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RESUMO

GARCIA, Ruth Maria Alves, M. S., Universidade Federal de Vigosa, maio de 200l.
Variacdo sazonal do conteido de alcaldides e anatomia de raiz e caule em
populacdes naturais de Psychotria ipecacuanha (Brot.)) Stokes (Rubiaceae).
Orientador: Luiz Orlando de Oliveira. Consclheiros: Aristéa Alves Azevedo, Maurilio
Alves Moreira e Sebastido Tavares de Rezende.

A poaia (Psychotria ipecacuanha) é uma espécie medicinal nativa da Mata Atlantica
brasileira, cujas propriedades farmacologicas sdao atribuidas a alcaldides encontrados em
suas raizes. Os quatro objetivos especificos do presente trabalho foram: caracterizar a
variacdo sazonal do conteudo dos alcaldides farmacologicamente ativos emetina e cefelina,
correlacionar o teor destes alcaldides com caracteristicas fisicas das raizes, proceder a
caracterizacao anatomica da raiz e do caule e estabelecer a histolocalizagdo dos alcaldides
nestes 0Orgdos. Os estudos de sazonalidade foram conduzidos em amostras de raizes
origindrias de duas populagdes naturais de P. ipecacuanha identificadas em areas
geograficas distintas. As amostras provenientes da populagdo natural de Visconde do Rio
Branco, MG, foram coletadas de uma tnica reboleira (VRBS), em intervalos regulares de
tempo que cobriram o periodo de setembro/99 até setembro/00. As amostras da populagdo
de Itaperuna, RJ, foram coletadas de trés reboleiras (ITA1, ITA2 e ITA3), situadas em um
mesmo fragmento florestal, no periodo de dezembro/99 at¢ dezembro/00. Os alcaldides
foram quantificados por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os teores médios
gerais de emetina e cefelina foram 0,93 e 0,20 mg/100mg, respectivamente. Observou-se
que o conteudo de emetina apresentou variagdo significativa ndo somente em relagdo a
populacdo investigada, mas também de acordo com a  reboleira amostrada, com a época
da amostragem, com algumas caracteristicas fisicas da raiz ¢ com o nivel de radiagdo

vi



fotossinteticamente ativa maxima incidente no local de ocorréncia da reboleira. Por outro
lado, o conteudo de cefelina apresentou variagdo sazonal significativa apenas em relagdo a
reboleira amostrada. Nenhum padrdo claro de sazonalidade que explicasse as oscilagdes no
teor de emetina ou cefelina observadas durante o periodo de investigacdo, pdde ser
identificado. Os estudos anatomicos foram realizados por meio de cortes histologicos
transversais e longitudinais em raizes e caules de individuos da populacdo identificada em
Itaperuna, RJ. As raizes de P. ipecacuanha sdo estruturas segmentadas, constituidas por
protuberancias compostas por parénquima cortical secundario amplo. Este parénquima ¢
formado a partir de células da feloderme e de células parenquimaticas do floema
secundario. O caule apresenta crescimento secundario tipico. Nao foram observadas
diferencas anatomicas significativas entre as estruturas do caule aéreo e do subterraneo.
Coloragao indicando a presenca de alcaldides foi notoriamente observada em paredes das
células do xilema secundario e do parénquima cortical da raiz ¢ do caule, bem como na

parede das células parenquimaticas da medula caulinar.



ABSTRACT

GARCIA, Ruth Maria Alves, M. S., Universidade Federal de Vigosa, May 2001. Seasonal
variations of the alkaloid contents and anatomy of root and stem in natural
populations de Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes (Rubiaceae). Adviser: Luiz
Orlando de Oliveira. Committee Members: Aristéa Alves Azevedo, Maurilio Alves
Moreira and Sebastido Tavares de Rezende.

