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linfocito T auxiliar, do inglés “helper T cells”

cromatografia em camada delgada, do inglés “thin-layer
chromatography”
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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-sabéo, devido a capacidade de suas folhas
e cascas formarem abundante espuma em agua. A espécie congénere chilena, Q.
saponaria, € uma das principais fontes industriais de saponinas, as quais séo
utilizadas, entre outros, como adjuvantes em vacinas. Tendo em vista a presenca de
saponinas em Q. brasiliensis, métodos por cromatografia em camada delgada (CCD)
e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram desenvolvidos para a
caracterizacao e o doseamento de fragcdo purificada de saponinas, a partir do extrato
aquoso de folhas, denominada QB-90. Ensaios para verificar a toxicidade
subcutédnea e o perfil dose-dependente para atividade adjuvante também foram
realizados com esta fracdo. Para o doseamento de QB-90 no extrato aquoso foi
desenvolvido e validado um método por CLAE empregando coluna de fase reversa
Cs, sistema isocrético acetonitrila:agua, fluxo de 0,8 ml/min e detec¢édo a 214 nm. Na
validacdo do método, foram avaliados os parametros de linearidade e intervalo de
variacao, precisao, exatidao, limite de detecc¢éo, limite de quantificacdo e robustez.
Em relacdo a toxicidade subcutanea de QB-90 em camundongos, ndo foram
observados efeitos sistémicos no intervalo de doses de 50 a 400 pg. Vacinas
experimentais preparadas com herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) como antigeno e
QB-90 (50-200 ug) foram capazes de aumentar a resposta imunolégica em
camundongos de modo comparével as saponinas de Q. saponaria (QUIL-A®, 100
ug). Com vistas a potencial utilizacdo sustentavel da espécie brasileira na obtencéo
de saponinas de interesse industrial, protocolos basicos de obtencéo de plantas de
Q. brasiliensis por micropropagacdo e por germinacdo de sementes foram
desenvolvidos. Para melhor compreender o perfil de acumulo de QB-90, seu
conteudo foi investigado em diferentes 6rgédos vegetais, em diferentes estagfes do
ano e durante o desenvolvimento de plantulas, assim como em resposta a fatores de
estresses bioticos e abioticos. O conteudo de QB-90 nao foi afetado pela aplicacao
de acido salicilico exégeno (5 mM). No entanto, foi aumentado pela aplicacdo
exogena de acido jasmoénico (40 uM e 400 uM), bem como pela exposi¢cdo a
radiacdo UVC. Tendéncia de aumento no teor de QB-90 foi observada com a
aplicagdo de dano mecénico controlado e com a exposi¢cdo a radiagcdo UVB. A
distribuicdo d6rgao-especifica de QB-90 foi avaliada, detectando-se maior



concentracdo nas folhas do que em raizes e caules de plantas propagadas em
laboratério. O teor de QB-90 também foi analisado nas diferentes estacfes
climéaticas ao longo de dois anos, indicando que a reducdo da insolacao, geralmente
associada a periodos de baixa pluviosidade, esta associada a maior producdo de
QB-90.

Palavras-chave: Quillaja brasiliensis; saponina; QB-90; HPLC, atividade adjuvante;
BoHV-1; micropropagacdo; germinagdo; enraizamento; &cido jasmonico; dano
mecanico; UV.
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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 ug. Experimental
vaccines prepared with bovine herpesvirus type | (BoHV-1) antigen and QB-90 (50-
200 ng) were able to enhance the immune responses of mice in a comparable
manner to saponins from Q. saponaria (QuilA, 100 ug). 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 uM and 400 uM), 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



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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CAPITULO I. INTRODUGCAO GERAL







1. INTRODUCAO

Saponinas sdo uma classe de metabdlitos secundéarios de alto peso
molecular, estruturalmente diversos, que ocorrem em muitas espécies de plantas.
Sao caracterizadas por um esqueleto derivado do 6xido de esqualeno, precursor de
30 carbonos, ao qual residuos de acucares estdo ligados (VINCKEN et al., 2007).

A biossintese dos metabdlitos secundarios é distinta e ndo esta restrita a
rotas metabdlicas classicas (WINK, 1999). Muitas dessas moléculas possuem
consideravel valor econémico, sendo utilizadas por diversos setores industriais.
Dentre estes compostos, as saponinas merecem destaque, pois sao utilizadas por
setores como o farmacéutico, na preparacdo de medicamentos, vacinas, cosméticos
e reagentes para analises clinico-laboratoriais; alimenticio, como emulsificante e

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

Uma das principais fontes de saponinas industriais sao as cascas de Quillaja
saponaria Molina, espécie arboérea nativa da América do Sul, encontrada no Chile,
Bolivia e Peru (HOSTETTMANN e MARSTON, 1995; BALANDRIN, 1996).

As saponinas de Q. saponaria tém sido investigadas quanto as atividades
hipocolesterémica, estimulante da absorcéo de antibidticos e peptideos por via nasal
e ocular, larvicida, e imunoadjuvante, sendo essa Ultima a mais pesquisada. Devido
a sua capacidade de estimular resposta imune humoral e mediada por células,
guando administradas com diversos antigenos e em varias espécies de animais, tém
sido empregadas como adjuvantes em vacinas. E 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 utilizacdo comercial e experimental das cascas de Q. saponaria para a
obtencdo de saponinas tem levado a intensa exploracdo das florestas chilenas,
sendo necessarias, em 1999, cerca de 50.000 arvores/ano para suprir a demanda
mundial (SAN MARTIN e BRIONES, 1999).

No Brasil € encontrada Quillaja brasiliensis (A. St.-Hil. Et Tul.) Mart., espécie
congénere a chilena (REITZ, 1996), nativa do Rio Grande do Sul, com ocorréncia



natural até o estado de S&o Paulo. E conhecida popularmente como pau-sabéo,
dada a capacidade das folhas e cascas do tronco de formacdo abundante de
espuma em agua (REITZ, 1996).

Q. brasiliensis pertence a familia Rosaceae, entretanto, foi sugerido, pela
analise filogenética por sequenciamento do gene rbcL em Rosaceae, que 0 género
Quillaja ndo faz parte desta familia, sendo proposto o reconhecimento da familia
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 comparacgao
qualitativa da composicdo quimica de folhas, ramos e cascas do tronco de Q.
brasiliensis, através de analise cromatogréfica. Foi constatado que folhas e ramos
possuem perfil cromatografico semelhante para saponinas, nos sistemas
cromatograficos utilizados. Ainda, foi relatado que vacinas experimentais preparadas
com extratos aquosos de folhas, ramos e cascas de Q. brasiliensis apresentaram
atividade imunoadjuvante contra herpesvirus bovino tipo 1 em camundongos
(KAUFFMANN, 2002, KAUFFMANN et al., 2004).

Um aspecto a destacar € a presenca de saponinas em folhas de Q.
brasiliensis. Esse resultado é importante sob o ponto de vista de um possivel
aproveitamento industrial, visto que esta € uma fonte renovavel, ndo sendo necessaria
a derrubada das arvores. Além disso, a retirada das cascas de Q. saponaria ocorre em
individuos 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 a

crescente demanda deste produto.

As diversas atividades biol6gicas ja relatadas para as saponinas de Quillaja
atestam o grande interesse por essa classe de compostos. Apesar da potencial
utilizacdo dessas saponinas, a sua aplicacdo tem sido limitada pela dificuldade no
desenvolvimento de métodos de purificacdo e caracterizacao especificos 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 utlizacdo das saponinas de Q.

brasiliensis como substitutivo de Q. saponaria, realizar o estudo quimico e bioldgico



da espécie brasileira, assim como, ha necessidade de desenvolver estratégias para
uma exploragéo racional e sustentada dos recursos naturais, de modo a preservar 0
ambiente natural e produzir matéria-prima com maximo rendimento em saponinas para

utilizacao industrial.

Neste contexto, tornam-se essenciais estudos que conduzam ao conhecimento
detalhado dos fatores que afetam o rendimento de saponinas de valor terapéutico, bem

como a andlise fisiolégica de acimulo destes compostos.

A proposta geral do grupo de pesquisa inclui a deteccédo da(s) fracao (6es)
ativa(s) de Q. brasiliensis e o0 seu estudo quimico, assim como o estabelecimento de
protocolos de propagacdo de Q. brasiliensis e a analise dos fatores que interferem na
producdo de saponinas visando a obtencdo de matéria-prima nacional quimica e

farmacologicamente caracterizada.

Desses resultados séo esperados conhecimentos necessarios a pesquisa e ao
desenvolvimento de vacinas, a utilizacdo racional da biodiversidade, com enfoque no
uso medicinal de compostos ativos de origem natural de forma sustentavel e
preservando areas naturais de ocorréncia da espécie-alvo. E esperado que em futuro

proximo seja possivel a interacdo com o setor.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 QUILLAJA BRASILIENSIS

2.1.1 AsPECTOS BOTANICOS DE Q. BRASILIENSIS

Q. brasiliensis € uma arvore de 7 a 15 metros de altura, com 30 a 40 cm de
diametro, de casca escura e folhagem persistente (Figura 1.1). Suas folhas séo
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) sdo dispostas em corimbos axilares de
aproximadamente 12 mm de diametro, pediceladas, com calice tomentoso
exteriormente. O fruto (Figura 1.2 B e C) é formado por 5 foliculos dispostos na
forma de estrela, conatos na base e tomentosos (CORREA, 1984; REITZ, 1996).

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).



2.1.2 CONSTITUICAO QUIiMICA DE Q. BRASILIENSIS

KAUFFMANN (2002) e KAUFFMANN e colaboradores (2004) verificaram a
presenca dos flavondides quercetina e rutina, e do diterpeno glicosilado, éster 19-O-
B-D-glicopiranosideo do &cido 16-hidroxi-lambértico, na fragdo n-butandlica das
folhas da espécie brasileira, sendo esse o primeiro diterpeno abietano isolado de um
membro da familia Rosaceae. Esses estudos demonstraram que o diterpeno
isolado, além de ser o composto majoritario das folhas de Q. brasiliensis, ndo pode
ser detectado por cromatografia em camada delgada (CCD) nas folhas da espécie

congénere chilena.

Por meio da hidrdlise acida do extrato aquoso de folhas de Q. brasiliensis, foi
possivel isolar uma pro-sapogenina, o acido 3-O-B-D-glicuronopiranosil-quilaico,
identificado por ressonancia magnética nuclear (RMN) de *H e *C. A presenca
dessa substancia indica que as folhas da espécie brasileira apresentam compostos
com estrutura quimica semelhante as saponinas encontradas nas cascas da espécie
chilena, uma vez que o &cido quildico é uma das agliconas presente em Q.
saponaria. Outro indicativo da semelhanca estrutural destes compostos foi a
similaridade encontrada entre os espectros de RMN de *H das fracdes QB-80 e QB-
90 (purificadas a partir do extrato aguoso de folhas de Q. brasiliensis) e os espectros
de Quil-A® (extrato de saponinas de Q. saponaria, disponivel comercialmente) e de
suas fracoes purificadas (QA-4 e QA-5) (KAUFFMANN, 2002; KAUFFMANN et al,
2004).

No mesmo estudo, foi realizada a comparacédo do perfil cromatogréafico dos
hidrolisados de cascas, folhas e ramos de Q. brasiliensis, por CCD. Verificou-se no
hidrolisado de ramos a presenca de uma substancia com comportamento
cromatografico semelhante a pré-sapogenina isolada das folhas, permitindo, desse
modo, inferir que esta parte da planta apresenta saponinas com estrutura similar as
encontradas em Q. saponaria (KAUFFMANN, 2002).



2.1.3 ENSAIOS BioLOGICOS cOM Q. BRASILIENSIS

KAUFFMANN (2002) avaliou a atividade imunoadjuvante dos extratos de
cascas, folhas e ramos de Q. brasiliensis, bem como da fragéo purificada QB-90, em
vacinas contra herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) em camundongos. Os resultados
demonstraram que os extratos e a fracdo purificada de Q. brasiliensis, nas doses
empregadas, foram capazes de potencializar a resposta imune ao antigeno BoHV-1,

de forma comparavel & Quil-A®, durante o periodo do experimento.

Assim, ha promissores indicios de que a espécie brasileira possa ser utilizada
em substituicdo a congénere chilena, com a vantagem da utilizacdo das folhas, ao
invés de cascas, visto que esta € uma fonte renovavel, ndo sendo necessaria a

derrubada das arvores.

2.2 QUILLAJA SAPONARIA

Espécie nativa da América do Sul, Q. saponaria Molina é encontrada no Chile,
Bolivia e Peru. Conforme citado anteriormente, suas cascas sao uma das principais
fontes de saponinas industriais, sendo utilizadas nos setores téxtil, alimenticio,
fotogréfico e farmacéutico, apresentando, este ultimo, o principal interesse desta
revisdo. A caracteristica peculiar as saponinas desta espécie € a pronunciada
atividade imunoadjuvante, sendo portanto empregadas na producdo de vacinas
(HOSTETTMANN e MARSTON, 1995; VAN SETTEN e VAN DE WERKEN, 1996; SAN
MARTIN e BRIONES, 1999).

2.2.1 CONSTITUICAO QUIMICA DE Q. SAPONARIA

As cascas desta espécie contém 9-10% de saponinas, detectando-se por
espectrometria de massas a presenca de, no minimo, 60 estruturas diferentes. No
entanto, ndo ha relato da ocorréncia de saponinas nas folhas, tendo sido verificada a
presenca de compostos fendlicos como delfinidina, cianidina, quercetina, canferol,
acido caféico e acido ascérbico (BATE-SMITH, 1965; VAN SETTEN e VAN DE
WERKEN, 1996; VAN SETTEN et al., 1998).



