o intervalo 

linear do método (concentrações baixa, média e alta). A precisão intermediária é a 

concordância dos resultados obtidos em dias diferentes, ou seja, precisão 

intercorridas ou interdias. 

A avaliação da repetibilidade foi realizada por meio da análise de seis 

soluções de extrato aquoso de Q. brasiliensis (200 μg/ml), preparadas a partir de 

uma solução mãe. Este procedimento foi repetido por três dias, fornecendo o 

resultado da precisão intermediária.  Os resultados podem ser observados nas 

Tabelas 2.7 e 2.8, respectivamente. 

Concentração Área dos Picos 
 (μg/ml)  (Média ± s; n=3)

50 9187,33 ± 141,15 1,54%
100 21417,00 ± 107,92 0,50%
200 45050,00 ± 467,12 1,04%
400 92417,33 ± 539,63 0,58%
800 177859,00 ± 333,10 0,19%

1000 228907,00 ± 355,42 0,16%

DPR
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O desvio padrão relativo (DPR) obtido no teste de repetibilidade foi 0,6%, e 

2,76% para a precisão intermediária. Tais valores apresentam-se dentro dos limites 

aceitáveis especificados pela RE 899 (BRASIL, 2003), a qual preconiza que o valor 

máximo aceitável deve ser definido de acordo com a metodologia empregada, a 

concentração do analito na amostra, o tipo de matriz e a finalidade do método, mas 

não admite valores superiores a 5%.  

 

Tabela 2.7: Resultados obtidos no ensaio de repetibilidade para o extrato aquoso de Q. 
brasiliensis por CLAE. 

Amostras Concentração de QB-90 (μg / 200μg de extrato) 

1 4,81 

2 4,79 

3 4,78 

4 4,83 

5 4,81 

6 4,86 

Concentração Média ± s 4,81 ± 0,03 

DPR 0,60% 
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Tabela 2.8: Valores experimentais obtidos na determinação da precisão intermediária para o 
extrato aquoso de Q. brasiliensis por CLAE. 

Dias Concentração de QB-90 (média ± s, n = 6) 
(μg / 200μg de extrato) DPR 

1 4,81 ± 0,03 0,60% 
2 4,76 ± 0,05 1,09% 
3 4,57 ± 0,03 0,64% 

Concentração Média ± s 4,71 ± 0,13  

              DPR (interdia) 2,76% 

3.3.3 Exatidão 

A exatidão expressa a proximidade dos resultados obtidos pelo método em 

estudo com o valor verdadeiro. Assim, foi utilizado o ensaio de recuperação a fim de 

avaliar a exatidão da metodologia analítica em questão.  

Foram adicionadas concentrações conhecidas de QB-90 a soluções de 

extrato aquoso. As amostras com e sem adição de QB-90 foram analisadas pelo 

método em estudo, sendo verificada a quantidade recuperada pela diferença entre 

os dois valores. A taxa de recuperação foi determinada pela comparação destes 

valores com a quantidade de QB-90 adicionada. Na Tabela 2.9 estão apresentados 

os resultados encontrados no teste de exatidão. 

Tabela 2.9: Resultados obtidos no ensaio de exatidão para o extrato aquoso de Q. 
brasiliensis por CLAE. 

Concentração média 
adicionada (μg/ml) 

Concentração média 
recuperada (μg/ml)  

Taxa de recuperação 
(%) DPR 

2,31 2,29 99,28% 3,56 
4,62 4,72 102,10% 2,22 
10,02 9,75 97,32% 1,51 

 

Tendo em vista os resultados obtidos, considera-se que o método proposto 

apresenta exatidão adequada, uma vez que as taxas de recuperação situaram-se 

dentro dos limites de 95 – 105% preconizados pelo ICH (2005). 
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3.3.4 Limites de Detecção e Quantificação 

O limite de detecção (LD) é a menor quantidade de analito presente na 

amostra que pode ser detectado, mas não necessariamente quantificado pelo 

método em questão.  O limite de quantificação (LQ) é a menor quantidade de analito 

que pode ser determinada com precisão e exatidão aceitáveis, sob as condições 

experimentais.  

Uma estimativa destes limites foi obtida empregando-se as equações 

presentes nas normas vigentes e apresentadas no item 3.1.6.3. Deste modo, o LD 

encontrado para o método proposto foi 0,074 μg/ml e o LQ foi 0,248 μg/ml. 

3.3.5 Robustez 

A robustez de um método analítico demonstra a capacidade deste em resistir 

a pequenas variações em seus parâmetros. Neste sentido, empregaram-se 

pequenas alterações no fluxo e na composição da fase móvel para avaliar a 

robustez do método em estudo.  

Observando-se os resultados apresentados na Tabela 2.10, verifica-se que há 

uma pequena alteração nos tempos de retenção quando comparados às condições 

originais, no entanto, o teor de QB-90 na amostra analisada não sofreu variações 

significativas. O teor médio de QB-90 obtido nas soluções foi de 5,52 μg/ml, com um 

DPR de 1,63%, demonstrando a pequena variação observada. Além disso, o perfil 

do pico cromatográfico permaneceu o mesmo frente às alterações impostas. Tendo 

em vista os resultados observados considera que o método desenvolvido atende ao 

critério de robustez. 

Tabela 2.10: Resultados obtidos para o teste de robustez, aplicado ao método desenvolvido 
por CLAE, para análise quantitativa de QB-90 no extrato aquoso de Q. brasiliensis. 

  Teor de QB-90  Tr  
  (μg/ml) (min) 
Condições originais 5,43 9,86 
Fluxo 0,7 ml/min 5,61 11,27 
Acetonitrila 67% 5,53 10,72 
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Visto que os parâmetros de eficiência analítica, como linearidade e intervalo 

de variação, precisão, exatidão, limite de detecção, limite de quantificação e 

robustez, foram avaliados e os resultados obtidos apresentaram-se em 

conformidade com o exigido pela legislação vigente (RE 899, BRASIL, 2003), 

considera-se o método desenvolvido validado e adequado para detecção e 

doseamento da fração QB-90 em extratos aquosos de Q. brasiliensis. 
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CAPÍTULO III. ADJUVANT ACTIVITY OF QUILLAJA BRASILIENSIS SAPONINS 

ON THE IMMUNE RESPONSES TO BOVINE HERPESVIRUS TYPE 1 IN MICE 
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CAPÍTULO IV. ESTUDOS DE PROPAGAÇÃO DE QUILLAJA BRASILIENSIS 
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1. INTRODUÇÃO 

As células vegetais produzem uma grande variedade de compostos químicos, 

sendo denominados metabólitos primários os compostos que apresentam 

importância vital às funções celulares. Metabólitos secundários são moléculas cuja 

função individual não é considerada essencial à sobrevivência das células, mas que 

contribuem para a adaptação das plantas ao ambiente (AERTS et al., 1991). 

A biossíntese dos metabólitos secundários é distinta e não está restrita a 

rotas metabólicas clássicas (WINK, 1999). Muitas dessas moléculas possuem 

considerável valor econômico, sendo utilizadas por diversos setores industriais. 

Dentre estes compostos, as saponinas merecem destaque, pois são utilizadas por 

setores como o farmacêutico, na preparação de medicamentos, vacinas, cosméticos 

e reagentes para análises clínico-laboratoriais; alimentício, como emulsificante e 

espumante; têxtil, na lavagem de tecidos finos; entre outros. Uma das principais 

fontes industriais de saponinas são as cascas de Quillaja saponaria Molina, espécie 

arbórea nativa da América do Sul, encontrada no Chile, Bolívia e Peru 

(HOSTETTMANN e MARSTON, 1995; BALANDRIN, 1996). 

Apesar de sua ampla utilização, pouco é caracterizado quanto aos genes e 

enzimas envolvidos na biossíntese destes compostos. MEESAPYODSUK e 

colaboradores (2007), isolaram e identificaram dois genes envolvidos na biossíntese 

de saponinas de Saponaria vaccaria, cujas saponinas são similares às encontradas 

em Q. saponaria. Os genes estudados pelos autores foram SvBS (codificando β-

amirina sintase) e UGT74M1 (codificando uma glicosiltranferase). Os autores 

relataram ainda que o gene SvBS é predominantemente expresso em folhas  e que 

UGT74M1 é expresso em raízes e folhas, sendo, esse último, envolvido na 

biossíntese de saponinas monodesmosídicas em S. vaccaria. 

As saponinas de Q. saponaria têm despertado grande interesse devido às 

suas propriedades biológicas e farmacológicas. Diversas publicações recentes 

utilizam estes compostos como adjuvante em vacinas para o tratamento de 

melanoma, vírus influenza, Escherichia coli, vírus sincial respiratório, HIV-1, malária, 

leishmaniose, entre outros, conforme detalhado no Capítulo I. 
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Segundo SAN MARTIN e BRIONES (1999) cerca de 180-200 toneladas de 

extrato de Q. saponaria, provenientes de 1000 toneladas de cascas, eram 

exportados anualmente pelo Chile para os Estados Unidos, Europa e Japão. Para 

suprir esta demanda eram derrubadas mais de 50000 árvores anualmente, com 

idade entre 30 e 50 anos e diâmetro entre 20 e 50 cm. Em 2003, a exportação de 

extrato de Q. saponaria do Chile foi de US$ 1.569.454 e os principais países 

importadores foram Estados Unidos, Japão, Irlanda, Brasil, Austrália, Holanda, 

Espanha, Argentina, México, França, Dinamarca e Coréia do Sul. Este mercado 

tende a aumentar, tendo em vista o grande número de estudos utilizando saponinas 

de Q. saponaria como adjuvantes em vacinas, conforme apresentado no Capítulo I. 

De fato, entre janeiro e maio de 2004, o mercado de exportação de Quillaja no Chile 

passou de US$ 533.158 para US$ 950.208, ou seja, um aumento de 78% 

(PROCHILE  2005 - Disponível em: www.prochile.cl  Acesso 27.02.2007) 

Conforme relatado anteriormente, no Brasil é encontrada Quillaja brasiliensis 

(A. St.-Hil. Et Tul.) Mart. (Rosaceae), espécie congênere à chilena (REITZ, 1996). 

Segundo estudos realizados por KAUFFMANN e colaboradores (2004) há indícios 

de que a espécie brasileira possui saponinas estruturalmente semelhantes às 

encontradas em Q. saponaria. A presença de saponinas nas folhas de Q. 

brasiliensis estrutural e funcionalmente semelhantes às saponinas encontradas nas 

cascas da espécie chilena é reforçada pelos estudos de FLECK e colaboradores 

(2006), conforme apresentado no Capítulo III.  

Assim, denota-se a potencial utilização da espécie brasileira na obtenção de 

saponinas de interesse industrial. No entanto, há necessidade de desenvolver 

estratégias para uma exploração racional e sustentada dos recursos naturais, de modo 

a preservar o ambiente natural e produzir matéria-prima com máximo rendimento em 

saponinas para utilização industrial. Neste contexto, tornam-se essenciais estudos que 

conduzam ao conhecimento detalhado dos fatores que afetam o rendimento de 

saponinas de valor terapêutico, bem como a análise fisiológica de acúmulo destes 

compostos. 

Em relação a estudos de propagação e cultivo, foi encontrado para Q. 

brasiliensis somente um trabalho, no qual o autor analisa a viabilidade das sementes 

em relação à época de coleta das mesmas. Segundo o autor, as melhores sementes 
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foram aquelas colhidas na fase de adiantado estágio de disseminação (MATTEI, 

1995). 

No entanto, para Q. saponaria há vários estudos de cultivo, seja no solo ou 

como cultura de células. WRANN E INFANTE (1988) apresentaram a influência da 

preparação da área (como adubação, modo de plantação das sementes, seleção de 

sementes), em solo árido para Q. saponaria. MUNOZ E FUENTES (1989) 

demonstraram que, em testes de laboratório, o aquecimento das sementes durante 

5 minutos à 100ºC aumenta a germinação das mesmas.  

PREHN e colaboradores (2003) realizaram estudos de micropropagação de 

Q. saponaria a partir de sementes. O meio de germinação foi composto por 

vitaminas, macro e micronutrientes, conforme estabelecido por Murashige & Skoog 

(MS) (1962). Os autores testaram diferentes protocolos de assepsia e estratificação 

das sementes, bem como a utilização de diferentes concentrações de hidrolisado de 

caseína, glutamina e sulfato de magnésio, como suplementos nutricionais. Foram 

realizados, ainda, ensaios de multiplicação das plântulas com a utilização dos 

hormônios benzilaminopurina (BAP) ou zeatina, ambos na concentração de 1 mg/l.  

Os explantes obtidos com o ensaio de multiplicação foram empregados em um 

experimento de enraizamento, no qual foram utilizadas diferentes concentrações de 

AIB. Os explantes foram mantidos em meio com auxina durante um mês, sendo 

posteriormente transferidos para meio sem a presença do hormônio. Após o 

enraizamento, os explantes que possuíam tamanho aproximado a 7 cm foram 

empregados em um ensaio de aclimatação, utilizando vermiculita como substrato. 

As plântulas enraizadas transferidas para vermiculita foram mantidas em câmara de 

cultivo com alta umidade por dois meses, antes de sua transferência para casa de 

vegetação. 

DALSGARD e MAX depositaram uma patente no Canadá em 1994 (2147480) 

e outra nos Estados Unidos em 1998 (5716848) relativas à cultura celular de Q. 

saponaria, Q. smegmadermos e Q. brasiliensis.  

Linhagens celulares de Q. saponaria também foram obtidas por HENRY e 

FONS (Disponível em: http://www.ensaia.inpl-

nancy.fr/News/IAPTC/conferences.htm. Acesso: 23.06.2007), a partir de plântulas 
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provenientes de sementes esterilizadas. Diversos parâmetros de cultura foram 

testados como meio líquido, ausência e presença de luz e citocininas. A metodologia 

detalhada desse experimento não foi publicada, os autores relatam apenas que 

empregaram meio MS e diferentes combinações de auxinas e de citocininas. 

SANTELICES e BOBADILLA (1997) estudaram o enraizamento de estacas de 

Q. saponaria. O experimento foi realizado em casa de vegetação equipada com 

canteiro de enraizamento com controle de temperatura de substrato (permitindo 

manter o substrato em temperaturas entre 21 ºC e 25 ºC) e sistema automatizado de 

rega por aspersão, chamado Microjet® (que se caracteriza por pulverizar a gota de 

água sem produzir névoa). O ambiente foi mantido com umidade elevada durante 

todo o período de experimento. Os autores avaliaram o efeito de diferentes 

concentrações de ácido indolbutírico (AIB) sobre o enraizamento das estacas, bem 

como a influência da posição das estacas na copa da “árvore-mãe”. Os resultados 

demonstraram que, nas condições empregadas, o enraizamento foi relativamente 

fácil após quatro meses. A posição das estacas na copa da “árvore-mãe” influenciou 

significativamente o enraizamento e a taxa de sobrevivência, sendo obtidos 

melhores resultados com estacas provenientes das porções média e baixa. 

Entretanto, não foi observado efeito significativo da aplicação de AIB, nas 

concentrações testadas (0; 0,5; 1 e 2%), sobre a sobrevivência e capacidade de 

enraizamento.  

Tendo em vista as considerações acima relatadas, a proposta geral para este 

capítulo inclui o estabelecimento de protocolos de propagação de Q. brasiliensis, 

bem como o estabelecimento de sistemas in vitro para propagação clonal eficiente 

da espécie e a análise dos fatores que interferem na produção de saponinas. Assim, 

temos como objetivos: 

 Determinar protocolos de propagação de Q. brasiliensis a partir de sementes 

assépticas. 

 Avaliar a distribuição órgão-específica e sazonal (ao longo de 2 anos) de 

saponinas em plantas de Q. brasiliensis. 

 Analisar o efeito de fatores de estresses bióticos (como ataque por patógenos 

e herbivoria, simulados pelo uso de moléculas sinalizadoras e dano mecânico 
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controlado) e abióticos (por exemplo, pela exposição à luz branca e 

ultravioleta) na produção de saponinas. 

 Recomendar, com base nos resultados, procedimentos para propagação e 

cultivo de Q. brasiliensis, visando a obtenção de saponinas. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 MATERIAL VEGETAL 

As partes aéreas e as sementes de Q. brasiliensis foram coletadas em área 

nativa, local conhecido como Paredão, no município de Riozinho, RS e na 

propriedade do Prof. Dr. Gilson Moreira, no município de Canguçu, RS (Latitude: 

31º5'19.5''; Longitude: 52º49'53.6'' – No anexo 2 são apresentadas as coordenadas 

geográficas de cada árvore, localizadas via satélite por GPS). Exsicatas destes 

materiais foram depositadas no herbário do Departamento de Botânica da UFRGS 

(ICN 137550 e 142953, respectivamente). 

2.2 PROTOCOLOS DE PROPAGAÇÃO 

Tendo em vista a obtenção de protocolos de propagação de Q. brasiliensis, 

foram empregados, como material de partida, sementes e explantes oriundos de 

culturas meristemáticas. 

Os ensaios de germinação com sementes de frutos maduros foram realizados 

empregando três sistemas diferentes: germinação em caixas Gerbox com papel 

filtro, germinação em solo/vermiculita, previamente esterilizados, e germinação em 

meio asséptico. Para a germinação em meio asséptico foram utilizados os sais 

empregados por Murashige & Skoog (1962) (0,1 x), suplementados ou não com 

sacarose. Antes da inoculação as sementes foram superficialmente esterilizadas 

com Dithane® (5 g/l, 20 minutos),  etanol (70%, 1 minuto) e hipoclorito de sódio 2% 

com algumas gotas de detergente neutro (10 minutos); todos os tratamentos foram 

realizados com agitação constante e, ao final da exposição ao hipoclorito, foram  

realizadas  4 lavagens com água destilada esterilizada.   