As saponinas de Q. saponaria possuem estrutura complexa, sendo que o
primeiro relato da obtengcdo de um extrato bruto foi em 1887, enquanto a elucidagao
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 € o acido
quiléico (acido 3p,16a-di-hidroxi-23-oxo-olean-12-en-28-0ico), o qual caracteriza-se
pela presenca de um grupo aldeido em C-23. Além desta, outras agliconas foram
encontradas, sendo elas o acido 22p-hidroxi-quilaico, o acido equinocistico e o acido
fitolacagénico (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 acido quilaico substituido na posicdo C-3 com um di ou trissacarideo e na
posi¢do C-28 com um oligossacarideo compd@e a estrutura basica para a maioria das
saponinas de Q. saponaria (NORD et al., 2001). A ligacao do oligossacarideo em C-
28 da aglicona ocorre por um residuo fucosila. O acido graxo, que faz parte desse
oligossacarideo, pode estar ligado a hidroxila em C-3 ou em C-4 da fucose, podendo
ocorrer a migragao entre estas duas posi¢coes e, assim, a formacao de estruturas
regioisomeras (JACOBSEN et al.,, 1996; NORD e KENNE, 2000; NYBERG et al.,
2000). Algumas variacdes 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 silica de fase normal e de fase reversa, e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), sendo esta Ultima a mais utilizada.
Com o propésito de isolamento por CLAE tém-se utilizado colunas de fase reversa e
sistemas eluentes com variagdes de pH, visto que sistemas cromatograficos em pH
6,4 permitem a separacdo de saponinas que diferem no oligossacarideo em C-28,
enguanto sistemas com pH baixo permitem a separac¢do das estruturas conforme a
cadeia sacaridica em C-3. A fim de monitorar o processo de isolamento, utiliza-se
cromatografia em camada delgada (CCD), CLAE analitica, espectrometria de

massas (MALDI-TOF MS) e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear



(RMN) de 'H (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: Variacdes estruturais observadas nas saponinas de Q. saponaria: agliconas,
cadeias de agucares 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
R: R, R3 R,
ACIDO QUILAICO CHO OH H CH;
ACIDO 22B-HIDROXI-QUILAICO CHO OH OH CH;
ACIDO EQUINOCISTICO CH; OH H CH;
ACIDO FITOLACAGENICO CH,OH H H COOCH;

O CADEIAS SACARIDICAS LIGADAS AO C-3 DA AGLICONA!:
= B-D-galactopiranosil-(1—2)- B-D-glicuronopiranosil
= B-D-galactopiranosil-(1—2)- [a-L-ramnopiranosil-(1—3)]-p-D-glicuronopiranosil

= B-D-galactopiranosil-(1—2)- [B-D -xilopiranosil-(1—3)]-B-D-glicuronopiranosil

O CADEIAS SACARIDICAS LIGADAS AO C-28 DA AGLICONA:
= B-D-xilopiranosil-(1—4)-[p-D-glicopiranosil-(1—3)]-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-B-D-
fucopiranosil
= B-D-apifuranosil-(1—3)-p-D-xilopiranosil-(1—4)-[B-D-glicopiranosil-(1—3)]-a.-L-ramnopiranosil-
(1—2)-B-b-fucopiranosil

= B-D-apifuranosil-(1—3)-p-D-xilopiranosil-(1—4)-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-p-b-fucopiranosil

O ACIDOS GRAXOS PRESENTES NA CADEIA OLIGOSSACARIDICA LIGADA AO C-28 DA AGLICONA!
= 4cido (S)-2-metilbutandico
= 4cido (3S, 4S)-3-hidroxi-4-metilexanéico

= 4cido 3,5-diidréxi-6-metiloctandico
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A elucidacdo estrutural dessas saponinas € realizada empregando-se,
usualmente, técnicas de clivagem, uma vez que a estrutura desses compostos é muito
complexa. Assim, para a obtencdo da aglicona e dos acucares, emprega-se hidrélise
acida. A hidrolise alcalina branda é utilizada na obtencdo da saponina sem o residuo
de acido graxo (desacil-saponina) e a hidrolise alcalina forte € utilizada na obtencédo da
saponina monodesmosidica com o grupamento &cido livre (C-28). Sao ainda
empregadas, para a sua elucidacao estrutural, a degradacdo com diazometano, que
possibilita a obtencdo da saponina sem a cadeia de agucares ligada em C-3, a
espectroscopia de RMN de 'H, de 'C e experimentos de correlacdo, 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 elucidacdo estrutural destes compostos, NYBERG e
colaboradores (2003) empregaram uma técnica que combina extracdo em fase solida
com RMN na andlise de fragbes cromatograficas 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

concentragéo.

SAN MARTIN e BRIONES (1999) estudaram a viabilidade do emprego da
madeira e de pequenos galhos em substituicdo as cascas de Q. saponaria na
producdo de extratos e na obtencdo de saponinas, uma vez que as florestas
chilenas tém 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 arvores/ano em vez de 50000 &rvores/ano, como

ocorria em 1999.

2.2.2 ATIVIDADES FARMACOLOGICAS DE Q. SAPONARIA

As saponinas de Q. saponaria tém sido investigadas quanto as atividades
hipocolesterémica, estimulante da absorcao de antibiéticos e peptideos por via nasal

e ocular, larvicida contra Aedes aegypti e Culex pipiens, e imunoadjuvante, sendo
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essa Ultima a mais pesquisada. Devido a sua capacidade de estimular resposta
imune humoral e mediada por células, quando administradas com diversos
antigenos e em varias espécies de animais (camundongos, ratos, macacos,
coelhos), tém sido empregadas como adjuvantes em vacinas. E observada atividade
guando 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 ndo tenha sua composi¢cao quimica totalmente determinada,
tem sido empregado na producéo de vacinas para animais, um exemplo comercial é
a vacina Leucogen®, produzida pela industria 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 avaliacdo de
uma vacina contra Leishmania donovani, em cées, que protegeu 0s animais contra
leishmaniose visceral, e vacinas contra protozoarios, virus 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 selecdo de trés formulacdes diferentes que foram
posteriormente avaliadas em um ensaio pré-clinico em ratos (WYDE et al., 2000).
Deste modo, verificou-se que os trés candidatos a vacina protegiam 0s animais no
desafio com o virus do sarampo tipo selvagem. Assim, estes resultados conduziram
a avaliacdo da duracdo dos niveis protetores de anticorpos neutralizantes, em

macacos, induzidos por administracdo em regime unico destas formulacfes. Os
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resultados obtidos demonstraram que os candidatos testados induzem niveis longos
e duradouros de anticorpos neutralizantes contra o virus do sarampo em macacos
(STITTELAAR et al., 2002).

Outros extratos purificados de Q. saponaria sdo empregados como
adjuvantes em vacinas. Como exemplo desses, podem ser citados o0s extratos
produzidos pela industria sueca Iscotec AB®, sendo eles Spikoside®, suas fracdes
purificadas QH-A, QH-B e QH-C, e Iscoprep® 703 (mistura QH-A:QH-C, na
propor¢do 7:3) (RONNBERG et al, 1995, JOHANSSON e LOVGREN-
BENGTSSON,1999). Um outro exemplo é o extrato S-4521 produzido pela Sigma®,
0 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 indice hemolitico e
na toxicidade, apresentaram atividade adjuvante semelhante, induzindo um aumento
de até 1000 vezes o titulo de anticorpos antigeno-especifico (IgG) obtidos por

ELISA, quando comparados ao grupo controle.

2222 0QS-21

Por apresentar elevada atividade adjuvante e nivel de toxicidade aceitavel, a
saponina QS-21 tem sido empregada em inUmeras vacinas experimentais. Em
camundongos, vacinas contendo QS-21 como adjuvante estimularam resposta
imune contra variados antigenos como polissacarideos de Escherichia coli, virus
sincicial respiratorio, rotavirus e virus da doencga de Aujeszky. A utilizagdo 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 tém empregado QS-21 no desenvolvimento de
vacinas contra malaria. Em um ensaio pré-clinico realizado em macacos Aotus e
camundongos, QS-21 foi utilizada conjuntamente com hidroxido de aluminio em uma

formulacdo contendo como antigeno a proteina do circumsporozoito, um peptideo
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antigénico mdultiplo. Esta formulacdo promoveu elevados niveis de anticorpos,

passando assim a ensaios clinicos de fase | (MORENO et al., 2000).

Dois ensaios clinicos de fase |, publicados em 2006, avaliaram outro
candidato a vacina contra malaria (THERA et al., 2006; WITHERS et al., 2006).
Ambos empregaram como antigeno uma proteina recombinante de Plasmodium
falciparum, codificada como FMP1, e como adjuvante ASO02A, produzido pela
GlaxoSmithKline Biologicals, o qual consiste em uma emulsdo 6leo em &agua
contendo 3-desacetil-monofosforil-lipidio A e QS-21. WITHERS e colaboradores
(2006) avaliaram a seguranca, os efeitos adversos e a imunogenicidade da vacina
FMP1/AS02A em 135 criancas africanas com 12 a 47 meses de idade. Foram
empregadas diferentes doses de antigeno:adjuvante (10:100, 25:250, 50:500 pg/ul),
além da vacina Imovax® (vacina contra raiva) utilizada para comparacdo. Os autores
verificaram que as criangas que receberam a vacina FMP1/AS02A apresentaram
significativamente mais dor e inchaco no local da injecdo, havendo relacdo dose-
efeito. O nivel de reacdes adversas sistémicas foi baixo em todas as doses. Apés
aproximadamente um ano de estudo, os autores concluiram que a vacina
FMP1/ASO2A mostrou-se segura e imunogénica para as criancas em estudo

expostas a malaria, e que a magnitude da resposta para as doses de 25 e 50 ng foi

superior a de 10 pg.

O estudo de THERA e colaboradores (2006) foi realizado com a mesma
vacina, na dose de 50:500 pg/ul (FMP1:AS02A), administrada a quarenta adultos
africanos sadios, com idade entre 18 e 55 anos. Os autores concluiram que a vacina
FMP1:ASO02A foi bem tolerada e altamente imunogénica para os individuos em
estudo, 0s quais estavam expostos a intensa transmissao sazonal de malaria, e que
foi capaz de estimular resposta imune para clones parasitarios geneticamente

diferentes.

MACETE e colaboradores (2007) avaliaram a seguranca, os efeitos adversos
e a imunogenicidade de uma vacina pediatrica contra malaria em 60 criancas, com
idade entre 1 e 4 anos. Este ensaio clinico de fase | foi realizado em Mogambique e
empregou como antigeno RST,S (proteina recombinante de P. falciparum, que
contém uma grande porcdo C-terminal da proteina do circumsporozoito (CSP),

fundida com o antigeno de superficie do virus da hepatite B) e como adjuvante,
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ASO02A. A dose utilizada foi de 25:250 pg/ul (RST,S:AS02A). Os autores
consideraram que a vacina em estudo foi segura e bem tolerada, nas condi¢cbes

testadas.

PATTNAIK e colaboradores (2007) avaliaram a imunogenicidade de uma
vacina recombinante contra malaria, em camundongos. Foram testadas trés
formulacbes contendo diferentes adjuvantes compativeis com uso humano,
Montanide ISA 720, AS02A e hidroxido de aluminio. Todas as formulacdes
estimularam elevados niveis de anticorpos, que bloguearam a invasao eritrocitica in
vitro. No entanto, os maiores titulos apos a primeira e a segunda imuniza¢6es foram

verificados, por ELISA, para a formulacdo contendo AS02A.

A vacina sintética contra malaria SPf66 foi o alvo do estudo de BERMUDEZ e
colaboradores (2007). Dentre os diversos ensaios realizados, a utilizagdo de QS-21
como adjuvante foi comparada ao hidroxido de aluminio, em humanos. Os autores
observaram um aumento significativo nos titulos de anticorpos contra SPf66 (até
150x) na formulagcdo com QS-21 em comparacdo com os resultados obtidos com

hidréxido de aluminio.

A atividade imunoadjuvante de QS-21 tem sido avaliada ainda em ensaios
clinicos de vacinas para o tratamento de melanoma, contra HIV-1 e contra hepatite B
demonstrando ser ativa. E importante destacar que, no caso da vacina contra HIV-1,
a utilizacdo de QS-21 como adjuvante permitiu uma reducao de 30 vezes na dose de
antigeno requerida, o que é interessante também do ponto de vista econdmico, uma
vez que significara menor custo de producdo (CHAPMAN et al., 2000; FOON et al.,
2000; EVANS et al., 2001; BIENZLE et al., 2003).

2.2.2.3|SCOM

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 constituido de saponinas, colesterol e fosfolipideos, que por
interacBes hidrofdbicas, fatores estéricos e provavelmente pontes de hidrogénio,
formam uma particula rigida, esférica e oca, de 40 nm de didmetro. A base da
estrutura desse complexo € a interacdo entre saponina e colesterol. O fosfolipideo
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tem a funcéo de facilitar a incorporacdo de moléculas anfifilicas de antigeno, como
proteinas de membrana de virus (BARR et al., 1998; MOREIN e BENGTSSON,
1998; KERSTEN e CROMMELIN, 2003). Suas vantagens, em relacdo ao emprego
da forma livre da saponina, sdo a reducdo na dose de antigeno requerida e a
minimizacdo de efeitos adversos (RONNBERG et al., 1995). E relevante destacar
gue o emprego do ISCOM é capaz de induzir resposta imune local e sistémica apés
administragao por via oral ou intranasal (MOREIN e BENGTSSON, 1998; HU et al.,
2001; MOHAMEDI et al., 2001).

2.2.2.4 MECANISMO DE ACAO

O mecanismo de acado da atividade imunoadjuvante de saponinas e extratos
de Q. saponaria ainda ndo estd completamente esclarecido. Todavia, sabe-se que
estes compostos estimulam imunidade do tipo linfocito T auxiliar 1 (Th-1), uma vez
que induzem a producao de interleucina 2 (IL-2) e interferon-y, além de observar-se
um aumento substancial de lgG2a. Mesmo verificando-se esta predominancia 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 inducéo de linfocitos T citotoxicos CD8" por
estes compostos, observando-se deste modo tanto uma resposta humoral, por

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

HU e colaboradores (2005) avaliaram o perfil de resposta induzido por
ISCOMs contendo diferentes fracdes de saponinas, QH-A, QH-C e Iscoprep™ 703
(mistura QH-A:QH-C, na propor¢do 7:3), em uma vacina contra o virus sincicial
respiratorio humano. Os autores verificaram que as trés formulacgdes induziram
resposta Th-1, com proeminente producéo de interferon-y e forte inducéo de lgG2a.
O perfil de resposta Th-1 foi induzido de modo mais pronunciado com ISCOMs

formulados com Iscoprep™ 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 antigeno (CAA), facilitando a
entrada do antigeno no citoplasma destas células devido, provavelmente, as suas
caracteristicas tensoativas, e estimulando a producdo de IL-1. A saponina pode
intercalar-se com o colesterol da membrana celular formando poros, através dos

quais o complexo saponina-antigeno poderia passar para o citoplasma da CAA
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(BARR et al., 1998). Essa hipdtese € reforcada por estudos de relacdo estrutura-
atividade dessas saponinas, que demonstraram que modificagdes que alteram 0s
valores de concentracdo micelar critica (CMC) resultam na perda da atividade
imunoadjuvante (SOLTYSIK et al., 1995; VOGEL, 1995; KENSIL et al., 1996).

2.22.5ESTUDOS DE RELACAO ESTRUTURA-ATIVIDADE

Estudos de relacdo estrutura-atividade tém demonstrado que o grupo aldeido,
presente em C-4 da aglicona, é responsavel pela estimulacdo de imunidade Th-1,
talvez devido a um sinal co-estimulatério pela formacéo de uma base de Schiff deste
com o grupo amino livre da CAA, estabilizando a interacdo celular. Por outro lado, a
presenca do acido graxo ligado a fucose em C-28, parece ser responsavel pela
producdo de linfocitos T citotoxicos contra antigenos exogenos, 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 0 acido graxo) nao estimulou niveis elevados de anticorpos
contra o antigeno experimental albumina de ovo (OVA), nem resposta T citotoxica
especifica. MARCIANI e colaboradores (2001) também verificaram alteracdo da
atividade adjuvante com desacil-saponinas, que resultou na reducéo dos titulos de
IgG2a e 1gG2b, bem como em reduzida capacidade de estimular resposta
proliferativa e produgéo de linfocitos T citotoxicos, observando-se apenas o estimulo
de uma resposta tipo Th-2. Foi verificado, ainda, que as saponinas desaciladas

apresentaram menor toxicidade que as demais.

Apesar das alteracdes em sua capacidade imunoadjuvante, DS-1 mostrou-
se capaz de estimular a absor¢cdo de alguns farmacos via mucosas. Em estudos
realizados com ratos, DS-1 possibilitou a absor¢cdo de insulina e antibidticos
aminoglicosideos, gentamicina e tobramicina com o0 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 analogos
semi-sintéticos das saponinas nativas, codificada como GPI-0100. Esta foi preparada

pela desacilacdo de uma mistura de saponinas de Q. saponaria, com posterior
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acoplamento de uma cadeia lipofilica (dodecilamina) a carboxila do residuo de acido
glicurdnico ligado ao C-3 da aglicona, por uma ligagdo amida. GPI-0100 estimulou
um perfil isotipico de anticorpos caracteristico de resposta Th-1, bem como a
producdo de linfécitos T citotoxicos para antigenos exdgenos, de modo similar ao
gue ocorre com as saponinas de Q. saponaria. Este ensaio foi realizado em
camundongos, tendo como antigeno a OVA. No entanto, a dose necessaria para a
estimulacdo desta resposta foi muito maior que a requerida para as saponinas
nativas. Além da atividade imunoadjuvante, este derivado mostrou-se estavel em

solucéo aquosa e com toxicidade negligenciavel.