As plantas obtidas pelos ensaios de germinação foram utilizadas no 

estabelecimento de culturas de partes aéreas, para avaliação da distribuição órgão-

específica das saponinas e variação de acúmulo destes metabólitos ao longo da 

ontogenia inicial. 
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Um outro modo de se propagar uma espécie é através do enraizamento de 

explantes cultivados in vitro, o qual foi realizado e será descrito no item 2.4. 

2.3 ESTABELECIMENTO DE CULTURAS DE PARTES AÉREAS 

As plantas germinadas em meio asséptico serviram como material de partida 

para o estabelecimento de cultivos de partes aéreas, sendo utilizado meio MS (1X), 

sacarose 30 g/l, ágar Merck® grau microbiológico extra puro (6 g/l) e o hormônio 

benzilaminopurina (BAP) na concentração de 0,05 mg/l, a fim de induzir o 

crescimento das culturas. O pH do meio foi ajustado para 5,8 ± 0,1, e este foi 

posteriormente esterilizado por autoclavagem a 121 ºC e 0,15 MPa por 25 minutos.  

Os explantes foram mantidos em sala de crescimento a 25 ± 2 ºC, com 

fotoperíodo de 16 horas de luz com radiação fotossinteticamente ativa (PAR) de 

aproximadamente 45 μmol /m2 s, mantida por lâmpadas fluorescentes brancas. Os 

explantes assim obtidos foram utilizados nos experimentos de enraizamento. 

2.4 EXPERIMENTOS DE ENRAIZAMENTO 

Nos ensaios de enraizamento empregou-se meio MS (0,3 x), sacarose 30 g/l, 

tiamina (0,4 mg/l), inositol (100 mg/l), ágar Merck® grau microbiológico extra puro (6 

g/l), e tratamentos utilizando diferentes concentrações de auxinas, em sistema de 

exposição por pulso ou contínuo. Nos experimentos que empregaram o sistema de 

pulso os explantes foram mantidos em meio de indução (com auxina) por quatro 

dias, seguido de transferência para meio de formação (ou seja, meio sem auxina, 

suplementado com carvão ativado 1 g/l). 

Os meios tiveram o pH ajustado para 5,8 ± 0,1, sendo posteriormente 

esterilizados por autoclavagem a 121 ºC e 0,15 MPa por 25 minutos. Os 

experimentos foram realizados utilizando-se frascos de 20 ml cobertos com dupla 

camada de papel alumínio, contendo dois explantes por frasco e 6 ml de meio. 

Todos os experimentos foram realizados em sala de crescimento a 25 ± 2 ºC, em 16 

horas de fotoperíodo, com PAR de aproximadamente 45 μmol /m2 s, mantida por 

lâmpadas fluorescentes brancas. Os experimentos foram repetidos por, no mínimo, 
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duas vezes. Com base em resultados preliminares obtidos a partir de estudos piloto 

foram delineados os experimentos subseqüentes.  

A fim de avaliar a influência da estabilidade da auxina sobre o enraizamento 

dos explantes de Q. brasiliensis, foram empregadas as auxinas: ácido indolacético 

(AIA), ácido indolbutírico (AIB) e ácido naftalenoacético (ANA), na concentração de 

10 mg/l, além de um tratamento controle sem auxina, todos em sistema de 

exposição contínuo. Foram utilizados 40 explantes por tratamento. 

Outro experimento foi delineado empregando-se os seguintes tratamentos, 

AIB 1 e 10 mg/l e AIA 10 mg/l , em sistema contínuo, e AIB 50 mg/l em sistema de 

pulso, com seus respectivos controles. Foram empregados 60 explantes por 

tratamento. 

Os explantes enraizados foram transferidos para meio ex vitro 50 dias após o 

início de cada experimento, sendo utilizado como substrato uma mistura de 

vermiculita:areia (2:1). Algumas plantas foram congeladas para análise da produção 

de QB-90.  

2.5 IDENTIFICAÇÃO DE FATORES QUE AFETAM A PRODUÇÃO E ACÚMULO DA 

FRAÇÃO QB-90 EM Q. BRASILIENSIS 

Os explantes enraizados, previamente adaptados a ambiente ex vitro, foram 

utilizados para a avaliação dos efeitos da aplicação de ácido salicílico e ácido 

jasmônico, bem como de dano mecânico controlado e da exposição à luz ultravioleta 

B (UVB) e C (UVC), sobre a produção de QB-90. Em todos os tratamentos as 

plantas foram mantidas em sala de crescimento a temperatura 25 ± 2 ºC, com 

fotoperíodo de 16 horas.  

Amostragens foram realizadas ao longo do tempo, sendo coletadas quatro ou 

cinco plantas, de acordo com o experimento, em cada ponto. Essas foram extraídas 

e analisadas individualmente por CLAE. 
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2.5.1 Ácido Salicíl ico 

Para a execução deste ensaio foi preparada uma solução de ácido salicílico 5 

mM, a qual foi aspergida sobre as plantas (até ponto de escorrimento iminente) três 

vezes ao dia, nos dias zero, 2, 4 e 6. Nesses mesmos dias foram utilizados 50 ml 

dessa solução para regar as plantas. Outro grupo de plantas foi regado e aspergido 

com água bidestilada nos mesmos dias e horários que as tratadas com ácido 

salicílico. 

Cinco plantas de cada grupo foram coletadas nos dias zero, 2, 4 e 6  

congeladas individualmente em nitrogênio líquido e mantidas a -80 ºC até a 

liofilização.  

2.5.2 Ácido Jasmônico 

Foram preparadas duas soluções de ácido jasmônico, nas concentrações de 

40 e 400 μM. As 40 plantas utilizadas neste ensaio foram divididas em grupos, 

compreendendo 4 plantas para o dia zero e 12 plantas para cada tratamento 

(controle, ácido jasmônico 40 μM e ácido jasmônico 400 μM), sendo coletadas 4 

plantas de cada tratamento nos dias 2, 4 e 6, as quais foram congeladas 

individualmente em nitrogênio líquido e mantidas a -80 ºC até a liofilização.  

O esquema de administração das soluções de ácido jasmônico e para a 

solução controle foi de três aspersões diárias nos dias zero, 2, 4 e 6, sendo ainda 

realizada a rega com 50 ml das respectivas soluções nos mesmos dias. Tendo em 

vista a volatilidade do ácido jasmônico, as plantas foram cobertas com plástico 

transparente e mantidas assim durante uma hora após a aspersão das respectivas 

soluções (Figura 4.1).  
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Figura 4.1: Plantas tratadas com soluções de ácido jasmônico (A) e com solução controle 
(B), mantidas sob plástico transparente durante uma hora após a aspersão das respectivas 
soluções.  

2.5.3 Dano Mecânico 

O dano mecânico foi aplicado realizando-se cortes com tesoura, no dia zero, 

em três quartos da superfície foliar total das plantas. As plantas danificadas foram 

comparadas com plantas intactas. 

O esquema de coleta, armazenagem, liofilização, extração e análise das 

plantas foi o mesmo empregado nos experimentos acima descritos. 

2.5.4 Exposição à luz UVC 

No dia zero, as plantas foram colocadas em uma câmara fechada dividida em 

dois compartimentos, em um dos compartimentos as plantas foram expostas à luz 

UVC (lâmpada germicida, λ máx. 254 nm, 16hs por dia, 10.5 kJ. cm-2) e no outro, 

expostas somente à luz branca.  

Em virtude da forte agressão sofrida pelas plantas expostas à luz UVC, foi 

necessário coletá-las nos dias 2, 3 e 4, uma vez que já no dia 2 essas apresentavam 

algumas folhas secas e no dia 3 algumas já perdiam folhas. Do mesmo modo que 

nos experimentos anteriores as plantas assim obtidas foram congeladas 

individualmente em nitrogênio líquido e armazenadas a -80 ºC até serem submetidas 

à liofilização. 

 

 

 

A B 
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2.5.5 Exposição à luz UVB 

Da mesma forma que no experimento anterior, as plantas foram subdivididas 

em dois grupos, codificadas como grupo controle as plantas expostas somente à luz 

branca e como grupo tratamento, as plantas expostas à luz UVB (lâmpada UVB 

313EL, λ máx. 313 nm, Q-Lab, Cleveland, Ohio, USA, fotoperíodo de 16hs, lâmpada 

distante cerca de 45 cm das plantas). A amostragem foi realizada nos dias 7 e 14, 

seguindo-se o congelamento, a liofilização, a extração e a análise individual de cada 

planta. 

2.6  ANÁLISE SAZONAL DE QB-90 EM Q. BRASILIENSIS  

O conteúdo de saponinas em folhas de plantas nativas foi analisado ao longo 

das estações, durante dois anos. As plantas, pertencentes à propriedade do Prof. 

Dr. Gilson Moreira – Departamento de Zoologia-UFRGS localizada no município de 

Canguçu, RS, foram previamente identificadas e marcadas, sendo as partes aéreas 

coletadas individualmente. Um total de trinta indivíduos foi analisado. 

As partes aéreas foram coletadas de forma padronizada quanto à orientação 

solar, ou seja, foram coletadas amostras nas diferentes orientações. Folhas e ramos 

foram separados, congelados e liofilizados. Para a extração, as folhas foram 

reunidas em grupos de três indivíduos, totalizando dez repetições. 

2.7  ANÁLISE DA DISTRIBUIÇÃO ÓRGÃO-ESPECÍFICA E ONTOGENÉTICA DE QB-

90 EM Q. BRASILIENSIS  

Com o objetivo de analisar a distribuição órgão-específica das saponinas de 

interesse foram realizados dois experimentos. Primeiramente, cinco plantas 

propagadas no laboratório tiveram suas raízes, caules e folhas separados, 

congelados, liofilizados e extraídos individualmente. Desse modo, foram obtidos 

cinco extratos de cada uma das partes vegetais, que foram liofilizados e analisados 

por CLAE. 

Com a finalidade de verificar as concentrações de QB-90 em diferentes 

órgãos de indivíduos adultos, foram coletadas, em agosto de 2004, cascas, folhas e 

ramos de nove indivíduos, no município de Canguçu. As partes vegetais foram 
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agrupadas em “pools” de três indivíduos, de maneira a obter-se grupos idênticos 

para cada uma das três partes vegetais. Estes “pools” foram liofilizados, extraídos e 

analisados por CLAE quanto ao conteúdo de QB-90. 

Visando determinar o conteúdo de saponinas bioativas ao longo da 

ontogênese foram analisadas por CLAE sementes germinadas (com radícula 

visível), sementes germinadas com emergência de cotilédones, plântulas com duas 

e com quatro folhas. Frutos maduros foram coletados, suas sementes foram 

separadas e superficialmente esterilizadas conforme descrito no item 2.2 deste 

capítulo. Tendo em vista a necessidade da utilização do antifúngico Dithane na 

assepsia de sementes de Q. brasiliensis, não habitual na rotina do laboratório, foram 

analisadas sementes superficialmente esterilizadas com e sem utilização do 

antifúngico, com a finalidade de verificar se este poderia ou não interferir no 

conteúdo de QB-90. Após a coleta, as amostras foram imediatamente congeladas 

em nitrogênio líquido e mantidas a -80 ºC até a liofilização.  

2.8 EXTRAÇÃO E ANÁLISE DAS SAPONINAS 

O material vegetal foi extraído conforme apresentado no Capítulo II (item 3.2) 

e analisado por CLAE, empregando-se método analítico desenvolvido e validado, 

descrito anteriormente. 

2.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os resultados foram analisados estatisticamente por ANOVA seguida por 

teste de Duncan (quando pertinente). Nas situações em que não houve 

homogeneidade de variâncias, empregou-se análise de variância por ANOVA de 

Welch seguida por teste de Dunnett-C. Os programas estatísticos utilizados foram 

SPSS e SAS. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 PROTOCOLOS DE PROPAGAÇÃO 

Com o intuito de desenvolver protocolos de propagação de Q. brasiliensis, 

diferentes experimentos foram realizados por meio de germinação de sementes e 

enraizamento de explantes provenientes de culturas de meristema apical, sendo 

este último descrito no item 3.3. 

Os experimentos de propagação por meio de germinação de sementes 

demonstraram que há um diferencial considerável na taxa de germinação conforme 

o substrato. Foi verificada uma taxa de germinação de 95% para as sementes 

germinadas em caixas Gerbox, 97% para as sementes germinadas em meio 

asséptico sem sacarose, 93% para meios com sacarose e menor que 10% para as 

sementes germinadas diretamente na mistura solo/vermiculita. Desse modo, 

verificou-se que germinações in vitro e em caixas Gerbox (Figura 4.2) são mais 

adequadas para a espécie em estudo. Pode ser observado ainda que a presença de 

sacarose no meio aumenta os índices de contaminação e que a presença de luz 

parece diminuir este percentual nos meios sem sacarose, mas não interferir nos 

meios com sacarose (Figura 4.3). 

 

 
Figura 4.2: Sementes germinadas sob condições assépticas. 

A – Plântulas oriundas de sementes germinadas em caixas Gerbox, transferidas para 
solo/vermiculita, em fase de adaptação ao ambiente ex vitro. 

B – Plântulas obtidas por germinação em meio asséptico (em frascos com 
aproximadamente 15 cm de altura), (a) no escuro em meio com sacarose, (b) no escuro em 
meio sem sacarose, (c) na luz em meio com sacarose e (d) na luz em meio sem sacarose. 

A Ba       b        c        d 
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Figura 4.3: Percentuais de germinação e contaminação de sementes de Q. brasiliensis 
germinadas in vitro na luz em meio sem sacarose (LS), na luz em meio com sacarose (LC), 
no escuro em meio sem sacarose (ES) e no escuro em meio com sacarose (EC), quatro 
dias após a inoculação nos respectivos meios de germinação. 

3.2 ESTABELECIMENTO DE CULTIVOS DE PARTES AÉREAS 

Foram estabelecidas culturas de partes aéreas, pela utilização de BAP na 

concentração de 0,05 mg/l (Figura 4.4). As culturas apresentaram um crescimento 

adequado, combinando alongamento e brotações, sendo repicadas a cada dois 

meses.  

Figura 4.4: Culturas meristemáticas de Q. brasiliensis com 45 dias. 

O emprego de BAP em maiores concentrações resultou em grande número 

de brotações sem alongamento dos explantes, não sendo adequado para a 

obtenção de material de partida a ser utilizado em ensaios de enraizamento.   

PREHN e colaboradores (2003) relataram a utilização de BAP e Zeatina, ambos na 

concentração de 1 mg/l, em ensaios de multiplicação de explantes de Q. saponaria. 

Os autores consideraram o emprego de BAP mais adequado para esta etapa.   
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3.3 EXPERIMENTOS DE ENRAIZAMENTO 

Estudos de enraizamento de Q. brasiliensis foram conduzidos a partir dos 

cultivos meristemáticos. A espécie em estudo mostrou-se de fácil enraizamento, 

tendo em vista o elevado percentual de plantas enraizadas (em média 70%) nos 

tratamentos controle (sem auxina). 

A influência da estabilidade da auxina sobre o enraizamento dos explantes de 

Q. brasiliensis foi avaliada considerando-se os resultados obtidos em experimento 

piloto. Assim, foram empregados os hormônios AIA, AIB e ANA, na concentração de 

10 mg/l, e um tratamento controle (sem auxina). O sistema utilizado foi de exposição 

contínua, empregando-se 40 explantes por tratamento. Foi verificado que na 

presença de AIB e ANA houve a formação de calos na extremidade do explante, e 

que as raízes partem destes calos, sendo mais curtas que as formadas nos 

tratamentos com AIA e controle (Figura 4.5). Isto era esperado, uma vez que a 

presença de auxina no meio inibe o alongamento da raiz, entretanto esse efeito 

inibitório não é observado no tratamento com AIA, provavelmente por esta ser uma 

auxina mais instável, sendo metabolizada pelo vegetal (DE KLERK et al., 1999). 

 
Figura 4.5: Explantes de Q. brasiliensis enraizados nos tratamentos (a) controle, (b) AIA 10 
mg/l, (c) AIB 10 mg/l e ANA 10mg/l (d), 50 dias após a inoculação em meio de 
enraizamento. 

 

Foi possível verificar ainda que o número médio de raízes por explante 

enraizado não variou significativamente entre os tratamentos com AIA, AIB e ANA, 

mas foi superior para AIB e AIA quando comparados com o controle (Figura 4.6 A). 

No entanto, quanto ao comprimento das raízes, os tratamentos com AIA e controle 

apresentaram comprimento médio de raízes significativamente maior que os obtidos 

com o emprego de AIB e ANA (Figura 4.6 B). Desse modo, verifica-se que, para a 

espécie em estudo, a estabilidade da auxina, nas concentrações testadas, parece 

 

       a               b                 c             d 
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não ter um efeito pronunciado no número de raízes por explante, mas interfere 

significativamente no alongamento destas raízes. 

O efeito das diferentes auxinas sobre o conteúdo de QB-90 foi avaliado. 

Explantes enraizados foram congelados em nitrogênio liquido (50 dias após o início 

do experimento), extraídos e analisados por CLAE. O emprego de AIA, AIB ou ANA 

não demonstrou afetar significativamente o conteúdo de QB-90, embora uma 

tendência a menores teores tenha sido observada em plantas oriundas de meios 

com AIB e ANA (dados não mostrados).  Tal tendência pode ser devida à formação 

de calos na base dos explantes. 