No intuito de obter maiores esclarecimentos quanto a importancia da
acilacdo 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 (analogo a QS-21, purificado a partir
de GPI-0100). O ensaio foi realizado em camundongos, tendo como antigeno a
OVA. Segundo os autores, ndo houve diferencas significativas entre GPI-0100 e o
extrato bruto de desacil-saponinas, nem entre RDS-1 e DS-1 na estimulagao de
resposta humoral e celular. Verificou-se que a reacilacdo com acido graxo sintético,
em local diferente ao natural, ndo aumenta substancialmente a atividade adjuvante.
Foi sugerido ainda que a estimulacdo residual de IgG2a e linfécitos T citotoxicos
obtida com GPI-0100 e com o extrato bruto de desacil-saponinas pode ser devido a
presenca de QS-7 e de outras saponinas nativas minoritarias, que nao teriam sido

desaciladas com a metodologia empregada.

Com o objetivo de esclarecer essa hipotese, foi realizado o fracionamento de
GPI-0100 em dois derivados: RP18-1 e RP18-2. As propriedades imunoldgicas
destas fracdes foram comparadas as do aluminio e as das saponinas de Q.
saponaria, empregando a OVA como antigeno, em camundongos (MARCIANI et al.,
2003). Verificou-se que GPI-0100 n&o fracionado e RP18-2 estimularam um perfil de
anticorpos caracteristico de resposta Th-1 dose dependente, enquanto RP18-1
estimulou um perfil isotipico caracteristico de resposta Th-2, similar ao obtido com
aluminio. A atividade imunoadjuvante obtida neste estudo para GPI-0100 nao
fracionado e para RP18-2 foi cinco vezes menor que a atividade das saponinas
nativas, mas a baixa toxicidade destes anélogos permitiu seu emprego em altas

doses. A elucidacdo estrutural de diversos compostos de RP18-2 demonstrou que

18



eles sdo derivados de QS-7, QS-17, QS-18 e QS-21 desaciladas, bem como de
outras desacil-saponinas, e que QS-7 néo esta presente na fracdo, ndo podendo ser
esta a responsavel pela atividade observada.

2.2.26 VACINAS COMERCIAIS CONTENDO ISCOMs

Estdo disponiveis no mercado europeu e nos Estados Unidos algumas
vacinas veterinarias formuladas com ISCOMs. Como exemplos, podem ser citadas
ISCOVAC FLU vet ™ empregada contra virus influenza eqiino e produzida em 1989
pela indGstria sueca ISCOTEC AB® (foi a primeira vacina comercial contendo
ISCOM), Equip® F, vacina contra influenza eqina, disponivel no mercado desde
1997, e Bovine Viral Diarrhea Virus Vaccine®, contra diarréia viral bovina, disponivel
no mercado desde 2003, ambas pertencentes & indGstria sueca ISCONOVA® (BARR
et al., 1998; ISCONOVA, 2007).
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3. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivos gerais caracterizar quimicamente uma
fracdo de saponinas purificada de folhas de Q. brasiliensis, avaliar sua atividade
imunoadjuvante, bem como sua toxicidade subcutanea e iniciar estudos de

propagacao com esta espécie.
E como objetivos especificos:
» Caracterizar o perfil quimico da fracdo QB-90.

» Desenvolver um método quantitativo para a caracterizacdo de QB-90 por
CLAE.

» Avaliar a toxicidade in vivo da fracdo purificada QB-90 pela administracao por

via subcutanea em camundongos.

» Delinear a curva dose-resposta para atividade imunoadjuvante de QB-90,
empregando como antigeno uma amostra vacinal de herpesvirus bovino tipo 1

(BoHV-1), em camundongos.

» Determinar protocolos de propagacao de Q. brasiliensis a partir de sementes

assépticas.

» Avaliar a distribuicdo 6érgao-especifica e sazonal (ao longo de 2 anos) de
saponinas em plantas de Q. brasiliensis.

» Analisar o efeito de fatores de estresses bioticos (como ataque por patégenos
e herbivoria, simulados pelo uso de moléculas sinalizadoras e dano mecanico
controlado) e abidticos (por exemplo, pela exposicdo a luz branca e
ultravioleta) na producéo de saponinas.

» Recomendar, com base nos resultados, procedimentos para propagacdo e

cultivo de Q. brasiliensis, visando a obtencao de saponinas.
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4. CONTEUDOS ABORDADOS

O trabalho visa dar continuidade aos estudos realizados pelo grupo. Assim,
no Capitulo Il esta apresentada a caracterizacdo quimica da fracdo 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

quantificacdo dessa fracdo no extrato aquoso de Q. brasiliensis.

No Capitulo Il esta apresentado o manuscrito publicado no periddico Vaccine
(2006), sob o titulo: “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 fragdo QB-90 em camundongos, sendo avaliada sua toxicidade
subcutanea e a relacdo dose-resposta para a atividade adjuvante, em vacina contra
BHV-1.

No Capitulo IV estdo apresentados estudos de propagacdo com a espeécie
brasileira, bem como a analise sazonal de suas saponinas e o efeito de fatores de

estresse sobre a producao das mesmas.
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CAPITULO Il. ESTUDO QUIMICO DE QUILLAJA BRASILIENSIS







1.INTRODUCAO

O emprego de CLAE na analise e no doseamento de saponinas esté
amplamente descrito na literatura. Sua sensibilidade e adaptabilidade na analise de
substancias polares sdo caracteristicas que tornam este o principal método de
andlise de saponinas e sapogeninas (HOSTETMANN e MARSTON, 1995).

Tendo em vista a complexidade estrutural das saponinas de Q. saponaria,
inUmeros trabalhos tém sido publicados empregando CLAE para purificacdo e

isolamento dessas saponinas, assim como na caracterizacao de fracdes purificadas.

Neste contexto, KENSIL e MARCIANI depositaram patente nos Estados
Unidos em 1991, na qual caracterizaram uma fracdo purificada em saponinas e
compararam-na com o extrato comercial Quil-A® (Superfos®), empregando CCD e
CLAE. A caracterizacao por CCD foi realizada utilizando placas de gel de silica de
fase reversa (E.M. Science®, Cg) e sistema eluente metanol:agua (70:30, v/v), e por
fase normal utilizando placa de gel de silica 60 e sistema eluente composto de n-
butanol, etanol, agua e amodnia (30:60:29:21, v/vivlv). No método empregando
CLAE, foi utilizada uma coluna de fase reversa Vydac® C,, acido acético 40 mM em
metanol/agua (58/42, v/iv) como fase movel e deteccdo por indice de refracdo. Os
picos majoritarios da fracao purificada foram separados por CLAE semipreparativa
utilizando uma coluna Vydac® C, e eluida em um gradiente de metanol, com fluxo de
3 ml/min e monitoramento por absorvancia no ultravioleta a 214 nm. Um artigo
também foi publicado no mesmo ano por KENSIL e colaboradores, onde as fracdes
purificadas foram analisadas por CLAE utilizando uma coluna Vydac® C, e um
gradiente de 0,1% de acido trifluoracético (TFA) em acetonitrila, com fluxo de 1

ml/min.

Em 2000, SAN MARTIN E BRIONES propuseram um método para controle
de qualidade de extratos comerciais de saponinas de Q. saponaria pela utilizacdo de
uma coluna de fase reversa Vydac® C4 e um gradiente cuja fase A compunha-se de
1,5 g/kg de TFA em &gua ultrapura e a fase B de 1,5 g/kg de TFA em acetonitrila. O

fluxo de eluicdo 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 trés métodos para a
purificacdo das saponinas dessa espécie com o emprego de CLAE, utilizando coluna
de fase reversa C;3 e fase movel contendo acetonitrila. Entretanto, os sistemas
eluentes diferiam nos tampdes empregados, objetivando variacbes de pH para
melhorar a separacdo das saponinas. Neste mesmo artigo, para a analise das
saponinas purificadas, foi utilizada uma coluna de fase reversa Cg, fluxo de 0,8
ml/min, sendo empregados sistemas eluentes isocraticos com acetonitrila e
diferentes tampdes, e um sistema gradiente de 34-45% de acetonitrila. Em todos os

métodos apresentados a deteccao ocorreu a 205 nm.

NORD e KENNE, ainda em 2000, relataram a separacdo em fase sélida do
extrato bruto de saponinas de Q. saponaria, com posterior purificagdo das mesmas
por CLAE. Nesta purificacdo, foi utilizada coluna de fase reversa Cig, eluida com
uma mistura de acetonitrila e tampéao acetato de aménio aquoso (0,03 M, pH 6,4),
fluxo de 10 ml/min e deteccdo a 214 nm. Foi empregado ainda um segundo passo
de separacéo, utilizando as mesmas condi¢cdes anteriores, mas com a fase movel
contendo tampéo fosfato (0,03 M, pH 2,8). As fragbes assim obtidas foram
analisadas por CLAE, empregando coluna Cig e fase mdvel contendo acetonitrila e

tampdao acetato de amdnio (pH 6,4) ou acetonitrila e tampéao fosfato (pH 2,8).

NYBERG e colaboradores (2003) fracionaram o extrato bruto utilizando uma
coluna Cig semipreparativa, fluxo de 10 mil/min e deteccdo a 210 nm. Foram
realizados trés fracionamentos empregando como eluentes acetonitrila/tampéao
acetato de aménia 20 mM (pH 6,4) e acetonitrila/tampao fosfato de sédio 20 mM (pH
2,8), em sistema gradiente. As misturas de saponinas assim obtidas foram
analisadas por extracdo em fase sdlida acoplada a RMN e espectrometria de
massas. As duas principais fragcdes apresentaram, no minimo, 28 saponinas,

diferenciando-se as mesmas na cadeia de acucares.

CLAE foi ainda utilizada em estudos de estabilidade realizados com QS-21
(CLELAND et al., 1996; LIU et al., 2002) e na caracterizacdo 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 semelhanca 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 andlise, caracterizacdo e purificacdo de fracdes e

substancias, no presente capitulo temos como objetivos:

» A caracterizacdo do perfil quimico da fracdo QB-90 de Q. brasiliensis, por
CCD.

» O desenvolvimento de método quantitativo para a caracterizacdo da fracdo

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

2.1 PROCEDIMENTOS GERAIS

Os equipamentos empregados rotineiramente no laboratorio foram: cuba
cromatografica Desaga® estufa de ar circulante Heraeus® modelo RVT 360,
triturador de facas Retsch®, evaporador rotatério Biichi® R114, ultra-som Thornton
T1440 Unique®, balanca analitica Gibertini® modelo Crystal 200, liofilizador modular
Edwards modelo Modulyo 4K.

Na preparacdo das colunas cromatograficas empregou-se como adsorvente
gel de silica 60 (70-230 mesh) e gel de silica de fase reversa LiChroprep® C-18 (40 -
63 pm), ambos de procedéncia Merck®. Para a realizacdo da cromatografia em
camada delgada (CCD) foram utilizadas cromatofolhas de gel de silica GFysg,
procedéncia Aldrich®. Os solventes utilizados foram de procedéncia Nuclear®,

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

Para o desenvolvimento do método quantitativo foram empregados
Cromatografo Liquido Waters® 600, equipado com controlador de fluxo 6CE, bomba
60F, detector Waters® 2487, injetor automatico Waters® 717 (cédigo 71P) e software
Waters® Millennium*2. Os solventes empregados foram de procedéncia Merck®, grau
CLAE e a agua obtida por sistema MILLI-Q PLUS (Millipore®).

2.2 MATERIAL VEGETAL

As partes aéreas foram coletadas em &rea nativa, em Cangucu, RS,
identificadas pelo Prof. Dr. Gilson Moreira (Depto Zoologia/UFRGS) e o material
testemunho encontra-se depositado no herbario do Departamento de Botanica da
UFRGS (ICN 142953).

O material vegetal empregado na caracterizacdo quimica e para a obtencédo
da fracdo QB-90 foi seco em estufa de ar circulante, sob temperatura inferior a 40
°C. ApOs a secagem, as partes aéreas foram trituradas separadamente em triturador

de facas.
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Para o desenvolvimento e a validacdo do método por CLAE, parte do material
fresco foi congelada, liofilizada, triturada em triturador de facas e posteriormente
submetida ao processo de extracao.

2.3 OBTENCAO DO EXTRATO AQUOSO E DA FRAGCAO PURIFICADA

As folhas de Q. brasiliensis foram submetidas a extracdo por maceracao
durante 8 horas, a temperatura ambiente. Como liquido extrator utilizou-se agua
destilada. O extrato foi filtrado e o residuo vegetal submetido & nova extracado. Apés
ser liofilizado, o extrato foi purificado.

Visando a obtencédo da fracdo purificada QB-90, varias cromatografias em
coluna foram realizadas, empregando o método desenvolvido por KAUFFMANN
(2002). Nestes procedimentos utilizou-se gel de silica como adsorvente e um

gradiente 4gua:metanol, como eluente.

A fracdo QB-90 foi utilizada no desenvolvimento e validacdo de método
CLAE.

2.4 ANALISE CROMATOGRAFICA DO EXTRATO BRUTO E DA FRACAO QB-90

Os metabdlitos majoritarios no extrato bruto e na fracdo em estudo foram
caracterizados por CCD em diferentes sistemas cromatograficos, como n-butanol :
acido acético : agua (5:1:4, v/v) e cloroférmio : metanol : agua : &cido acético
(30:20:3:0,2, v/v). Utilizando-se como padrdes cromatograficos as fracbes de
saponinas purificadas de Q. saponaria disponiveis comercialmente, saponinas
Sigma® e QUIL-A® (Superfos®). Os cromatogramas foram observados sob [uz UVas,
e UVses nm €, posteriormente, revelados com o agente cromogénico anisaldeido

sulfurico, seguido de aquecimento.
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2.5 OBTENCAO DO EXTRATO AQUOSO PARA ANALISES POR CLAE

O liquido extrator empregado foi dgua destilada em diferentes proporcdes
planta:solvente (1:20 e 1:40). O material vegetal previamente liofilizado e triturado foi
pesado e submetido a maceracdo mecanica em gral, por trés minutos. Apoés 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 METODO DE ANALISE QUANTITATIVA DA FRAGAO
QB-90 pOR CLAE

2.6.1 ConNDICOES CROMATOGRAFICAS

No desenvolvimento do método de andlise quantitativa da fracdo QB-90 por
CLAE, foram utilizadas colunas de fase reversa Cg (Waters Spherisorb® 5 pm, 4,6 x
150 mm) e Cag (LiChrospher®, 5 um). Sendo empregadas colunas de guarda Waters
Spherisorb® Cs e Nova-Pak® Cig, respectivamente. Diferentes sistemas eluentes
foram testados, como acetonitrila:agua, metanol:agua e acetonitrila:TFA 0,01%, em
diferentes proporcdes, visando obter um sistema simples e eficaz para a

quantificacao da fracdo QB-90 no extrato aquoso de Q. brasiliensis.