 

 

Figura 4.6: Número (A) e comprimento (B) médio de raízes por explante de Q. brasiliensis, 
expostos continuamente a AIA, AIB, ANA ou controle sem auxina, por 50 dias. Letras 
diferentes demonstram diferenças significativas entre os tratamentos, conforme teste de 
Dunnett-C, realizado após análise de variância por ANOVA de Welch (p < 0,05). 

 

A fim de avaliar o efeito de diferentes concentrações de AIB (auxina com 

estabilidade intermediária) sobre o enraizamento de explantes de Q. brasiliensis, os 

tratamentos, AIB 1 e 10 mg/l, em sistema contínuo, e AIB 50 mg/l em sistema de 

pulso, com seus respectivos controles, foram empregados. Tais concentrações e 

sistemas de exposição foram definidos a partir dos resultados preliminares obtidos 

em experimento piloto. Tendo em vista o resultado satisfatório obtido com a 

utilização de AIA (10 mg/l), este tratamento foi mantido. Os resultados demonstraram 

que AIB 50 mg/l, em pulso, induziu um número médio de raízes por explante 
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enraizado significativamente maior que os demais tratamentos (Figura 4.7 A); no 

entanto, foi observada a presença de calos entre a extremidade inferior do explante 

e as raízes formadas, em todos os explantes, o que é indesejado, pois torna o 

sistema radicular formado menos robusto (DE KLERK et al., 1999). Novamente não 

foi verificada diferença significativa no número médio de raízes por explante entre os 

tratamentos com AIA e AIB na mesma concentração (10 mg/l). Quanto ao 

comprimento médio de raízes obteve-se um comprimento médio significativamente 

maior para o tratamento com AIA (10 mg/l) e para o controle de pulso, que para os 

demais tratamentos (Figura 4.7 B).  

Os percentuais de plantas enraizadas em sistema de exposição contínua 

foram de aproximadamente 95% no tratamento com AIA, 50% com AIB 1 mg/l e 70% 

com AIB 10 mg/l. Para o tratamento com AIB 50 mg/l, em pulso, este percentual foi 

de aproximadamente 80%. É relatada uma taxa de enraizamento de 

aproximadamente 59% com a utilização de AIB (0,1 mg/l) em experimentos de 

micropropagação de Q. saponaria (PREHN et al., 2003).  

 

3.4 IDENTIFICAÇÃO DE FATORES QUE AFETAM A PRODUÇÃO E O ACÚMULO DA 

FRAÇÃO QB-90 EM Q. BRASILIENSIS 

A fim de identificar possíveis fatores que influenciem a produção e o acúmulo 

de saponinas bioativas em Q. brasiliensis, plantas cultivadas no laboratório sob 

condições controladas foram tratadas com ácido salicílico, ácido jasmônico, 

expostas a dano mecânico controlado e à luz ultravioleta B e C. Foram realizadas 

amostragens ao longo do tempo, sendo as plantas posteriormente congeladas, 

liofilizadas e extraídas individualmente conforme descrito no item 3.2 do Capítulo II. 

Os extratos obtidos foram liofilizados e analisados por CLAE, empregando o método 

desenvolvido e validado, descrito no referido capítulo. A concentração de QB-90 foi 

expressa em g/100g de planta seca (ou seja, % de peso seco).  
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Figura 4.7: Número (A) e comprimento (B) médio de raízes por explante de Q. brasiliensis, 
expostos aos tratamentos, AIB 1 mg/l, AIB 10 mg/l e AIA 10 mg/l, em sistema contínuo, e 
AIB 50 mg/l em sistema de pulso, com seus respectivos controles. Letras diferentes 
demonstram diferenças significativas entre os tratamentos, conforme teste de Duncan (p < 
0,05). 
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3.4.1 Ácido Salicíl ico 

As plantas foram tratadas com solução de ácido salicílico (5 mM) ou solução 

controle, nos dias zero, 2, 4 e 6, sendo amostradas nesses mesmos dias. A 

concentração da solução de ácido salicílico foi selecionada com base em dados da 

literatura, e o esquema administração das soluções e de amostragem das plantas, 

em experiências prévias do grupo de pesquisa. O tratamento foi bem tolerado pelos 

indivíduos testados. Não foi possível verificar qualquer influência deste elicitor sobre 

a produção de QB-90 durante o período de experimento. Os resultados obtidos 

estão apresentados na Figura 4.8. 

Figura 4.8: Efeito da aplicação exógena de ácido salicílico sobre o conteúdo de QB-90 (% 
peso seco), analisado por CLAE. O teor de QB-90 em plantas tratadas com solução controle 
é representado pelas barras claras e em plantas tratadas com solução de ácido salicílico por 
barras escuras, nos diferentes dias de coleta (dias 2, 4 e 6). Não foi verificada diferença 
significativa por ANOVA (p < 0,05) entre tratamento e controle em cada dia de amostragem.  

O ácido salicílico é uma molécula sinalizadora envolvida em mecanismos de 

defesa a ataque por patógenos e associada ao estabelecimento de resistência 

sistêmica adquirida (MÉTRAUX, 2002). Sua influência na produção de metabólitos 

secundários tem sido avaliada. Segundo GREGIANINI e colaboradores (2004), a 

aplicação exógena de ácido salicílico não afetou o teor de braquicerina (alcalóide 

indol-monoterpênico) em Psychotria brachyceras, nas condições testadas. No 

estudo realizado por ALI e colaboradores (2006) foi verificado que este elicitor 

influenciou o acúmulo de ginsenosídeos em culturas em suspensão de raízes de 

Panax ginseng, no entanto foi observado um decréscimo significativo na biomassa 
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de raízes tratadas com ácido salicílico quando comparadas ao controle. Apesar de 

pertencerem à classe das saponinas triterpênicas, os ginsenosídeos são 

estruturalmente diferentes das saponinas de Q. brasiliensis, visto que essas são 

saponinas triterpênicas pentacíclicas, enquanto que os ginsenosídeos são 

tetracíclicos, derivando de diferentes precursores biossintéticos, o que pode estar 

relacionado aos efeitos contraditórios observados com a aplicação exógena de ácido 

salicílico. 

3.4.2 Ácido Jasmônico 

Para a realização deste experimento, as plantas foram subdivididas em três 

grupos: o primeiro foi tratado com solução controle, o segundo, com solução de 

ácido jasmônico 40 μM e o terceiro, com solução de ácido jasmônico 400 μM. As 

respectivas soluções foram administradas aos grupos nos dias zero, 2, 4 e 6, dias 

em que foram realizadas as amostragens. Tanto as concentrações de ácido 

jasmônico como os esquemas de administração das soluções e de amostragem 

foram selecionados com base em resultados preliminares e em experimentos 

realizados com outras plantas arbóreas. Conforme pode ser observado na Figura 

4.9, os tratamentos foram bem tolerados pelas plantas em estudo durante todo o 

período de experimento.  

Foi verificado, no dia 2, aumento significativo no conteúdo de QB-90 nas 

plantas tratadas com ácido jasmônico 400 μM (Figura 4.10).  Neste mesmo ponto de 

amostragem, foram obtidas quantidades equivalentes de QB-90 para as plantas 

tratadas com solução de ácido jasmônico 40 μM e com solução controle. 

Na Figura 4.10 observa-se para o dia 4 uma tendência de aumento da 

concentração de QB-90 nas plantas tratadas com as soluções de ácido jasmônico 

em relação ao controle. É possível, ainda, perceber que a concentração de 400 μM 

tende a induzir maior acúmulo que a concentração de 40 μM. No entanto, não foi 

verificada diferença estatisticamente significativa.  

No último dia de experimento foi observado um aumento no teor de QB-90 

obtido com o tratamento de ácido jasmônico 40 μM, estatisticamente superior aos 

demais tratamentos (Figura 4.10). Assim, foi verificado que a aplicação de ácido 
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jasmônico exógeno induziu a produção de QB-90 em ambas concentrações, sendo 

observada uma resposta mais rápida para a solução de concentração mais elevada. 

Tem sido relatado o aumento de saponinas triterpênicas por ácido jasmônico 

ou seu metil éster (metil jasmonato) em culturas de Centella asiática, Galphimia 

glauca, Panax ginseng e Medicago truncatula, o que pode estar associado aos 

relatos de envolvimento de saponinas em mecanismos de defesa vegetal, uma vez 

que estas moléculas sinalizadoras desempenham um papel importante no processo 

de transdução do sinal que regula genes de defesa vegetal (OUSBOURN, 1996; 

PAPADOPOULOU et al.; 1999; YU et al., 2002; BROECKLING et al., 2005; ALI et 

al., 2006; MANGAS et al., 2006). 

 
 
 

 

Figura 4.9: Plantas tratadas com solução controle (A), solução de ácido jasmônico 40 μM 
(B) e 400 μM (C) no último dia de experimento (dia 6). 
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Figura 4.10: Efeito da aplicação de ácido jasmônico exógeno sobre a produção e acúmulo 
de QB-90 em plantas de Q. brasiliensis. As amostras foram coletadas nos dias 2, 4 e 6 após 
o início do experimento, sendo congeladas individualmente e submetidas à extração. Os 
extratos obtidos foram analisados por CLAE. As barras claras representam o conteúdo de 
QB-90 em plantas tratadas com solução controle, as barras quadriculadas o conteúdo em 
plantas tratadas com solução de ácido jasmônico 40 μM e as barras pretas com solução de 
ácido jasmônico 400 μM. Valores com letras diferentes nos dias 2 e 6 são significativamente 
diferentes de acordo com ANOVA e teste de Duncan (p ≤ 0,05). A ausência de letras para 
os resultados do dia 4 indica a inexistência de diferença significativa de acordo com ANOVA 
e teste de Duncan (p < 0,05). 

3.4.3 Dano Mecânico 

O dano mecânico foi aplicado no dia zero em três quartos da superfície foliar, 

sendo, então, estas plantas mantidas nas mesmas condições que as plantas 

intactas. A amostragem foi realizada nos dias zero, 2, 4 e 6. 

Os resultados apresentados na Figura 4.11 mostram que neste experimento 

há uma tendência no aumento da concentração de QB-90 nas plantas expostas a 

dano mecânico nos dias 4 e 6;  no entanto, esta diferença não foi estatisticamente 

significativa. Em outro experimento, foi verificado, no segundo ponto de 

amostragem, acúmulo de QB-90 em plantas sob dano mecânico significativamente 

superior ao obtido para as plantas intactas (dados não mostrados). 

Estes resultados corroboram os obtidos no experimento que empregou ácido 

jasmônico como fator de estresse, uma vez que esta molécula sinalizadora está 

envolvida na transdução do sinal de mecanismos de defesa contra herbivoria 

(KESSLER e BALDWIN, 2002), aqui simulada por dano foliar. 
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Figura 4.11: Efeito da aplicação de dano mecânico sobre a concentração de QB-90 (% peso 
seco) em Q. brasiliensis, analisada por CLAE. As barras claras representam o conteúdo de 
QB-90 em plantas intactas e as barras tracejadas o conteúdo em plantas danificadas. No 
topo das barras, estão mostrados os erros padrão das médias. As plantas foram amostradas 
nos dias 2, 4 e 6 após a aplicação do tratamento. Não houve diferença significativa entre os 
tratamentos de acordo com ANOVA (p < 0,05). 

3.4.4 Exposição à luz UVC 

As plantas testadas foram expostas à luz UVC no dia zero, sendo mantidas 

assim durante todo o período de experimento. Em virtude do forte efeito negativo 

desta radiação, os pontos de amostragem para este experimento foram alterados, 

sendo realizados nos dias zero, 2, 3 e 4. No segundo dia de amostragem, as plantas 

apresentaram algumas folhas secas, no dia 3 houve perda de algumas folhas e no 

dia 4 elas estavam ressecadas em boa parte das folhas.  

A concentração de QB-90 foi comparada, entre os grupos controle e 

tratamento, em cada ponto de amostragem, sendo observado maior acúmulo desta 

nas plantas expostas à luz UVC em todos os pontos (Figura 4.12). Verificou-se 

ainda um aumento na produção de QB-90 com o decorrer do experimento, sendo 

obtida uma concentração significativamente superior no dia 4 em relação aos dias 2 

e 3.  

 

 

 

0,00

0,01

0,02

0,03

0,04

0,05

0,06

Dia 2 Dia 4 Dia 6

Q
B

-9
0 

(%
 p

es
o 

se
co

)

Plantas Intactas Plantas Danificadas



 86

Figura 4.12: Efeito da exposição à luz UVC sobre o conteúdo de QB-90 (% peso seco), 
analisado por CLAE. As barras claras representam a concentração de QB-90 em plantas 
expostas à luz branca e as barras escuras a concentração em plantas expostas à luz UVC. 
As plantas foram amostradas nos dias 2, 3 e 4 após o início do experimento. Os resultados 
foram analisados estatisticamente por ANOVA (p < 0,05) dentro de cada dia, sendo valores 
diferentes representados por letras diferentes em cada dia. 

3.4.5 Exposição à luz UVB 

As plantas foram expostas à luz UVB no dia zero, sendo mantidas nessas 

condições durante 14 dias. Conforme pode ser observado na Figura 4.13, de modo 

geral, o tratamento foi bem tolerado pelas plantas durante todo o período de 

experimento.  

Há uma tendência de aumento na produção e acúmulo de QB-90 nas plantas 

expostas à luz UVB (Figura 4.14). Entretanto, esta não se mostrou estatisticamente 

significativa, não sendo observada diferença na concentração da fração de interesse 

nem entre os controles, nem entre os tratamentos, no decorrer do experimento. 

Figura 4.13: Plantas expostas à luz branca (A) e à luz UVB (B), no último dia de 
experimento (dia 14).  
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Figura 4.14: Efeito da exposição à luz UVB sobre o conteúdo de QB-90 (% peso seco), 
analisado por CLAE. As barras claras representam a concentração de QB-90 em plantas 
expostas à luz branca e as barras escuras a concentração em plantas expostas à luz UVB. 
No topo das barras, estão mostrados os erros padrão das médias. As plantas foram 
amostradas nos dias 7 e 14 após o início do experimento. Não houve diferença significativa 
entre os tratamentos nos dias analisados de acordo com ANOVA (p < 0,05). 

A maior indução de resposta de produção de saponinas por UVC pode estar 

relacionada à maior energia deste tipo de radiação comparada à UVB.  Porém, a 

tendência de resposta à UVB é importante, uma vez que este tipo de radiação UV é 

a ecologicamente relevante, por atingir a superfície terrestre. Os resultados de 

indução de saponinas por luz UVC e tendência de indução por UVB sugerem um 

papel protetor de saponinas contra este tipo de radiação.  Embora os metabólitos 

mais freqüentemente induzidos na resposta de defesa à UV sejam flavonóides, 

antocianinas e ceras cuticulares, o envolvimento de outras classes de compostos, 

como alcalóides, já foi relatado (JANSEN et al., 1998). Este papel protetor de 

metabólitos contra irradiância nociva pode ser exercido tanto pela absorção de luz 

na faixa do espectro UV, como também pela capacidade de neutralizar espécies 

reativas de oxigênio geradas por UV nas células (JANSEN et al., 1998).  Respostas 

protetoras desta dupla natureza já foram relatadas para alcalóides (GREGIANINI et 

al., 2003). A ocorrência de indução de metabólitos responsivos a dano mecânico 

também por UV não é surpreendente, uma vez que ambos fatores são capazes de 

gerar estresse oxidativo nas células, inclusive compartilhando partes das vias de 

sinalização que resultam no acúmulo de metabólitos (CONCONI et al., 1996). 

0,00

0,01

0,02

0,03

0,04

0,05

0,06

Dia 7 Dia 14

Q
B-

90
 (%

 p
es

o 
se

co
)

Plantas expostas à luz branca Plantas expostas à luz UVB



 88

3.5 ANÁLISE SAZONAL DE QB-90 EM Q. BRASILIENSIS. 

Para a análise sazonal de saponinas na espécie alvo, trinta plantas foram 

previamente identificadas e marcadas. Suas partes aéreas foram coletadas a cada 

estação, ao longo de dois anos. Posteriormente a cada coleta procedeu-se a 

seleção de folhas saudáveis, o congelamento, a liofilização e a extração das folhas, 

sendo o extrato obtido liofilizado e analisado por CLAE. 

O primeiro ano de coleta iniciou no inverno de 2004 e terminou com a coleta 

do outono de 2005, sendo verificada maior concentração de QB-90 nesta última 

estação (Figura 4.15 A). Por conseguinte, o segundo ano de coleta teve seu inicio no 

inverno de 2005 e seu término no outono de 2006, sendo verificada maior 

concentração de QB-90 no inverno de 2005 (Figura 4.15 B). Os resultados sugerem 

que o fator determinante da maior produção de QB-90 foi a redução de insolação, 

geralmente associada a períodos de baixa pluviosidade (Tabela 4.1).  Tomando-se 

por base os dois meses anteriores à data de cada coleta, verifica-se que os períodos 

de maior rendimento de QB-90, inverno e outono de 2005, apresentaram estas 

características. Além disso, as outras estações de rendimento aparente maior em 

relação às suas correspondentes em anos seguintes (primavera de 2004 e verão de 

2005) também apresentaram menores índices de insolação e pluviosidade (Tabela 

4.1). 