2.6.2 VALIDACAO

O método desenvolvido para a quantificacdo da fracdo QB-90 no extrato de
Q. brasiliensis foi validado segundo normas da RE 899 (BRASIL, 2003) e do ICH
(2005). Os parametros avaliados na validacdo do método foram linearidade e
intervalo de variacdo, precisdo, exatidao, limite de deteccao, limite de quantificagao

e robustez.
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2.6.2.1 Avaliacdo da Linearidade e Intervalo de Variacao

A avaliagdo da linearidade do método foi realizada pela construgdo de curvas
de calibracao obtidas tanto para a fragdo QB-90 quanto para o extrato aquoso de Q.

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

2.6.2.1.1 Curvas de Calibracao

As curvas de calibracdo foram construidas empregando seis concentracdes
diferentes, sendo cada ponto injetado em triplicata. Foram construidas trés curvas,
em dias diferentes, tanto para o extrato aquoso de Q. brasiliensis quanto para a
fracdo QB-90. As solucdes foram filtradas em membrana hidrofilica Millipore®, com

didmetro nominal de poro 0,45 um e 13 mm de diametro, antes da injecao.

As curvas de calibracdo para a fragdo QB-90 foram preparadas a partir de
solu¢des em concentragdes de 0,8; 1,0; 1,5; 2,0; 5,0 e 10 ug/ml, e para o extrato a

partir de solu¢gées em concentracdes de 50, 100, 200, 400, 800 e 1000 ug/ml.

2.6.2.2 Avaliacdo da Precisao

A precisdo do método foi avaliada pelos ensaios de repetibilidade e de
precisdo intermediaria. Os resultados correspondem a média de seis determinacdes

e foram expressos como desvio padrao relativo (DPR).

Foram pesados exatamente cerca de 10 mg de extrato aquoso de Q.
brasiliensis, que foram solubilizados em 10 ml de fase movel, originando a solugéo
mae. Desta solucao foram retiradas seis aliquotas de 1 ml, as quais foram diluidas a
5 ml, em baldo volumétrico. Deste modo foram obtidas seis solu¢cdes com
concentracdo de 200 nug/ml (injetadas em triplicata), utilizadas na avaliacdo da

repetibilidade.

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

diferentes, fornecendo assim os dados de precisao intermediaria.
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2.6.2.3 Avaliacdo da Exatidao

A exatidao foi avaliada empregando-se o ensaio de adi¢cdo de padréo, sendo
realizado, em triplicata, com base na faixa de linearidade método.

Em vista disso, foram preparadas, para cada ensaio, uma solucdo padrao de
QB-90 (50 pg/ml) e quatro solucdes de extrato, sendo uma solucéo controle e trés
solugcbes denominadas solucbes de recuperacao. A solucdo padrao foi adicionada
as solucdes de recuperacdo de modo a obter trés niveis de concentracao (2,3; 4,6 e
10 pg/ml) de QB-90 adicionada.

A recuperacdo foi determinada subtraindo-se os valores apresentados pela
solugéo controle dos valores apresentados pelas solu¢cdes de recuperacdo. E a
exatiddo determinada pela relacdo entre a concentracdo média recuperada e a

concentracao tedrica correspondente.

2.6.2.4 Determinacao dos Limites de Deteccado e Quantificacdo

Os limites de deteccédo (LD) e de quantificagdo (LQ) foram determinados a
partir das curvas de calibragéo da fracdo QB-90 e calculados segundo as equacdes
presentes na RE 899 (BRASIL, 2003).

LD = (DPax 3)/IC
LQ = (DPax 10) / IC

Onde DPa € o desvio padrao médio do intercepto com o eixo Y de trés curvas

de calibracéo e IC é a inclinacdo média das curvas de calibracao.

2.6.2.5 Avaliacdo da Robustez

A robustez do método foi avaliada pela observacao do seu desempenho apos

sofrer pequenas alteragdes na composicao e no fluxo da fase mével.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 OBTENCAO E ANALISE CROMATOGRAFICA DO EXTRATO AQUOSO DE

FOLHAS DE Q. BRASILIENSIS E DA FRAGAO QB-90

O extrato aquoso de folhas de Q. brasiliensis foi obtido com base no descrito
por KAUFFMANN (2002), realizando-se algumas modificacbes para aperfeicoar a
metodologia empregada. Assim, foi verificado que o método utilizado foi eficiente e
reprodutivel, uma vez que varias extragcdes foram realizadas e 0s extratos obtidos

apresentaram perfil cromatografico similar por CCD.

Para a obtencdo de quantidade suficiente da fracdo QB-90 para os estudos
quimicos e biolégicos, foi necesséaria a realizagdo de cerca de 70 colunas
cromatograficas. 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 purificacdo desenvolvida foi
adequada, uma vez que permitiu a obtencéo de fragOes idénticas, que puderam ser

reunidas e empregadas nos demais ensaios.

A andlise cromatografica da fracdo QB-90 e das fragcbes 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 cromatografico semelhante ao comportamento cromatogréfico das

saponinas de Q saponaria (Figura 2.1).

Figura 2.1: Andlise cromatografica do extrato aquoso de

Q.

brasiliensis, QB-90 e fracfes comerciais de Q. saponaria, por CCD

- Sistema eluente: n-butanol:acido acético:agua (5:1:4)
: Adsorvente: cromatofolhas de gel de silica Aldrich®
- ! Agente cromogénico: anisaldeido sulfarico, seguido
aguecimento
Amostras: 1- Extrato Aquoso de Q. brasiliensis
- 2- QB-90

3- Quil-A®
4- Extrato comercial de saponinas Siama®
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3.2 OBTENCAO DO EXTRATO AQUOSO PARA ANALISES POR CLAE

Para a obtencédo do extrato aquoso a ser utilizado para o desenvolvimento e
validacdo do método de doseamento empregando CLAE, foram testados diferentes
processos de extracdo. O liquido extrator empregado foi agua destilada em
diferentes propor¢des planta:solvente (1:20 e 1:40). O material vegetal previamente
liofilizado e triturado foi pesado e submetido a maceracdo mecénica em gral, por trés
minutos. Apos, 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 meétodo escolhido para a obtencdo dos
extratos foi o0 que empregou a proporcado 1:40 (planta:solvente) e 40 minutos de
extracdo no ultra-som, uma vez que a analise por CLAE demonstrou ser este mais

eficiente na extracédo da fracdo QB-90.

3.3 DESENVOLVIMENTO DO METODO DE ANALISE QUANTITATIVA DA FRAGAO
QB-90 porR CLAE

Dentre as diferentes condigcbes cromatograficas testadas, selecionou-se
aquela que empregou coluna de fase reversa Cg (Waters Spherisorb®) com
respectiva coluna de guarda, sistema isocratico acetonitrila:dgua (65:35),
previamente filtrado em membranas Schleicher & Schuell ou Millipore (0,22 um) e
desgaseificado. O fluxo de eluicdo empregado foi de 0,8 ml/min e o volume de
injecdo de 20 ul. A deteccao foi realizada em comprimento de onda de 214 nm.
Essas condicbes foram selecionadas porque o cromatograma obtido apresentou
adequada separacdo entre o pico correspondente a fracdo QB-90 e o(s) pico(s)
referente(s) aos demais componentes do extrato.

Os cromatogramas assim obtidos para a fracdo QB-90 e para o extrato
aquoso de Q. brasiliensis estdo apresentados na Figura 2.2 A e B, respectivamente.
Nesses cromatogramas sédo observadas inje¢cdes em triplicata, com o pico referente

a fracdo QB-90 em tempo de retencdo de aproximadamente 9,8 minutos.
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Figura 2.2: Perfis cromatograficos para injecdes em triplicata da fragdo QB-90 (A) e do
extrato aquoso de Q. brasiliensis (B) obtidos por CLAE, utilizando coluna Cg Waters
Spherisorb®, sistema isocréatico acetonitrila:agua (65:35), fluxo de 0,8 ml/min e deteccéio a
214 nm. Em aproximadamente 9,8 minutos observa-se o pico referente a fracdo QB-90.
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3.3.1 Linearidade e Intervalo de Variacido

Segundo a RE 899 (BRASIL, 2003), a linearidade é a capacidade de uma
metodologia analitica de demonstrar que os resultados obtidos com seu emprego
sao diretamente proporcionais a concentracdo de analito na amostra, dentro de um
intervalo especificado. E recomendado que seja determinada pela andlise de, no
minimo, cinco concentracdes diferentes (RE 899, BRASIL, 2003; ICH, 2005).

A linearidade do método foi avaliada tanto para a fracdo 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 representacdo grafica da curva de calibracdo obtida para a
fracao QB-90.

A equacao de reta obtida para esta curva foi y = 10247x + 93,771, onde y
representa a area do pico e x a concentracdo de QB-90 (ug/ml). O coeficiente de
determinacao (r%) obtido foi 0,9993, o que significa que a variacdo da concentracdo
de QB-90 explica 99,93% da area do pico observada para QB-90.

120000 - y = 10247x + 93,771
R? = 0,9993
100000 |
[7)]
S 80000 -
o
@ 60000 -
o
§ 40000 -
<L
20000
O T T T T T
0 2 4 6 8 10
Concentracdo de OB-90 (ua/ml)

Figura 2.3: Representacdo grafica da curva de calibracdo da fracdo QB-90 obtida por
CLAE, utilizando coluna Cg Waters Spherisorb®, sistema isocréatico acetonitrila:agua (65:35),
fluxo de 0,8 ml/min e deteccédo a 214 nm.
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A RE 899 (BRASIL, 2003) exige ainda que, se o exame visual do grafico
demonstrar relagéo linear aparente, os resultados dos testes devem ser tratados
estatisticamente a fim de determinar o coeficiente de correlagéo, a intersecgao com
o eixo Y, o coeficiente angular, a soma residual dos quadrados minimos da

regressao linear e o DPR.

O coeficiente de correlacdo (r) permite avaliar a correlacdo existente entre
duas caracteristicas quantitativas. Deste modo, o valor maximo de r (1) é obtido
quando todos os pontos do grafico estdo em uma linha reta inclinada, sendo esta
correlacdo chamada de plena ou perfeita. O coeficiente de correlagdo minimo
aceitavel para o critério de linearidade no processo de validacdo de um método
analitico € 0,99, conforme a RE 899 (BRASIL, 2003). Para a curva de calibracédo da
fracdo QB-90 foi obtido o valor de r = 0,99965, apresentando-se assim em

conformidade com o exigido pelas normas vigentes.

Os resultados referentes a interseccdo com o eixo Y e ao coeficiente angular
(inclinagdo) obtidos para a curva de calibragdo de QB-90 sdo apresentados na
Tabela 2.1. Observando-se os valores encontrados para a interseccao, verifica-se
que o intervalo entre os limites de confianca (LC) inferior e superior contém o zero,
indicando a auséncia de um fator de variacdo independente da variavel x (chamado
erro sistematico constante). Outro fator a ser destacado é o valor de P, associado ao
teste t, 0 qual avalia se a hipétese nula € ou ndo verdadeira. Em relacdo a
interseccéo esta hipotese representa a inclusdo do valor zero ao intersepto da reta.
Assim, o valor-P (0,7823) apresentado na Tabela 2.1 néo rejeita a hipétese nula

para um nivel de significancia de 0,05, ou seja, a intersecc¢ao nao difere de zero.

Tabela 2.1: Analise de regresséo linear da curva de calibracdo da fracdo QB-90.

Parametros Coeficientes valor-P LC Inferior LC Superior
Interseccdo  93,77155094 0,782339738 -613,748264 801,2913659
Inclinagéo 10246,56789 2,04639E-26 10097,42328 10395,71249

A hipdtese nula também deve ser avaliada para a inclinacdo da reta, a qual
sugere que a inclinagdo seria constante ou igual a zero, ndo havendo regresséo
entre as varidveis. Neste caso, o valor-P encontrado (2,0464 x 10%°) rejeita

claramente esta hipotese, demonstrando assim que a inclinacdo da reta é diferente
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de zero. A andlise de variancia (ANOVA) da regressao linear para a fracdo QB-90
(Tabela 2.2) também demonstra a rejeicdo desta hipdtese (F = 21211,65; P <
0,0001), indicando a existéncia de regressao linear entre os dados.

Tabela 2.2: Analise de variancia (ANOVA) da regressao linear para as areas dos picos
determinadas para a curva de calibragédo da fragdo QB-90.

gl SQ MQ F F de significacdo
Regressao 1 20548993714 20548993714 21211,6508 2,04639E-26
Residuo 16 15500156,14 968759,7588
Total 17 20564493870

Na Tabela 2.3 estdo apresentadas as areas encontradas para 0S picos
referentes a fracdo QB-90, nas concentracdes analisadas, com os respectivos DPR.

Tabela 2.3: Areas dos picos da fracdo QB-90 analisadas por CLAE, utilizando coluna Cg
Waters Spherisorb®, sistema isocratico acetonitrila:dgua (65:35), fluxo de 0,8 ml/min e
deteccdo a 214 nm.

Concentragéo Area dos Picos DPR
(ug/ml) (Média % s; n=3)
0,8 8074,33 + 230,46 2,85%
1,0 10333,33 + 140,80 1,36%
15 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%

A avaliacdo da linearidade do método para o extrato aquoso de Q. brasiliensis
contemplou o intervalo de concentragdo de 50 a 1000 pg/ml de extrato. Na Figura
2.4 podemos observar a representacao grafica da curva de calibracéo obtida para o

extrato aquoso de Q. brasiliensis.

A equacdo de reta obtida para esta curva foi y = 227,61x — 1199,4, onde y
representa a area do pico e x a concentracdo de QB-90 (ug/ml). O coeficiente de
determinacdo (r’) obtido foi 0,9994, e o coeficiente de correlagéo (r), 0,999699,

apresentando-se em conformidade com a RE 899 (BRASIL, 2003).
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Figura 2.4: Representacdo grafica da curva de calibragdo do extrato aquoso de Q.
brasiliensis obtida por CLAE, utilizando coluna Cg Waters Spherisorb®, sistema isocratico
acetonitrila:zagua (65:35), fluxo de 0,8 ml/min e detec¢édo a 214 nm.

A andlise dos LC inferior e superior (Tabela 2.4) demonstram que a
intersecc¢do inclui o valor zero, o que € reafirmado pelo valor-P (0,1366), para um

nivel de significancia de 0,05 (Tabela 2.4).

Tabela 2.4: Analise de regresséo linear da curva de calibracdo para o extrato aquoso de Q.
brasiliensis.

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

A andlise da regressao linear para a inclinacdo (Tabela 2.4) demonstra que
esta exclui o valor zero (P = 2,59 x 10?'), o que é confirmado pela ANOVA da
regressao linear (Tabela 2.5), na qual foi encontrado F = 27466,46 (P < 0,0001),

indicando a existéncia de regressao linear entre os dados.

Tabela 2.5: Analise de variancia (ANOVA) da regresséo linear para as areas dos picos
determinadas para a curva de calibracéo do extrato aquoso de Q. brasiliensis.

g SQ MQ F F de significacdo
Regresséo 1 1,2015E+11 1,2015E+11 27466,46563 2,59254E-27
Residuo 16 69990682,87 4374417,679
Total 17 1,2022E+11
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Na Tabela 2.6 estdo apresentadas as areas encontradas para 0S picos
referentes a fracdo QB-90, no extrato aquoso de Q. brasiliensis, com 0s respectivos
DPR.