Estes resultados sugerem a necessidade de estudos adicionais com 

intensidade e qualidade de luz, bem como estresse hídrico em relação à produção 

de saponinas.  De fato, há relatos de aumento nos teores de saponinas triterpênicas 

em Panax quinquefolius com irradiância contendo vermelho-extremo, típica de 

ambientes sombreados (FOURNIER et al., 2003).  Por outro lado, os estresses 

osmótico e hídrico são caracteristicamente associados a estresse oxidativo. Em 

culturas de células de Panax notoginseng, estresse osmótico resultou em maior 

produção de saponinas (ZHANG et al., 1995).   
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Tabela 4.1: Relação entre as condições climáticas (insolação, pluviosidade e temperatura 
média) no período de coleta e a produção de QB-90 em folhas de Q. brasiliensis, coletadas 
sazonalmente durante dois anos. 

3.6 ANÁLISE DA DISTRIBUIÇÃO ÓRGÃO-ESPECÍFICA E ONTOGENÉTICA DE QB-

90 EM Q. BRASILIENSIS  

Raízes, caules e folhas de plantas propagadas no laboratório (n = 5) foram 

extraídas e analisadas individualmente por CLAE quanto ao conteúdo dos 

metabólitos de interesse. Neste experimento, as folhas apresentaram uma 

concentração significativamente maior de QB-90 que raízes e caules (Figura 4.16). 

O rendimento do extrato de folhas é superior aos demais o que contribui para maior 

concentração de QB-90 neste órgão, quando considerado o percentual em relação 

ao peso seco. 

A concentração das saponinas de interesse também foi comparada em 

cascas, folhas e ramos, coletados de nove indivíduos adultos, em agosto de 2004 no 

município de Canguçu. Cada parte vegetal foi agrupada em pools de três indivíduos. 

Conforme observado na Figura 4.17, não foi verificada diferença significativa no 

conteúdo de QB-90 nas condições testadas.  

Período Meses Insolação       
(média mensal) 

Pluviosidade (mm) 
(média mensal)  

Temperatura 
Média (ºC)

Teores Relativos de QB-90  
(* = maior teor)

Inverno 2004 junho e julho 125,0 152,5 12,9 *

Inverno 2005 junho e julho 100,0 73,9 14,3 ******

Primavera 2004 setembro e 
outubro 149,3 162,4 16,3 **

Primavera 2005 setembro e 
outubro 164,6 217,0 12,8 - outubro 

indisponível *

Verão 2005 novembro e 
dezembro 144,9 43,6 19,8 ***

Verão 2006 dezembro e 
janeiro 253,4 80,4 22,0 *

Outono 2005 março e abril 146,6 138,4 19,6 ****

Outono 2006 março e abril 205,1 65,7 20,0 *
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Figura 4.15: Análise sazonal da concentração média de QB-90 em folhas de Q. brasiliensis, 
coletadas no município de Canguçu, RS, (A) entre o inverno de 2004 e o outono de 2005 
(primeiro ano de coleta) e (B) entre o inverno de 2005 e o outono de 2006 (segundo ano de 
coleta). Valores com letras diferentes são significativamente diferentes de acordo com teste 
de Duncan (p < 0,05). 
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A fim de verificar o conteúdo de saponinas de interesse ao longo do 

desenvolvimento ontogenético de Q. brasiliensis, foi realizado o doseamento do 

conteúdo de QB-90 em sementes germinadas com radícula visível, plântulas com 

cotilédones e em plântulas com duas e com quatro folhas. Tendo em vista a 

necessidade do emprego de um fungicida no processo de assepsia das sementes 

devido ao elevado índice de contaminação fúngica das mesmas, foi avaliada a 

influência do emprego de Dithane (antifúngico utilizado em nossos experimentos) no 

conteúdo de QB-90 das sementes germinadas. Neste estudo, observou-se uma 

maior concentração dos metabólitos de interesse no estágio de quatro folhas, o qual 

diferenciou-se estatisticamente dos demais, que por sua vez não se diferenciaram 

entre si (Figura 4.18).  

Os resultados sugerem que folhas de Q. brasiliensis constituem uma boa 

fonte de saponinas da fração QB-90, podendo ser usadas tanto folhas de plantas 

jovens como adultas.  Em geral, folhas de plantas jovens tendem a ser mais ricas 

em QB-90 que folhas de indivíduos adultos (Fig. 4.16 e Fig. 4.17), porém, 

dependendo da estação e condições de campo, o conjunto de folhas de diferentes 

idades de plantas adultas pode conter teores superiores destas saponinas (Fig. 

4.15).   

Figura 4.16: Distribuição de QB-90 nas diferentes partes vegetais (raiz, caule e folhas) de 
plantas propagadas em laboratório (n = 5). Valores com letras diferentes são 
significativamente diferentes de acordo com ANOVA e teste de Duncan (p < 0,05). 
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Figura 4.17: Distribuição de QB-90 nas diferentes partes vegetais (cascas, folhas e ramos) 
de indivíduos adultos, coletados no inverno de 2004 no município de Canguçu – RS. Não 
houve diferença significativa entre os órgãos analisados de acordo com ANOVA e teste de 
Duncan (p < 0,05). 

 
  

Figura 4.18: Distribuição de QB-90 ao longo do desenvolvimento ontogenético em Q. 
brasiliensis. Valores com letras diferentes são significativamente diferentes de acordo com 
ANOVA e teste de Duncan (p < 0,05). 
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Q. brasiliensis é uma espécie nativa encontrada nos estados de São Paulo ao 

Rio Grande do Sul. Estudos anteriores realizados pelo grupo relataram a presença, 

nas folhas, de saponinas funcional e estruturalmente semelhantes às encontradas 

nas cascas de sua espécie congênere chilena, Q. saponaria (KAUFFMANN, 2002; 

KAUFFMANN et al., 2004). A fração QB-90, purificada por KAUFFMANN (2002), é 

uma fração enriquecida em saponinas, obtida a partir do extrato aquoso da espécie 

brasileira, que demonstrou potencial atividade como adjuvante em vacina contra 

BHV-1, sendo escolhida como alvo deste estudo.  

O perfil cromatográfico de QB-90 foi caracterizado por CCD, com o emprego 

de sistema eluente composto por n-butanol: ácido acético: água, na proporção 5:1:4 

(v/v) e cromatofolhas de gel de sílica como adsorvente. A análise de QB-90 por esta 

metodologia permitiu verificar um que as saponinas de Q. brasiliensis apresentam 

um comportamento cromatográfico semelhante aos extratos purificados de Q. 

saponaria, disponíveis comercialmente, QUIL-A® e saponinas Sigma®.  

No intuito de caracterizar quantitativamente esta fração, foi desenvolvido um 

método por CLAE empregando coluna de fase reversa C8 (Waters Spherisorb®), 

sistema isocrático acetonitrila:água (65:35), fluxo de 0,8 ml/min e detecção a 214 

nm. O método desenvolvido foi validado avaliando-se os parâmetros de linearidade 

e intervalo de variação, precisão, exatidão, limite de detecção, limite de 

quantificação e robustez, preconizados pela RE 899 (BRASIL, 2003). Os resultados 

obtidos apresentaram-se em conformidade com o exigido pela legislação, sendo o 

método considerado adequado para a detecção e doseamento da fração QB-90 em 

extratos aquosos de Q. brasiliensis. 

Tendo em vista a detecção de atividade adjuvante de QB-90 comparável à 

QUIL-A®, em estudos anteriores realizados pelo grupo (KAUFFMANN, 2002), foi 

avaliada a toxicidade desta fração, em camundongos. Doses de 50 a 800 μg de QB-

90 foram administradas, por via subcutânea, a grupos de seis animais, sendo 

utilizado um regime de duas administrações com intervalo de uma semana. Foi 

observado enrijecimento subcutâneo local em um dos animais pertencente ao grupo 

de que recebeu 400 μg de QB-90 e em três animais que receberam a dose de 800 

μg. Além disso, ocorreram três mortes após a segunda administração da dose de 

800 μg. 
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A curva dose-resposta para a atividade adjuvante da fração QB-90 foi 

delineada empregando-se como antígeno BoHV-1 e como controles Quil-A® ou 

somente o vírus sem adição de adjuvante. O intervalo de doses entre 50 a 200 μg de 

QB-90 foi selecionado, considerando-se os resultados obtidos no experimento de 

toxicidade. As vacinas foram administradas a grupos de oito camundongos e o 

método de ELISA indireto foi empregado para a quantificação do nível de 

imunoglobulinas anti-BoHV-1 (IgG). Não foi detectada diferença significativa no perfil 

de resposta obtido para as formulações que empregaram diferentes quantidades de 

QB-90, bem como entre estas e QUIL-A®. Estes resultados indicam a ausência de 

um perfil dose-dependente para a atividade adjuvante de QB-90, nas doses 

testadas. 