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

Concentracao Area dos Picos DPR
(ng/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%

3.3.2 Precisao

A precisdo é o grau de concordancia entre os resultados de analises
individuais quando o procedimento € aplicado repetidamente a multiplas aliquotas de
uma mesma amostra (RE 899, BRASIL, 2003). E considerada em trés niveis,
repetibilidade, precisédo intermediaria e reprodutibilidade, sendo que esta ultima néo

€ um critério exigido quando a precisdo intermediaria é estabelecida (FDA,1994).

A repetibilidade é a preciséo intracorrida ou intradia, ou seja, é a concordancia
entre os resultados dentro de um curto periodo de tempo, com 0 mesmo analista e a
mesma instrumentacao. Deve ser verificada por, no minimo, seis determinacfes na
mesma concentragcdo, ou no minimo nove concentragées contemplando o intervalo
linear do método (concentracdes baixa, média e alta). A precisdo intermediaria é a
concordancia dos resultados obtidos em dias diferentes, ou seja, precisdo

intercorridas ou interdias.

A avaliacdo da repetibilidade foi realizada por meio da analise de seis
solugbes de extrato aquoso de Q. brasiliensis (200 ug/ml), preparadas a partir de
uma solucdo mae. Este procedimento foi repetido por trés dias, fornecendo o
resultado da precisdo intermediaria. Os resultados podem ser observados nas

Tabelas 2.7 e 2.8, respectivamente.
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O desvio padréo relativo (DPR) obtido no teste de repetibilidade foi 0,6%, e
2,76% para a precisdo intermediaria. Tais valores apresentam-se dentro dos limites
aceitaveis especificados pela RE 899 (BRASIL, 2003), a qual preconiza que o valor
maximo aceitavel deve ser definido de acordo com a metodologia empregada, a
concentracdo do analito na amostra, o tipo de matriz e a finalidade do método, mas

nao admite valores superiores a 5%.

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

Amostras Concentracéo de QB-90 (ug / 200ug de extrato)
1 4,81
2 4,79
3 4,78
4 4,83
5 4,81
6 4,86
Concentragdo Média £ s 4,81 +0,03
DPR 0,60%
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Tabela 2.8: Valores experimentais obtidos na determinacdo da precisédo intermediaria para o
extrato aquoso de Q. brasiliensis por CLAE.

Concentracdo de QB-90 (média s, n = 6)

Dias (ug / 200ug de extrato) DPR

1 4,81 + 0,03 0,60%

2 4,76 + 0,05 1,09%

3 4,57 +0,03 0,64%
Concentracdo Média + s 4,71 +£0,13

DPR (interdia) 2,76%

3.3.3 Exatidao

A exatiddo expressa a proximidade dos resultados obtidos pelo método em
estudo com o valor verdadeiro. Assim, foi utilizado o ensaio de recuperagao a fim de

avaliar a exatidao da metodologia analitica em questao.

Foram adicionadas concentracbes conhecidas de QB-90 a solucbes de
extrato aquoso. As amostras com e sem adicdo de QB-90 foram analisadas pelo
método em estudo, sendo verificada a quantidade recuperada pela diferenca entre
os dois valores. A taxa de recuperacdo foi determinada pela comparacao destes
valores com a quantidade de QB-90 adicionada. Na Tabela 2.9 estdo apresentados

os resultados encontrados no teste de exatidao.

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

Concentragdo média Concentragdo média Taxa de recuperagdo DPR
adicionada (ug/ml) recuperada (ug/ml) (%)

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 exatiddo adequada, uma vez que as taxas de recuperacdo situaram-se
dentro dos limites de 95 — 105% preconizados pelo ICH (2005).
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3.3.4 Limites de Deteccdo e Quantificacdo

O limite de deteccdo (LD) € a menor quantidade de analito presente na
amostra que pode ser detectado, mas ndo necessariamente quantificado pelo
método em questdo. O limite de quantificacao (LQ) € a menor quantidade de analito
que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis, sob as condicdes

experimentais.

Uma estimativa destes limites foi obtida empregando-se as equacoes
presentes nas normas vigentes e apresentadas no item 3.1.6.3. Deste modo, o LD

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

3.3.5 Robustez

A robustez de um método analitico demonstra a capacidade deste em resistir
a pequenas variagdes em seus parametros. Neste sentido, empregaram-se
pequenas alteracbes no fluxo e na composicdo da fase moével para avaliar a

robustez do método em estudo.

Observando-se os resultados apresentados na Tabela 2.10, verifica-se que h&a
uma pequena alteracdo nos tempos de retencdo quando comparados as condi¢des
originais, no entanto, o teor de QB-90 na amostra analisada n&o sofreu variagdes
significativas. O teor médio de QB-90 obtido nas solucdes foi de 5,52 ug/ml, com um
DPR de 1,63%, demonstrando a pequena variacao observada. Além disso, o perfil
do pico cromatografico permaneceu o mesmo frente as alteracfes 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 andlise quantitativa de QB-90 no extrato aquoso de Q. brasiliensis.

Teor de QB-90 Tr
(ng/ml) (min)
Condicdes originais 5,43 9,86
Fluxo 0,7 ml/min 5,61 11,27
Acetonitrila 67% 5,563 10,72
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Visto que os parametros de eficiéncia analitica, como linearidade e intervalo
de variagdo, precisdo, exatidao, limite de deteccdo, limite de quantificagcdo e
robustez, foram avaliados e o0s resultados obtidos apresentaram-se em
conformidade com o exigido pela legislacdo vigente (RE 899, BRASIL, 2003),
considera-se o0 método desenvolvido validado e adequado para deteccdo e

doseamento da fracdo QB-90 em extratos aquosos de Q. brasiliensis.
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CAPITULO lIl. ADJUVANT ACTIVITY OF QUILLAJA BRASILIENSIS SAPONINS

ON THE IMMUNE RESPONSES TO BOVINE HERPESVIRUS TYPE 1 IN MICE
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CAPITULO IV. ESTUDOS DE PROPAGACAO DE QUILLAJA BRASILIENSIS







1. INTRODUCAO

As células vegetais produzem uma grande variedade de compostos quimicos,
sendo denominados metabdlitos primarios 0s compostos que apresentam
importancia vital as funcbes celulares. Metabdlitos secundarios sdo moléculas cuja
funcéo individual ndo é considerada essencial a sobrevivéncia das células, mas que

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

A biossintese dos metabdlitos secundarios é distinta e ndo esté restrita a
rotas metabdlicas classicas (WINK, 1999). Muitas dessas moléculas possuem
consideravel valor econémico, sendo utilizadas por diversos setores industriais.
Dentre estes compostos, as saponinas merecem destaque, pois sao utilizadas por
setores como o farmacéutico, na preparacdo de medicamentos, vacinas, cosméticos
e reagentes para analises clinico-laboratoriais; alimenticio, como emulsificante e
espumante; téxtil, na lavagem de tecidos finos; entre outros. Uma das principais
fontes industriais de saponinas sédo as cascas de Quillaja saponaria Molina, espécie
arborea nativa da América do Sul, encontrada no Chile, Bolivia e Peru
(HOSTETTMANN e MARSTON, 1995; BALANDRIN, 1996).

Apesar de sua ampla utilizacdo, pouco é caracterizado quanto aos genes e
enzimas envolvidos na biossintese destes compostos. MEESAPYODSUK e
colaboradores (2007), isolaram e identificaram dois genes envolvidos na biossintese
de saponinas de Saponaria vaccaria, cujas saponinas sao similares as encontradas
em Q. saponaria. Os genes estudados pelos autores foram SvBS (codificando 3
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 raizes e folhas, sendo, esse ultimo, envolvido na

biossintese de saponinas monodesmosidicas em S. vaccaria.

As saponinas de Q. saponaria tém despertado grande interesse devido as
suas propriedades biologicas e farmacoldgicas. Diversas publicacbes recentes
utilizam estes compostos como adjuvante em vacinas para o tratamento de
melanoma, virus influenza, Escherichia coli, virus sincial respiratério, HIV-1, maléria,

leishmaniose, entre outros, conforme detalhado no Capitulo 1.
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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 Jap&o. Para
suprir esta demanda eram derrubadas mais de 50000 arvores anualmente, com
idade entre 30 e 50 anos e diametro entre 20 e 50 cm. Em 2003, a exportacédo de
extrato de Q. saponaria do Chile foi de US$ 1.569.454 e os principais paises
importadores foram Estados Unidos, Japdo, Irlanda, Brasil, Australia, Holanda,
Espanha, Argentina, México, Franca, Dinamarca e Coréia do Sul. Este mercado
tende a aumentar, tendo em vista o grande niamero de estudos utilizando saponinas
de Q. saponaria como adjuvantes em vacinas, conforme apresentado no Capitulo I.
De fato, entre janeiro e maio de 2004, o mercado de exportacao de Quillaja no Chile
passou de US$ 533.158 para US$ 950.208, ou seja, um aumento de 78%
(PROCHILE 2005 - Disponivel em: www.prochile.cl Acesso 27.02.2007)

Conforme relatado anteriormente, no Brasil € encontrada Quillaja brasiliensis
(A. St.-Hil. Et Tul.) Mart. (Rosaceae), espécie congénere a chilena (REITZ, 1996).
Segundo estudos realizados por KAUFFMANN e colaboradores (2004) ha indicios
de que a espécie brasileira possui saponinas estruturalmente semelhantes as
encontradas em Q. saponaria. A presenca de saponinas nas folhas de Q.
brasiliensis estrutural e funcionalmente semelhantes as saponinas encontradas nas

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

(2006), conforme apresentado no Capitulo .

Assim, denota-se a potencial utilizacdo da espécie brasileira na obtencdo de
saponinas de interesse industrial. No entanto, had necessidade de desenvolver
estratégias para uma exploracao racional e sustentada dos recursos naturais, de modo
a preservar o ambiente natural e produzir matéria-prima com maximo rendimento em
saponinas para utilizacdo industrial. Neste contexto, tornam-se essenciais estudos que
conduzam ao conhecimento detalhado dos fatores que afetam o rendimento de
saponinas de valor terapéutico, bem como a andlise fisiolégica de acumulo destes

compostos.

Em relacdo a estudos de propagacdo e cultivo, foi encontrado para Q.
brasiliensis somente um trabalho, no qual o autor analisa a viabilidade das sementes

em relagdo a época de coleta das mesmas. Segundo o autor, as melhores sementes
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foram aquelas colhidas na fase de adiantado estagio de disseminacdo (MATTEI,
1995).

No entanto, para Q. saponaria ha varios estudos de cultivo, seja no solo ou
como cultura de células. WRANN E INFANTE (1988) apresentaram a influéncia da
preparacao da area (como adubacdo, modo de plantacdo das sementes, selecdo de
sementes), em solo arido para Q. saponaria. MUNOZ E FUENTES (1989)
demonstraram que, em testes de laboratério, o aquecimento das sementes durante

5 minutos a 100°C aumenta a germinacédo das mesmas.

PREHN e colaboradores (2003) realizaram estudos de micropropagacao de
Q. saponaria a partir de sementes. O meio de germinacdo foi composto por
vitaminas, macro e micronutrientes, conforme estabelecido por Murashige & Skoog
(MS) (1962). Os autores testaram diferentes protocolos de assepsia e estratificagéo
das sementes, bem como a utilizacdo de diferentes concentracdes de hidrolisado de
caseina, glutamina e sulfato de magnésio, como suplementos nutricionais. Foram
realizados, ainda, ensaios de multiplicacdo das plantulas com a utilizagdo dos
hormdénios benzilaminopurina (BAP) ou zeatina, ambos na concentragédo de 1 mg/l.
Os explantes obtidos com o ensaio de multiplicacdo foram empregados em um
experimento de enraizamento, no qual foram utilizadas diferentes concentracdes de
AIB. Os explantes foram mantidos em meio com auxina durante um més, sendo
posteriormente transferidos para meio sem a presenca do horménio. Ap6s o
enraizamento, os explantes que possuiam tamanho aproximado a 7 cm foram
empregados em um ensaio de aclimatacdo, utilizando vermiculita como substrato.
As plantulas enraizadas transferidas para vermiculita foram mantidas em camara de
cultivo com alta umidade por dois meses, antes de sua transferéncia para casa de

vegetacao.

DALSGARD e MAX depositaram uma patente no Canada em 1994 (2147480)
e outra nos Estados Unidos em 1998 (5716848) relativas a cultura celular de Q.

saponaria, Q. smegmadermos e Q. brasiliensis.

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

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

nancy.fr/News/IAPTC/conferences.htm. Acesso: 23.06.2007), a partir de plantulas
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provenientes de sementes esterilizadas. Diversos parametros de cultura foram
testados como meio liquido, auséncia e presenca de luz e citocininas. A metodologia
detalhada desse experimento ndo foi publicada, os autores relatam apenas que

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

SANTELICES e BOBADILLA (1997) estudaram o enraizamento de estacas de
Q. saponaria. O experimento foi realizado em casa de vegetacdo equipada com
canteiro de enraizamento com controle de temperatura de substrato (permitindo
manter o substrato em temperaturas entre 21 °C e 25 °C) e sistema automatizado de
rega por aspersdo, chamado Microjet® (que se caracteriza por pulverizar a gota de
agua sem produzir névoa). O ambiente foi mantido com umidade elevada durante
todo o periodo de experimento. Os autores avaliaram o efeito de diferentes
concentracfes de acido indolbutirico (AIB) sobre o enraizamento das estacas, bem
como a influéncia da posicdo das estacas na copa da “arvore-mae”. Os resultados
demonstraram que, nas condicdes empregadas, 0 enraizamento foi relativamente
facil apds quatro meses. A posicao das estacas na copa da “arvore-méae” influenciou
significativamente o enraizamento e a taxa de sobrevivéncia, sendo obtidos
melhores resultados com estacas provenientes das porcbfes média e baixa.
Entretanto, ndo foi observado efeito significativo da aplicacdo de AIB, nas
concentracOes testadas (0; 0,5; 1 e 2%), sobre a sobrevivéncia e capacidade de

enraizamento.

Tendo em vista as consideracdes acima relatadas, a proposta geral para este
capitulo inclui o estabelecimento de protocolos de propagacdo de Q. brasiliensis,
bem como o estabelecimento de sistemas in vitro para propagacéo clonal eficiente
da espécie e a anadlise dos fatores que interferem na producéo de saponinas. Assim,

temos como objetivos:

v' Determinar protocolos de propagacédo de Q. brasiliensis a partir de sementes

assépticas.

v' Avaliar a distribuicdo 6rgao-especifica e sazonal (ao longo de 2 anos) de

saponinas em plantas de Q. brasiliensis.

v" Analisar o efeito de fatores de estresses hiéticos (como ataque por patdégenos

e herbivoria, simulados pelo uso de moléculas sinalizadoras e dano mecéanico
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controlado) e abidticos (por exemplo, pela exposicdo a luz branca e
ultravioleta) na producgao de saponinas.

v Recomendar, com base nos resultados, procedimentos para propagacao e

cultivo de Q. brasiliensis, visando a obtencao de saponinas.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 MATERIAL VEGETAL

As partes aéreas e as sementes de Q. brasiliensis foram coletadas em area
nativa, local conhecido como Pareddo, no municipio de Riozinho, RS e na
propriedade do Prof. Dr. Gilson Moreira, no municipio de Cangucu, RS (Latitude:
31°5'19.5"; Longitude: 52°49'53.6" — No anexo 2 s&o apresentadas as coordenadas
geograficas de cada arvore, localizadas via satélite por GPS). Exsicatas destes
materiais foram depositadas no herbario do Departamento de Botanica da UFRGS
(ICN 137550 e 142953, respectivamente).

2.2 PROTOCOLOS DE PROPAGACAO

Tendo em vista a obtencdo de protocolos de propagacédo de Q. brasiliensis,
foram empregados, como material de partida, sementes e explantes oriundos de

culturas meristematicas.

Os ensaios de germinacdo com sementes de frutos maduros foram realizados
empregando trés sistemas diferentes: germinacdo em caixas Gerbox com papel
filtro, germinacdo em solo/vermiculita, previamente esterilizados, e germinacdo em
meio asseéptico. Para a germinacdo em meio asséptico foram utilizados os sais
empregados por Murashige & Skoog (1962) (0,1 x), suplementados ou ndo com
sacarose. Antes da inoculacdo as sementes foram superficialmente esterilizadas
com Dithane® (5 g/l, 20 minutos), etanol (70%, 1 minuto) e hipoclorito de sédio 2%
com algumas gotas de detergente neutro (10 minutos); todos os tratamentos foram
realizados com agitagcdo constante e, ao final da exposicdo ao hipoclorito, foram
realizadas 4 lavagens com agua destilada esterilizada.

As plantas obtidas pelos ensaios de germinacdo foram utilizadas no
estabelecimento de culturas de partes aéreas, para avaliacdo da distribuicdo 6rgéo-
especifica das saponinas e variacdo de acumulo destes metabdlitos ao longo da

ontogenia inicial.

68



Um outro modo de se propagar uma espécie € através do enraizamento de

explantes cultivados in vitro, o qual foi realizado e ser& descrito no item 2.4.

2.3 ESTABELECIMENTO DE CULTURAS DE PARTES AEREAS

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, agar Merck® grau microbiolégico extra puro (6 g/l) e o horménio
benzilaminopurina (BAP) na concentracdo 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 °C e 0,15 MPa por 25 minutos.

Os explantes foram mantidos em sala de crescimento a 25 £ 2 °C, com
fotoperiodo de 16 horas de luz com radiagdo fotossinteticamente ativa (PAR) de
aproximadamente 45 umol /m? s, mantida por lampadas 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/I,
tiamina (0,4 mg/l), inositol (100 mg/l), &gar Merck® grau microbiolégico extra puro (6
g/l), e tratamentos utilizando diferentes concentragbes de auxinas, em sistema de
exposicao por pulso ou continuo. Nos experimentos que empregaram o sistema de
pulso os explantes foram mantidos em meio de inducdo (com auxina) por quatro
dias, seguido de transferéncia para meio de formacdo (ou seja, meio sem auxina,

suplementado com carvao ativado 1 g/l).

Os meios tiveram o pH ajustado para 5,8 = 0,1, sendo posteriormente
esterilizados por autoclavagem a 121 °C e 0,15 MPa por 25 minutos. Os
experimentos foram realizados utilizando-se frascos de 20 ml cobertos com dupla
camada de papel aluminio, contendo dois explantes por frasco e 6 ml de meio.
Todos os experimentos foram realizados em sala de crescimento a 25 = 2 °C, em 16
horas de fotoperiodo, com PAR de aproximadamente 45 pmol /m? s, mantida por

lampadas fluorescentes brancas. Os experimentos foram repetidos por, no minimo,
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duas vezes. Com base em resultados preliminares obtidos a partir de estudos piloto

foram delineados os experimentos subsequentes.

A fim de avaliar a influéncia da estabilidade da auxina sobre o enraizamento
dos explantes de Q. brasiliensis, foram empregadas as auxinas: acido indolacético
(AIA), &cido indolbutirico (AIB) e &cido naftalenoacético (ANA), na concentracdo de
10 mg/l, além de um tratamento controle sem auxina, todos em sistema de

exposicdo continuo. Foram utilizados 40 explantes por tratamento.

Outro experimento foi delineado empregando-se 0s seguintes tratamentos,
AIB 1 e 10 mg/l e AIA 10 mg/l , em sistema continuo, 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 apés o
inicio de cada experimento, sendo utilizado como substrato uma mistura de
vermiculita:areia (2:1). Algumas plantas foram congeladas para analise da producéo
de QB-90.

2.5 IDENTIFICACAO DE FATORES QUE AFETAM A PRODUCAO E ACUMULO DA

FRACAO QB-90 EM Q. BRASILIENSIS

Os explantes enraizados, previamente adaptados a ambiente ex vitro, foram
utilizados para a avaliacdo dos efeitos da aplicacdo de &cido salicilico e &cido
jasmonico, bem como de dano mecéanico controlado e da exposicao a luz ultravioleta
B (UVB) e C (UVC), sobre a producdo de QB-90. Em todos os tratamentos as
plantas foram mantidas em sala de crescimento a temperatura 25 = 2 °C, com

fotoperiodo 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 extraidas

e analisadas individualmente por CLAE.
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2.5.1 Acido Salicilico

Para a execuc¢do deste ensaio foi preparada uma solucao de acido salicilico 5
mM, a qual foi aspergida sobre as plantas (até ponto de escorrimento iminente) trés
vezes ao dia, nos dias zero, 2, 4 e 6. Nesses mesmos dias foram utilizados 50 ml
dessa solucdo para regar as plantas. Outro grupo de plantas foi regado e aspergido
com agua bidestilada nos mesmos dias e horarios que as tratadas com acido

salicilico.

Cinco plantas de cada grupo foram coletadas nos dias zero, 2, 4 e 6
congeladas individualmente em nitrogénio liquido e mantidas a -80 °C até a

liofilizacao.

2.5.2 Acido Jasm®dnico

Foram preparadas duas solu¢des de &cido jasménico, nas concentracdes de
40 e 400 uM. As 40 plantas utilizadas neste ensaio foram divididas em grupos,
compreendendo 4 plantas para o dia zero e 12 plantas para cada tratamento
(controle, acido jasménico 40 uM e acido jasmonico 400 uM), sendo coletadas 4
plantas de cada tratamento nos dias 2, 4 e 6, as quais foram congeladas

individualmente em nitrogénio liquido e mantidas a -80 °C até a liofilizacao.

O esquema de administracdo das solucdes de &cido jasmdnico e para a
solucao controle foi de trés aspersdes diarias nos dias zero, 2, 4 e 6, sendo ainda
realizada a rega com 50 ml das respectivas solucdes nos mesmos dias. Tendo em
vista a volatilidade do acido jasmoénico, as plantas foram cobertas com plastico
transparente e mantidas assim durante uma hora ap0s a aspersao das respectivas

solugdes (Figura 4.1).
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Figura 4.1: Plantas tratadas com solucdes de &cido jasmonico (A) e com solugdo controle
(B), mantidas sob plastico transparente durante uma hora apds a asperséo das respectivas
solucoes.

2.5.3 Dano Mecéanico

O dano mecanico foi aplicado realizando-se cortes com tesoura, no dia zero,
em trés quartos da superficie foliar total das plantas. As plantas danificadas foram
comparadas com plantas intactas.

O esquema de coleta, armazenagem, liofilizacdo, extracdo e andlise das

plantas foi 0 mesmo empregado nos experimentos acima descritos.

2.5.4 Exposicdo a luz UvC

No dia zero, as plantas foram colocadas em uma camara fechada dividida em
dois compartimentos, em um dos compartimentos as plantas foram expostas a luz
UVC (lampada germicida, 2 max. 254 nm, 16hs por dia, 10.5 kJ. cm™) e no outro,

expostas somente a luz branca.

Em virtude da forte agresséo sofrida pelas plantas expostas a luz UVC, foi
necessario coleta-las nos dias 2, 3 e 4, uma vez que ja no dia 2 essas apresentavam
algumas folhas secas e no dia 3 algumas ja perdiam folhas. Do mesmo modo que
nos experimentos anteriores as plantas assim obtidas foram congeladas
individualmente em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C até serem submetidas

a liofilizagéo.
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2.5.5 Exposicao a luz UVB

Da mesma forma que no experimento anterior, as plantas foram subdivididas
em dois grupos, codificadas como grupo controle as plantas expostas somente a luz
branca e como grupo tratamento, as plantas expostas a luz UVB (lampada UVB
313EL, A max. 313 nm, Q-Lab, Cleveland, Ohio, USA, fotoperiodo de 16hs, lampada
distante cerca de 45 cm das plantas). A amostragem foi realizada nos dias 7 e 14,
seguindo-se o congelamento, a liofilizacdo, a extracdo e a andlise individual de cada

planta.

2.6 ANALISE SAZONAL DE QB-90 EM Q. BRASILIENSIS

O conteudo de saponinas em folhas de plantas nativas foi analisado ao longo
das estacdes, durante dois anos. As plantas, pertencentes a propriedade do Prof.
Dr. Gilson Moreira — Departamento de Zoologia-UFRGS localizada no municipio de
Cangucu, RS, foram previamente identificadas e marcadas, sendo as partes aéreas

coletadas individualmente. Um total de trinta individuos foi analisado.

As partes aéreas foram coletadas de forma padronizada quanto a orientacao
solar, ou seja, foram coletadas amostras nas diferentes orienta¢des. Folhas e ramos
foram separados, congelados e liofilizados. Para a extracdo, as folhas foram

reunidas em grupos de trés individuos, totalizando dez repeticdes.

2.7 ANALISE DA DISTRIBUICAO ORGAO-ESPECIFICA E ONTOGENETICA DE QB-

90 EM Q. BRASILIENSIS

Com o objetivo de analisar a distribuicdo 6rgao-especifica das saponinas de
interesse foram realizados dois experimentos. Primeiramente, cinco plantas
propagadas no laboratério tiveram suas raizes, caules e folhas separados,
congelados, liofilizados e extraidos 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 concentracbes de QB-90 em diferentes
orgaos de individuos adultos, foram coletadas, em agosto de 2004, cascas, folhas e

ramos de nove individuos, no municipio de Cangucu. As partes vegetais foram
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agrupadas em “pools” de trés individuos, de maneira a obter-se grupos idénticos
para cada uma das trés partes vegetais. Estes “pools” foram liofilizados, extraidos e
analisados por CLAE quanto ao conteudo de QB-90.

Visando determinar o conteddo de saponinas bioativas ao longo da
ontogénese foram analisadas por CLAE sementes germinadas (com radicula
visivel), sementes germinadas com emergéncia de cotilédones, plantulas com duas
e com quatro folhas. Frutos maduros foram coletados, suas sementes foram
separadas e superficialmente esterilizadas conforme descrito no item 2.2 deste
capitulo. Tendo em vista a necessidade da utilizacdo do antifungico Dithane na
assepsia de sementes de Q. brasiliensis, ndo habitual na rotina do laboratério, foram
analisadas sementes superficialmente esterilizadas com e sem utlizagcdo do
antifangico, com a finalidade de verificar se este poderia ou n&o interferir no
conteudo de QB-90. Apés a coleta, as amostras foram imediatamente congeladas

em nitrogénio liquido e mantidas a -80 °C até a liofilizacao.

2.8 EXTRACAO E ANALISE DAS SAPONINAS

O material vegetal foi extraido conforme apresentado no Capitulo Il (item 3.2)
e analisado por CLAE, empregando-se método analitico desenvolvido e validado,

descrito anteriormente.

2.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados estatisticamente por ANOVA seguida por
teste de Duncan (quando pertinente). Nas situacdbes em que nao houve
homogeneidade de variancias, empregou-se analise de variancia por ANOVA de
Welch seguida por teste de Dunnett-C. Os programas estatisticos utilizados foram
SPSS e SAS.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 PROTOCOLOS DE PROPAGACAO

Com o intuito de desenvolver protocolos de propagacdo de Q. brasiliensis,
diferentes experimentos foram realizados por meio de germinacdo de sementes e
enraizamento de explantes provenientes de culturas de meristema apical, sendo

este Ultimo descrito no item 3.3.

Os experimentos de propagacdo por meio de germinacdo de sementes
demonstraram que ha um diferencial consideravel na taxa de germinacdo conforme
0 substrato. Foi verificada uma taxa de germinacdo 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 germinacdes in vitro e em caixas Gerbox (Figura 4.2) sao mais
adequadas para a espécie em estudo. Pode ser observado ainda que a presenca de
sacarose no meio aumenta os indices de contaminagdo e que a presenca de luz
parece diminuir este percentual nos meios sem sacarose, mas nao interferir nos

meios com sacarose (Figura 4.3).

Figura 4.2: Sementes germinadas sob condi¢Bes assépticas.

A — Plantulas oriundas de sementes germinadas em caixas Gerbox, transferidas para
solo/vermiculita, em fase de adaptacédo ao ambiente ex vitro.

B - Plantulas obtidas por germinacdo 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.
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Figura 4.3: Percentuais de germinacdo e contaminacdo 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 ap0s a inoculacao nos respectivos meios de germinagao.

3.2 ESTABELECIMENTO DE CULTIVOS DE PARTES AEREAS

Foram estabelecidas culturas de partes aéreas, pela utilizacdo de BAP na
concentragédo de 0,05 mg/l (Figura 4.4). As culturas apresentaram um crescimento

adequado, combinando alongamento e brotacdes, sendo repicadas a cada dois
meses.

Figura 4.4: Culturas meristematicas de Q. brasiliensis com 45 dias.

O emprego de BAP em maiores concentragdes resultou em grande namero
de brotacbes sem alongamento dos explantes, ndo sendo adequado para a
obtencdo de material de partida a ser utilizado em ensaios de enraizamento.
PREHN e colaboradores (2003) relataram a utilizacdo de BAP e Zeatina, ambos na
concentragcdo de 1 mg/l, em ensaios de multiplicacdo 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 meristematicos. A espécie em estudo mostrou-se de facil enraizamento,
tendo em vista o elevado percentual de plantas enraizadas (em média 70%) nos

tratamentos controle (sem auxina).

A influéncia 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 hormoénios AIA, AIB e ANA, na concentragéo de
10 mg/l, e um tratamento controle (sem auxina). O sistema utilizado foi de exposi¢cao
continua, empregando-se 40 explantes por tratamento. Foi verificado que na
presenca de AIB e ANA houve a formagao de calos na extremidade do explante, e
que as raizes 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
presenca de auxina no meio inibe o alongamento da raiz, entretanto esse efeito
inibitério ndo é observado no tratamento com AIA, provavelmente por esta ser uma

auxina mais instavel, 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 apdés a inoculacdo em meio de
enraizamento.

Foi possivel verificar ainda que o ndmero meédio de raizes por explante
enraizado nado variou significativamente entre os tratamentos com AlA, 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 raizes, os tratamentos com AlA e controle
apresentaram comprimento médio de raizes 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 concentracdes testadas, parece
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nao ter um efeito pronunciado no ndmero de raizes por explante, mas interfere

significativamente no alongamento destas raizes.

O efeito das diferentes auxinas sobre o contetdo de QB-90 foi avaliado.
Explantes enraizados foram congelados em nitrogénio liquido (50 dias ap0s o inicio
do experimento), extraidos e analisados por CLAE. O emprego de AlA, AIB ou ANA
ndo demonstrou afetar significativamente o conteiddo de QB-90, embora uma
tendéncia a menores teores tenha sido observada em plantas oriundas de meios
com AIB e ANA (dados ndo mostrados). Tal tendéncia pode ser devida a formacao

de calos na base dos explantes.

54 a
a
4 -

2 4]
N a —
3 a,b E 3. a
x 34 S
35 2
o S 2
S 24 b g b
1S =
Nt g_
z

1 5 11

o c
0 - 0
Controle AlA AlB ANA Controle AlA AlB ANA
Tratamentos Tratamentos
A B

Figura 4.6: Numero (A) e comprimento (B) médio de raizes por explante de Q. brasiliensis,
expostos continuamente a AIA, AIB, ANA ou controle sem auxina, por 50 dias. Letras
diferentes demonstram diferencas significativas entre os tratamentos, conforme teste de
Dunnett-C, realizado apés analise de variancia por ANOVA de Welch (p < 0,05).