Assim, denota-se a potencial utilização da espécie brasileira na obtenção de 

saponinas de interesse industrial. No entanto, é necessário desenvolver estratégias 

para uma exploração racional e sustentada dos recursos naturais, de modo a 

preservar o ambiente natural e produzir matéria-prima com máximo rendimento em 

saponinas, para utilização industrial. Neste contexto, foram realizados estudos de 

propagação clonal e germinação da espécie, além de ensaios visando conhecer os 

fatores que afetam o rendimento dessas saponinas, bem como a fisiologia de 

acúmulo destes compostos.  

Estudos de propagação a partir de sementes de Q. brasiliensis foram 

realizados, sendo possível determinar um protocolo adequado para a assepsia e 

germinação das sementes e verificar uma alta taxa de germinação para sementes 

germinadas em condições assépticas. Um protocolo de micropropagação foi 

estabelecido por meio do enraizamento de explantes provenientes de culturas 

meristemáticas, as quais foram estabelecidas com o emprego de BAP (0,05 mg/l). O 

alto percentual de explantes enraizados em meios sem adição de auxina denota que 

a espécie é de fácil enraizamento. Todavia, o emprego de AIA mostrou-se mais 

adequado para a propagação desta espécie, uma vez que aumentou o número 

médio de raízes por explante enraizado, quando comparado a meios sem adição de 

auxina, sem afetar negativamente o alongamento das raízes, como ocorreu com o 

emprego de AIB e ANA. O sistema radicular formado nos explantes enraizados com 

AIA mostrou-se robusto, visto a ausência de calos na extremidade inferior do 
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explante e a elevada taxa de sobrevivência destas plantas quando transferidas para 

meio ex vitro. 

Com o intuito de identificar possíveis fatores de influência sobre a produção e 

acúmulo de QB-90 em Q. brasiliensis, foi avaliado o efeito da aplicação foliar dos 

elicitores ácido salicílico e ácido jasmônico, bem como de dano mecânico controlado 

e da exposição à luz UVB e UVC, em plantas cultivadas no laboratório a partir do 

protocolo estabelecido. Conforme os resultados observados, ácido salicílico 

exógeno, na concentração de 5m M, não parece influenciar o acúmulo de QB-90. No 

entanto, a aplicação exógena de ácido jasmônico demonstrou induzir 

significativamente a produção de QB-90, sendo verificada no segundo dia de 

tratamento maior concentração das saponinas de interesse em plantas tratadas com 

400 μM deste elicitor. Já a aplicação da solução de 40 μM apresenta efeito mais 

tardio, o qual foi significativo somente no dia 6. A simulação de herbivoria, por meio 

da aplicação de dano mecânico controlado, demonstrou tendência ao maior acúmulo 

de QB-90. O efeito observado com ácido jasmônico, aliado à tendência apresentada 

pelo experimento com dano mecânico, fornece indícios do envolvimento destas 

saponinas com mecanismos de defesa em Q. brasiliensis.  

A exposição à radiação UVC estimulou a produção de QB-90 

significativamente, enquanto plantas expostas à radiação UVB demonstraram 

tendência no acúmulo de QB-90, sem significância estatística. A maior indução de 

resposta de produção de saponinas por UVC pode estar relacionada à maior energia 

deste tipo de radiação comparada à UVB.  No entanto, a tendência de resposta à 

UVB é um fator a ser considerado, visto que este tipo de radiação UV é a 

ecologicamente relevante, por atingir a superfície terrestre. Os resultados de indução 

de saponinas por luz UVC e tendência de indução por UVB sugerem um papel 

protetor de saponinas contra este tipo de radiação, e pode estar relacionado à 

tendência observada com a aplicação de dano mecânico.  A ocorrência de indução 

de metabólitos responsivos a dano mecânico também por UV não é surpreendente, 

uma vez que ambos fatores são capazes de gerar estresse oxidativo nas células, 

inclusive compartilhando partes das vias de sinalização que resultam no acúmulo de 

metabólitos (CONCONI et al., 1996) 
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A distribuição órgão-específica de QB-90 foi avaliada em dois experimentos. 

Foram analisados raízes, caules e folhas de plantas propagadas em laboratório, 

detectando-se maior acúmulo de QB-90 nas folhas. No entanto, quando cascas, 

folhas e ramos de indivíduos adultos foram analisados não foi observada diferença 

significativa no conteúdo desses órgãos.  A importância das folhas no acúmulo de 

QB-90 é reforçada pela análise do conteúdo desta ao longo do desenvolvimento de 

sementes germinadas, visto que a quantidade encontrada em plântulas com dois 

pares de folhas é significativamente maior que nos demais estádios. 

A análise sazonal das saponinas de interesse foi realizada ao longo de dois 

anos, sendo o primeiro ano compreendido entre o inverno de 2004 e o outono de 

2005, verificando-se nesta última estação maior concentração de QB-90. O segundo 

ano de coleta iniciou no inverno de 2005 e terminou com a coleta do outono de 

2006. Neste período a estação na qual foi encontrado maior acúmulo de QB-90 foi o 

inverno de 2005. Os dados climáticos da região durante o período foram obtidos 

junto ao 8º Distrito de Meteorologia do Rio Grande do Sul. Os resultados sugeriram 

que o fator determinante para a maior produção de QB-90 foi a redução da 

insolação, geralmente associada a períodos de baixa pluviosidade. No entanto, 

estudos adicionais com intensidade e qualidade de luz, bem como com estresse 

hídrico devem ser conduzidos visando esclarecer estes fatores. 

Apesar dos teores de QB-90 em folhas de Q. brasiliensis serem cerca de 

duas ordens de magnitude menores do que aqueles encontrados para saponinas 

totais em cascas de Q. saponaria, a possibilidade de exploração de folhas de Q. 

brasiliensis como fonte de saponinas bioativas é interessante. Ao contrário do que 

ocorre na exploração de cascas de Q. saponaria, árvores matrizes de Q. brasiliensis 

com poucos anos de idade podem ser extraídas por vários anos sem necessidade 

de abate e extração somente após várias décadas. A disponibilidade de protocolo 

viável de micropropagação da espécie possibilita a multiplicação de indivíduos “elite” 

para produção de saponinas foliares, os quais poderão ser selecionados 

considerando-se aspectos tais como: acúmulo de metabólitos, arquitetura de copa, 

capacidade de brotamento após poda, entre outros parâmetros. 

Para estudos futuros, colocam-se como prioridades: a) a investigação mais 

detalhada do papel de insolação, irradiância e qualidade de luz, bem como de 
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estresse hídrico, na produção de QB-90; b) investigação das rotas bioquímicas 

envolvidas na biossíntese de QB-90; c) estudos experimentais e pré-clínicos do 

adjuvante QB-90 em vacinas de uso veterinário e humano, bem como a 

determinação do perfil de resposta induzido por este adjuvante; d) estabelecimento 

de protocolos de propagação comercial por mini-estaquia; e) busca de marcadores 

moleculares associados à alta produção de QB-90 para seleção de plantas matrizes.        
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1. Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa 
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2. Coordenadas geográficas das plantas coletadas na propriedade do Prof. Dr. 

Gilson Moreira, município de Canguçu – RS.  

 

Indivíduo Latitude 
(S) 

Longitude 
(W) 

1 31º5'13.1'' 52º50'8.5'' 
2 31º5'12.1'' 52º50'5.6'' 
3 31º5'11.6'' 52º50'5.5'' 
4 31º5'13.6'' 52º50'4.4'' 
5 31º5'14.3'' 52º50'3.5'' 
6 31º5'14.5'' 52º50'2.7'' 
7 31º5'15.4'' 52º50'1.1'' 
8 31º5'17.1'' 52º49'57.6'' 
9 31º5'21.5'' 52º49'55.1'' 

10 31º5'22.2'' 52º49'55.8'' 
11 31º5'20.4'' 52º49'54.4'' 
12 31º5'20.1'' 52º49'53.5'' 
13 31º5'19.0'' 52º49'53.8'' 
14 31º5'19.7'' 52º49'52.2'' 
15 31º5'19.2'' 52º49'49.2'' 
16 31º5'18.8'' 52º49'47.9'' 
17 31º5'19.5'' 52º49'47.7'' 
18 31º5'18.8'' 52º49'47.9'' 
19 31º5'18.8'' 52º49'47.9'' 
20 31º5'19.2'' 52º49'48.4'' 
21 31º5'20.4'' 52º49'47.4'' 
22 31º5'21.5'' 52º49'47.5'' 
23 31º5'23.4'' 52º49'48.6'' 
24 31º5'22.5'' 52º49'47.9'' 
25 31º5'24.5'' 52º49'49.2'' 
26 31º5'24.3'' 52º49'49.6'' 
27 31º5'25.0'' 52º49'49.1'' 
28 31º5'25.2'' 52º49'48.9'' 
29 31º5'26.7'' 52º49'48.7'' 
30 31º5'21.7'' 52º49'47.0'' 
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