A fim de avaliar o efeito de diferentes concentracbes de AIB (auxina com
estabilidade intermediaria) sobre o enraizamento de explantes de Q. brasiliensis, os
tratamentos, AIB 1 e 10 mg/l, em sistema continuo, e AIB 50 mg/l em sistema de
pulso, com seus respectivos controles, foram empregados. Tais concentracdes e
sistemas de exposicao foram definidos a partir dos resultados preliminares obtidos
em experimento piloto. Tendo em vista o0 resultado satisfatorio obtido com a
utilizacao de AIA (10 mg/l), este tratamento foi mantido. Os resultados demonstraram

que AIB 50 mg/l, em pulso, induziu um numero médio de raizes por explante
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enraizado significativamente maior que os demais tratamentos (Figura 4.7 A); no
entanto, foi observada a presenca de calos entre a extremidade inferior do explante
e as raizes formadas, em todos os explantes, o que é indesejado, pois torna o
sistema radicular formado menos robusto (DE KLERK et al., 1999). Novamente n&o
foi verificada diferenca significativa no nimero médio de raizes por explante entre os
tratamentos com AIA e AIB na mesma concentracdo (10 mg/l). Quanto ao
comprimento médio de raizes 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 exposi¢cdo continua
foram de aproximadamente 95% no tratamento com AlA, 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%. E relatada uma taxa de enraizamento de
aproximadamente 59% com a utilizacdo de AIB (0,1 mg/l) em experimentos de

micropropagacao de Q. saponaria (PREHN et al., 2003).

3.4 IDENTIFICACAO DE FATORES QUE AFETAM A PRODUCAO E O ACUMULO DA

FRACAO QB-90 EM Q. BRASILIENSIS

A fim de identificar possiveis fatores que influenciem a producdo e o acumulo
de saponinas bioativas em Q. brasiliensis, plantas cultivadas no laboratério sob
condigbes controladas foram tratadas com 4&cido salicilico, &cido jasménico,
expostas a dano mecéanico controlado e a luz ultravioleta B e C. Foram realizadas
amostragens ao longo do tempo, sendo as plantas posteriormente congeladas,
liofilizadas e extraidas individualmente conforme descrito no item 3.2 do Capitulo 1.
Os extratos obtidos foram liofilizados e analisados por CLAE, empregando o método
desenvolvido e validado, descrito no referido capitulo. A concentracdo de QB-90 foi

expressa em g/100g de planta seca (ou seja, % de peso seco).
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Figura 4.7: Numero (A) e comprimento (B) médio de raizes por explante de Q. brasiliensis,
expostos aos tratamentos, AIB 1 mg/l, AIB 10 mg/l e AIA 10 mg/l, em sistema continuo, e
AIB 50 mg/l em sistema de pulso, com seus respectivos controles. Letras diferentes
demonstram diferengas significativas entre os tratamentos, conforme teste de Duncan (p <
0,05).
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3.4.1 Acido Salicilico

As plantas foram tratadas com solu¢éo de acido salicilico (5 mM) ou solucéo
controle, nos dias zero, 2, 4 e 6, sendo amostradas nesses mesmos dias. A
concentracdo da solucédo de &cido salicilico foi selecionada com base em dados da
literatura, e 0o esquema administracdo das solucdes e de amostragem das plantas,
em experiéncias prévias do grupo de pesquisa. O tratamento foi bem tolerado pelos
individuos testados. Nao foi possivel verificar qualquer influéncia deste elicitor sobre
a producdo de QB-90 durante o periodo de experimento. Os resultados obtidos

estdo apresentados na Figura 4.8.
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Figura 4.8: Efeito da aplicacdo exdgena de &cido salicilico sobre o conteddo de QB-90 (%
peso seco), analisado por CLAE. O teor de QB-90 em plantas tratadas com solucao controle
é representado pelas barras claras e em plantas tratadas com solucao de acido salicilico por
barras escuras, nos diferentes dias de coleta (dias 2, 4 e 6). Nao foi verificada diferenca
significativa por ANOVA (p < 0,05) entre tratamento e controle em cada dia de amostragem.

O &cido salicilico é uma molécula sinalizadora envolvida em mecanismos de
defesa a ataque por patdogenos e associada ao estabelecimento de resisténcia
sistémica adquirida (METRAUX, 2002). Sua influéncia na producdo de metabdlitos
secundarios tem sido avaliada. Segundo GREGIANINI e colaboradores (2004), a
aplicacdo exogena de acido salicilico ndo afetou o teor de braquicerina (alcaldide
indol-monoterpénico) em Psychotria brachyceras, nas condi¢cdes testadas. No
estudo realizado por ALI e colaboradores (2006) foi verificado que este elicitor
influenciou o acumulo de ginsenosideos em culturas em suspensao de raizes de

Panax ginseng, no entanto foi observado um decréscimo significativo na biomassa
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de raizes tratadas com acido salicilico quando comparadas ao controle. Apesar de
pertencerem a classe das saponinas triterpénicas, 0s ginsenosideos sao
estruturalmente diferentes das saponinas de Q. brasiliensis, visto que essas sdo
saponinas triterpénicas pentaciclicas, enquanto que o0s ginsenosideos sé&o
tetraciclicos, derivando de diferentes precursores biossintéticos, o que pode estar
relacionado aos efeitos contraditorios observados com a aplicacdo exdgena de acido

salicilico.

3.4.2 Acido Jasmonico

Para a realizacdo deste experimento, as plantas foram subdivididas em trés
grupos: o primeiro foi tratado com solucdo controle, o segundo, com solucdo de
acido jasmonico 40 uM e o terceiro, com solucdo de &cido jasménico 400 uM. As
respectivas solu¢gbes foram administradas aos grupos nos dias zero, 2, 4 e 6, dias
em que foram realizadas as amostragens. Tanto as concentracfes de acido
jasménico como o0s esquemas de administracdo das solucdes e de amostragem
foram selecionados com base em resultados preliminares e em experimentos
realizados com outras plantas arboreas. Conforme pode ser observado na Figura
4.9, os tratamentos foram bem tolerados pelas plantas em estudo durante todo o

periodo de experimento.

Foi verificado, no dia 2, aumento significativo no conteido de QB-90 nas
plantas tratadas com &cido jasmonico 400 uM (Figura 4.10). Neste mesmo ponto de
amostragem, foram obtidas quantidades equivalentes de QB-90 para as plantas

tratadas com solucao de acido jasménico 40 uM e com solucédo controle.

Na Figura 4.10 observa-se para o dia 4 uma tendéncia de aumento da
concentracdo de QB-90 nas plantas tratadas com as solucdes de &cido jasmonico
em relacdo ao controle. E possivel, ainda, perceber que a concentracdo de 400 uM
tende a induzir maior acumulo que a concentracdo de 40 uM. No entanto, nédo foi

verificada diferenca estatisticamente significativa.

No ultimo dia de experimento foi observado um aumento no teor de QB-90
obtido com o tratamento de acido jasmonico 40 uM, estatisticamente superior aos

demais tratamentos (Figura 4.10). Assim, foi verificado que a aplicacdo de acido
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jasmonico exdgeno induziu a produgédo de QB-90 em ambas concentragdes, sendo

observada uma resposta mais rapida para a solu¢do de concentracdo mais elevada.

Tem sido relatado o aumento de saponinas triterpénicas por acido jasmonico
ou seu metil éster (metil jasmonato) em culturas de Centella asiatica, 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
gue estas moléculas sinalizadoras desempenham um papel importante no processo
de transducdo 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 solugdo controle (A), solucdo de acido jasménico 40 uM
(B) e 400 uM (C) no ultimo dia de experimento (dia 6).
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Os

ao.

do experimento, sendo congeladas individualmente e submetidas a extrac
os resultados do dia 4 indica a inexisténcia de diferencga significativa de acordo com ANOVA

diferentes de acordo com ANOVA e teste de Duncan (p < 0,05). A auséncia de letras para
e teste de Duncan (p < 0,05).

extratos obtidos foram analisados por CLAE. As barras claras representam o contetudo de
QB-90 em plantas tratadas com solucdo controle, as barras quadriculadas o conteddo em
plantas tratadas com solucédo de acido jasmonico 40 uM e as barras pretas com solucado de
acido jasmonico 400 uM. Valores com letras diferentes nos dias 2 e 6 sao significativamente

3.4.3 Dano Mecéanico

O dano mecanico foi aplicado no dia zero em trés quartos da superficie foliar,

sendo, entdo, estas plantas mantidas nas mesmas condicbes 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

h& uma tendéncia no aumento da concentracdo de QB-90 nas plantas expostas a

foi estatisticamente

dano mecanico nos dias 4 e 6; no entanto, esta diferenca nao

no segundo ponto de

verificado,

foi

Em outro experimento,

significativa.

-90 em plantas sob dano mecanico significativamente

lo de QB
superior ao obtido para as plantas intactas (dados ndo mostrados).

, acumu

amostragem

Estes resultados corroboram os obtidos no experimento que empregou acido

, uma vez que esta molécula sinalizadora esta

fator de estresse

jasmonico como

envolvida na transducdo 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 aplicagdo de dano mecéanico sobre a concentracéo de QB-90 (% peso
seco) em Q. brasiliensis, analisada por CLAE. As barras claras representam o contetido de
QB-90 em plantas intactas e as barras tracejadas o conteido em plantas danificadas. No
topo das barras, estdo mostrados os erros padrédo das médias. As plantas foram amostradas
nos dias 2, 4 e 6 apos a aplicacdo do tratamento. N&o houve diferenca significativa entre os
tratamentos de acordo com ANOVA (p < 0,05).

3.4.4 Exposicao a luz UvVC

As plantas testadas foram expostas a luz UVC no dia zero, sendo mantidas
assim durante todo o periodo de experimento. Em virtude do forte efeito negativo
desta radiacdo, 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 concentracdo de QB-90 foi comparada, entre 0s grupos controle e
tratamento, em cada ponto de amostragem, sendo observado maior acumulo desta
nas plantas expostas a luz UVC em todos os pontos (Figura 4.12). Verificou-se
ainda um aumento na producdo de QB-90 com o decorrer do experimento, sendo

obtida uma concentracdo significativamente superior no dia 4 em relacdo aos dias 2

e 3.
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Figura 4.12: Efeito da exposicdo a luz UVC sobre o conteado de QB-90 (% peso seco),
analisado por CLAE. As barras claras representam a concentracdo de QB-90 em plantas
expostas a luz branca e as barras escuras a concentracdo em plantas expostas a luz UVC.
As plantas foram amostradas nos dias 2, 3 e 4 apés o inicio 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 Exposicédo a luz UVB

As plantas foram expostas a luz UVB no dia zero, sendo mantidas nessas
condicbes durante 14 dias. Conforme pode ser observado na Figura 4.13, de modo
geral, o tratamento foi bem tolerado pelas plantas durante todo o periodo de

experimento.

Ha uma tendéncia de aumento na producdo e acumulo de QB-90 nas plantas
expostas a luz UVB (Figura 4.14). Entretanto, esta ndo se mostrou estatisticamente
significativa, ndo sendo observada diferenca na concentracéo da fracdo de interesse

nem entre os controles, nem entre os tratamentos, no decorrer do experimento.

Figura 4.13: Plantas expostas a luz branca (A) e a luz UVB (B), no ultimo dia de
experimento (dia 14).
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Figura 4.14: Efeito da exposicdo a luz UVB sobre o contetdo de QB-90 (% peso seco),
analisado por CLAE. As barras claras representam a concentracdo de QB-90 em plantas
expostas a luz branca e as barras escuras a concentracdo em plantas expostas a luz UVB.
No topo das barras, estdo mostrados os erros padrdo das médias. As plantas foram
amostradas nos dias 7 e 14 apés o inicio do experimento. Nao houve diferenca significativa
entre os tratamentos nos dias analisados de acordo com ANOVA (p < 0,05).

A maior inducéo de resposta de producdo de saponinas por UVC pode estar
relacionada & maior energia deste tipo de radiacdo comparada a UVB. Porém, a
tendéncia de resposta a UVB é importante, uma vez que este tipo de radiagdo UV é
a ecologicamente relevante, por atingir a superficie terrestre. Os resultados de
inducdo de saponinas por luz UVC e tendéncia de indug¢do por UVB sugerem um
papel protetor de saponinas contra este tipo de radiacdo. Embora os metabdlitos
mais frequientemente induzidos na resposta de defesa a UV sejam flavonodides,
antocianinas e ceras cuticulares, o envolvimento de outras classes de compostos,
como alcaldides, ja foi relatado (JANSEN et al.,, 1998). Este papel protetor de
metabolitos contra irradiancia nociva pode ser exercido tanto pela absorcdo de luz
na faixa do espectro UV, como também pela capacidade de neutralizar espécies
reativas de oxigénio geradas por UV nas células (JANSEN et al., 1998). Respostas
protetoras desta dupla natureza ja foram relatadas para alcaldides (GREGIANINI et
al., 2003). A ocorréncia de inducdo de metabdlitos responsivos a dano mecanico
também por UV ndo é surpreendente, uma vez que ambos fatores sdo capazes de
gerar estresse oxidativo nas células, inclusive compartilhando partes das vias de

sinalizacao que resultam no acumulo de metabdlitos (CONCONI et al., 1996).
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3.5 ANALISE SAZONAL DE QB-90 EM Q. BRASILIENSIS.

Para a analise sazonal de saponinas na espécie alvo, trinta plantas foram
previamente identificadas e marcadas. Suas partes aéreas foram coletadas a cada
estacdo, ao longo de dois anos. Posteriormente a cada coleta procedeu-se a
selecéo de folhas saudaveis, o congelamento, a liofilizacdo e a extracdo 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 concentracdo de QB-90 nesta Ultima
estacao (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
concentracdo de QB-90 no inverno de 2005 (Figura 4.15 B). Os resultados sugerem
que o fator determinante da maior producdo de QB-90 foi a reducdo de insolacao,
geralmente associada a periodos de baixa pluviosidade (Tabela 4.1). Tomando-se
por base os dois meses anteriores a data de cada coleta, verifica-se que os periodos
de maior rendimento de QB-90, inverno e outono de 2005, apresentaram estas
caracteristicas. Além disso, as outras estacdes de rendimento aparente maior em
relacdo as suas correspondentes em anos seguintes (primavera de 2004 e verdo de
2005) também apresentaram menores indices de insolacdo e pluviosidade (Tabela
4.1).

Estes resultados sugerem a necessidade de estudos adicionais com
intensidade e qualidade de luz, bem como estresse hidrico em relacdo a producéo
de saponinas. De fato, ha relatos de aumento nos teores de saponinas triterpénicas
em Panax quinquefolius com irradiancia contendo vermelho-extremo, tipica de
ambientes sombreados (FOURNIER et al.,, 2003). Por outro lado, os estresses
osmotico e hidrico sdo caracteristicamente associados a estresse oxidativo. Em
culturas de células de Panax notoginseng, estresse osmotico resultou em maior

producao de saponinas (ZHANG et al., 1995).
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Tabela 4.1: Relacdo entre as condi¢gfes climéticas (insolacdo, pluviosidade e temperatura
média) no periodo de coleta e a producédo de QB-90 em folhas de Q. brasiliensis, coletadas
sazonalmente durante dois anos.

Periodo Meses Insolagéo Pluviosidade (mm) | Temperatura | Teores Relativos de QB-90
(média mensal) (média mensal) Média (°C) (* = maior teor)
Inverno 2004 junho e julho 125,0 152,5 12,9 *
Inverno 2005 junho e julho 100,0 73,9 14,3 Fhkkkk
Primavera 2004 setembro e 149,3 162,4 16,3 *k
outubro
Primavera 2005 setembro e 164,6 217,0 12,8 - outubro *
outubro indisponivel
Verdo 2005 novembro e 144,9 43,6 19,8 Hohk
dezembro
Verao 2006 dezembro 2534 80,4 22,0 *
janeiro
Outono 2005 marco e abril 146,6 138,4 19,6 falakat
Outono 2006 marco e abril 205,1 65,7 20,0 *

3.6 ANALISE DA DISTRIBUICAO ORGAO-ESPECIFICA E ONTOGENETICA DE QB-

90 EM Q. BRASILIENSIS

Raizes, caules e folhas de plantas propagadas no laboratério (n = 5) foram
extraidas e analisadas individualmente por CLAE quanto ao conteudo dos
metabolitos de interesse. Neste experimento, as folhas apresentaram uma

concentracao significativamente maior de QB-90 que raizes e caules (Figura 4.16).

O rendimento do extrato de folhas € superior aos demais 0 que contribui para maior
concentracdo de QB-90 neste 6rgdo, quando considerado o percentual em relacao
ao peso seco.

A concentracdo das saponinas de interesse também foi comparada em
cascas, folhas e ramos, coletados de nove individuos adultos, em agosto de 2004 no
municipio de Cangucu. Cada parte vegetal foi agrupada em pools de trés individuos.
Conforme observado na Figura 4.17, nao foi verificada diferenga significativa no

conteudo de QB-90 nas condi¢cdes testadas.
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Figura 4.15: Analise sazonal da concentracdo média de QB-90 em folhas de Q. brasiliensis,
coletadas no municipio de Cangucu, 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 séao significativamente diferentes de acordo com teste
de Duncan (p < 0,05).
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A fim de verificar o conteddo de saponinas de interesse ao longo do
desenvolvimento ontogenético de Q. brasiliensis, foi realizado o doseamento do
conteudo de QB-90 em sementes germinadas com radicula visivel, plantulas com
cotilédones e em plantulas 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 indice de contaminacdo fungica das mesmas, foi avaliada a
influéncia do emprego de Dithane (antifungico utilizado em nossos experimentos) no
contetdo de QB-90 das sementes germinadas. Neste estudo, observou-se uma
maior concentracdo dos metabdlitos de interesse no estagio de quatro folhas, o qual
diferenciou-se estatisticamente dos demais, que por sua vez nao se diferenciaram

entre si (Figura 4.18).

Os resultados sugerem que folhas de Q. brasiliensis constituem uma boa
fonte de saponinas da fracdo 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 individuos adultos (Fig. 4.16 e Fig. 4.17), porém,
dependendo da estacdo e condi¢cdes de campo, o conjunto de folhas de diferentes
idades de plantas adultas pode conter teores superiores destas saponinas (Fig.
4.15).
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Figura 4.16: Distribuicdo de QB-90 nas diferentes partes vegetais (raiz, caule e folhas) de
plantas propagadas em laboratério (n = 5). Valores com letras diferentes séo
significativamente diferentes de acordo com ANOVA e teste de Duncan (p < 0,05).
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Figura 4.17: Distribuicdo de QB-90 nas diferentes partes vegetais (cascas, folhas e ramos)
de individuos adultos, coletados no inverno de 2004 no municipio de Cangugu — RS. N&o
houve diferenca significativa entre os 6rgaos analisados de acordo com ANOVA e teste de

Duncan (p < 0,05).
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Figura 4.18: Distribuicdo de QB-90 ao longo do desenvolvimento ontogenético em Q.
brasiliensis. Valores com letras diferentes séo significativamente diferentes de acordo com

ANOVA e teste de Duncan (p < 0,05).
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CAPITULO V. CONSIDERACOES FINAIS







Q. brasiliensis é uma espécie nativa encontrada nos estados de Sao Paulo ao
Rio Grande do Sul. Estudos anteriores realizados pelo grupo relataram a presenca,
nas folhas, de saponinas funcional e estruturalmente semelhantes as encontradas
nas cascas de sua espécie congénere chilena, Q. saponaria (KAUFFMANN, 2002;
KAUFFMANN et al., 2004). A fracdo QB-90, purificada por KAUFFMANN (2002), é
uma fracdo 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 cromatografico de QB-90 foi caracterizado por CCD, com 0 emprego
de sistema eluente composto por n-butanol: acido acético: agua, na proporcéo 5:1:4
(v/v) e cromatofolhas de gel de silica como adsorvente. A andalise de QB-90 por esta
metodologia permitiu verificar um que as saponinas de Q. brasiliensis apresentam
um comportamento cromatografico semelhante aos extratos purificados de Q.

saponaria, disponiveis comercialmente, QUIL-A® e saponinas Sigma®.

No intuito de caracterizar quantitativamente esta fracdo, foi desenvolvido um
método por CLAE empregando coluna de fase reversa Cg (Waters Spherisorb®),
sistema isocrético acetonitrila:agua (65:35), fluxo de 0,8 ml/min e deteccdo a 214
nm. O método desenvolvido foi validado avaliando-se os parametros de linearidade
e intervalo de variagdo, precisdo, exatidao, limite de detecgao, limite de
quantificacdo e robustez, preconizados pela RE 899 (BRASIL, 2003). Os resultados
obtidos apresentaram-se em conformidade com o exigido pela legislacdo, sendo o
método considerado adequado para a deteccdo e doseamento da fracdo QB-90 em

extratos aquosos de Q. brasiliensis.

Tendo em vista a deteccdo de atividade adjuvante de QB-90 comparavel a
QUIL-A®, em estudos anteriores realizados pelo grupo (KAUFFMANN, 2002), foi
avaliada a toxicidade desta fracdo, em camundongos. Doses de 50 a 800 ug de QB-
90 foram administradas, por via subcutanea, a grupos de seis animais, sendo
utilizado um regime de duas administracbes com intervalo de uma semana. Foi
observado enrijecimento subcutaneo local em um dos animais pertencente ao grupo
de que recebeu 400 ug de QB-90 e em trés animais que receberam a dose de 800
ug. Além disso, ocorreram trés mortes apds a segunda administracdo da dose de
800 ug.
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A curva dose-resposta para a atividade adjuvante da fracdo QB-90 foi
delineada empregando-se como antigeno BoHV-1 e como controles Quil-A® ou
somente o virus sem adicdo de adjuvante. O intervalo de doses entre 50 a 200 ug 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 quantificacdo do nivel de
imunoglobulinas anti-BoHV-1 (IgG). Néo foi detectada diferenca significativa no perfil
de resposta obtido para as formulacdes que empregaram diferentes quantidades de
QB-90, bem como entre estas e QUIL-A®. Estes resultados indicam a auséncia de
um perfil dose-dependente para a atividade adjuvante de QB-90, nas doses

testadas.

Assim, denota-se a potencial utilizacdo da espécie brasileira na obtencéo de
saponinas de interesse industrial. No entanto, é necessario desenvolver estratégias
para uma exploracdo racional e sustentada dos recursos naturais, de modo a
preservar o ambiente natural e produzir matéria-prima com maximo rendimento em
saponinas, para utilizacao industrial. Neste contexto, foram realizados estudos de
propagacédo clonal e germinacdo da espécie, além de ensaios visando conhecer 0s
fatores que afetam o rendimento dessas saponinas, bem como a fisiologia de

acumulo destes compostos.

Estudos de propagacédo a partir de sementes de Q. brasiliensis foram
realizados, sendo possivel determinar um protocolo adequado para a assepsia e
germinacdo das sementes e verificar uma alta taxa de germinacdo para sementes
germinadas em condicbes assépticas. Um protocolo de micropropagacao foi
estabelecido por meio do enraizamento de explantes provenientes de culturas
meristeméaticas, as quais foram estabelecidas com o emprego de BAP (0,05 mg/l). O
alto percentual de explantes enraizados em meios sem adi¢cdo de auxina denota que
a espécie € de facil enraizamento. Todavia, 0 emprego de AIA mostrou-se mais
adequado para a propagacao desta espécie, uma vez que aumentou 0 numero
médio de raizes por explante enraizado, quando comparado a meios sem adicdo de
auxina, sem afetar negativamente o alongamento das raizes, como ocorreu com 0
emprego de AIB e ANA. O sistema radicular formado nos explantes enraizados com

AlIA mostrou-se robusto, visto a auséncia de calos na extremidade inferior do

100



explante e a elevada taxa de sobrevivéncia destas plantas quando transferidas para

meio ex vitro.

Com o intuito de identificar possiveis fatores de influéncia sobre a producéo e
acumulo de QB-90 em Q. brasiliensis, foi avaliado o efeito da aplicacdo foliar dos
elicitores acido salicilico e acido jasmoénico, bem como de dano mecanico controlado
e da exposi¢cdo a luz UVB e UVC, em plantas cultivadas no laboratorio a partir do
protocolo estabelecido. Conforme o0s resultados observados, acido salicilico
exdgeno, na concentracdo de 5m M, ndo parece influenciar o acimulo de QB-90. No
entanto, a aplicacdo exdgena de acido jasmonico demonstrou induzir
significativamente a producdo de QB-90, sendo verificada no segundo dia de
tratamento maior concentracao das saponinas de interesse em plantas tratadas com
400 uM deste elicitor. Ja a aplicacdo da solucdo de 40 uM apresenta efeito mais
tardio, o qual foi significativo somente no dia 6. A simulag&o de herbivoria, por meio
da aplicacdo de dano mecanico controlado, demonstrou tendéncia ao maior acumulo
de QB-90. O efeito observado com acido jasmoénico, aliado a tendéncia apresentada
pelo experimento com dano mecéanico, fornece indicios do envolvimento destas

saponinas com mecanismos de defesa em Q. brasiliensis.

A exposicdo a radiacdo UVC estimulou a producdo de QB-90
significativamente, enquanto plantas expostas a radiacdo UVB demonstraram
tendéncia no acumulo de QB-90, sem significancia estatistica. A maior inducdo de
resposta de producdo de saponinas por UVC pode estar relacionada a maior energia
deste tipo de radiacdo comparada a UVB. No entanto, a tendéncia de resposta a
UVB € um fator a ser considerado, visto que este tipo de radiacdo UV é a
ecologicamente relevante, por atingir a superficie terrestre. Os resultados de inducao
de saponinas por luz UVC e tendéncia de indugdo por UVB sugerem um papel
protetor de saponinas contra este tipo de radiacdo, e pode estar relacionado a
tendéncia observada com a aplicagcdo de dano mecanico. A ocorréncia de inducéo
de metabdlitos responsivos a dano mecéanico também por UV nédo é surpreendente,
uma vez que ambos fatores sdo capazes de gerar estresse oxidativo nas células,
inclusive compartilhando partes das vias de sinalizagdo que resultam no acumulo de
metabolitos (CONCONI et al., 1996)
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A distribuicdo orgao-especifica de QB-90 foi avaliada em dois experimentos.
Foram analisados raizes, caules e folhas de plantas propagadas em laboratério,
detectando-se maior acumulo de QB-90 nas folhas. No entanto, quando cascas,
folhas e ramos de individuos adultos foram analisados nao foi observada diferenca
significativa no contetdo desses 6rgdos. A importancia das folhas no acumulo de
QB-90 é reforcada pela andalise do conteudo desta ao longo do desenvolvimento de
sementes germinadas, visto que a quantidade encontrada em plantulas com dois

pares de folhas € significativamente maior que nos demais estadios.

A analise 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 ultima estacdo maior concentragdo de QB-90. O segundo
ano de coleta iniciou no inverno de 2005 e terminou com a coleta do outono de
2006. Neste periodo a estacdo na qual foi encontrado maior acumulo de QB-90 foi o
inverno de 2005. Os dados climaticos da regido durante o periodo foram obtidos
junto ao 8° Distrito de Meteorologia do Rio Grande do Sul. Os resultados sugeriram
que o fator determinante para a maior producdo de QB-90 foi a reducdo da
insolacdo, geralmente associada a periodos de baixa pluviosidade. No entanto,
estudos adicionais com intensidade e qualidade de luz, bem como com estresse

hidrico 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 exploracdo de folhas de Q.
brasiliensis como fonte de saponinas bioativas é interessante. Ao contrario do que
ocorre na exploracdo de cascas de Q. saponaria, arvores matrizes de Q. brasiliensis
com poucos anos de idade podem ser extraidas por varios anos sem necessidade
de abate e extracdo somente apds varias décadas. A disponibilidade de protocolo
viavel de micropropagacao da espécie possibilita a multiplicagdo de individuos “elite”
para produgdo de saponinas foliares, os quais poderdo ser selecionados
considerando-se aspectos tais como: acumulo de metabdlitos, arquitetura de copa,

capacidade de brotamento ap6s poda, entre outros parametros.

Para estudos futuros, colocam-se como prioridades: a) a investigacdo mais
detalhada do papel de insolagéo, irradiancia e qualidade de luz, bem como de
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estresse hidrico, na producdo de QB-90; b) investigacdo das rotas bioquimicas
envolvidas na biossintese de QB-90; c) estudos experimentais e pré-clinicos do
adjuvante QB-90 em vacinas de uso veterinario e humano, bem como a
determinacao do perfil de resposta induzido por este adjuvante; d) estabelecimento
de protocolos de propagacdo comercial por mini-estaquia; €) busca de marcadores

moleculares associados a alta producdo de QB-90 para selecdo de plantas matrizes.
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VI. ANEXOS







1. Parecer do Comité de Etica em Pesquisa
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2. Coordenadas geograficas das plantas coletadas na propriedade do Prof. Dr.

Gilson Moreira, municipio de Cangugu — RS.

- Latitude Longitude
Individuo (S) (W)
1 31°5'13.1" 52°50'8.5"
2 31°5'12.1" 52°50'5.6"
3 31°5'11.6" 52°50'5.5"
4 31°5'13.6" 52°50'4.4"
5 31°5'14.3" 52°50'3.5"
6 31°5'14.5" 52°50'2.7"
7 31°5'15.4" 52°50'1.1"
8 31°95'17.1" | 52°49'57.6"
9 31°5'21.5" | 52049'55.1"
10 3105'22.2" | 52°49'55.8"
11 31°95'20.4" | 52°49'54.4"
12 31°5'20.1" | 52°49'53.5"
13 31°5'19.0" | 52°49'53.8"
14 31°5'19.7" | 52°49'52.2"
15 31°5'19.2" | 52049'49.2"
16 31°5'18.8" | 52049'47.9"
17 31°5'19.5" | 52°49'47.7"
18 31°5'18.8" | 52049'47.9"
19 31°5'18.8" | 52°49'47.9"
20 31°95'19.2" | 52°49'48.4"
21 31°5'20.4" | 52°49'47.4"
22 31°5'21.5" | 52049'47.5"
23 31°5'23.4" | 52049'48.6"
24 31°5'22.5" | 52049'47.9"
25 3195'24.5" | 52049'49.2"
26 31°5'24.3" | 52°49'49.6"
27 31°5'25.0" | 52°49'49.1"
28 3195'25.2" | 52049'48.9"
29 3195'26.7" | 52°49'48.7"
30 31°5'21.7" | 52°49'47.0"
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