Psychotria ipecacuanha (poaia) is medicinal native specie of the Brazilian Atlantic
Forest. The pharmacological properties of the P. ipecacuanha are due to alkaloids found in
theirs roots. The focus of this study was: to characterize the seasonal variation of the
alkaloids emetine and cephaeline contents, to correlate these alkaloids with morphological
root characteristics, to characterize the anatomy of roots and stems of these plants, and
determine the histological position of the alkaloids in the plant root and stems. The studies
undertaken for seasonal variations used root samples collected from natural populations of
P. ipecacuanha m Visconde do Rio Branco, State of Minas Gerais, and Itaperuna, State of
Rio de Janeiro. Samples from the first area were collected, between September 99 and
September 2000, and were named VRB8 cluster. Samples from the second area were
obtained in the same manner, from December 99 through December 2000, and named
ITA1, ITA2, and ITA3 clusters. All samples belong to the same forest area. The
quantification of the alkaloids was realized by the High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) method. This procedure allowed to determine the average of the
alkaloid contents wich was 093 and 020 mg/100mg for emetine and cephaeline,
respectively. The emetine contents showed significant variations, which depended on the
population studied, sampled cluster, sampling period, morphological characteristics of the
root, and maximum level of active photosynthetic radiation on the plant sites. On the other
hand, the cephaeline contents showed significant seasonal variations, which depended only
upon the sampled cluster. There is no clear seasonal standard, which could explain the
variations of the emetine and cephaeline contents during the investigation period. The
anatomical studies were performed in transversal and longitudinal sections of roots and
stems of Itaperuna specimens. In P. ipecacuanha the roots are segmented structures
composed by wide secondary cortical parenchyma. Phelloderm and parenchyma cells of
secondary phloem form this parenchyma. The P. ipecacuanha stems showed a typical
secondary growth. No significant anatomic differences were observed between the aerial
and underground stems. A distinctive color indicated the presence of alkaloids on the walls
of the secondary xylem and cortical parenchyma cells of roots and stems, as well as on the
walls of the medullar parenchyma cells of the stem.



INTRODUCAO

Espécies vegetais sdo utilizadas para cura e alivio de sintomas de doencas desde o inicio
da civilizagdo. No Brasil, 20% da populagio consome 63% dos medicamentos
industrializados e o restante encontra nos produtos de origem natural, especialmente nas
plantas medicinais, a tUnica fonte de recursos terapéuticos. Nas ultimas décadas, temrse
intensificado a pesquisa na area de produtos naturais, na tentativa de se conhecer um pouco
mais sobre a diversidade de espécies, sobretudo de regides tropicais. Nessas regides, um
grande numero de espécies vegetais, especialmente as espécies medicinais, estio sendo
perdidas em decorréncia de sua exploracdo indiscriminada e destruicdo de seus habitats
naturais, antes mesmo da sua descoberta e classificagao cientifica.

A espécie Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes, conhecida popularmente como
poaia, poaia verdadeira, ipecacuanha e ipeca, dentre outros, ¢ nativa da mata atlantica
brasileira e tem sido mundialmente utilizada com fins terapéuticos, por sua acdo
expectorante, emética e amebicida. As propriedades farmacoldgicas desta espécie sdo
atribuidas aos alcal6ides emetina, cefelina e psicotrina, encontrados em suas raizes secas.

Em funcdo da exploracio intensa da poaia, houve uma diminuigdo drastica das
populagdes do Brasil, principalmente da regidao sudeste. Tendo em vista o elevado potencial
economico da espécie, associado a necessidade de preservagdo da sua diversidade, torna-se
fundamental a realizagdo de pesquisas visando a descoberta de novas populagdes de poaia

nativa e a caracterizagdo morfologica e da produtividade de alcaldides destas populagdes.



Este trabalho teve por objetivo o estudo da sazonalidade na produgdo dos alcaldides
emetina e cefelina e a caracterizagdo anatdmica da raiz e caule de duas populagoes de poaia

nativa do sudeste brasileiro.



CAPITULO 1

A POAIA

1. INTRODUCAO

A espécie Psychotria ipecacuanha (Brot) Stokes, conhecida vulgarmente como
poaia, poaia verdadeira, ipecacuanha e ipeca, dentre outros (Pio Corréa, 1969), tem sido
utilizada como planta medicinal, tanto no Brasil quanto no exterior, desde o século XVI
(Caminha Filho, 1943).

P. ipecacuanha pode ser considerada como espécie modelo para estudos de
biodiversidade, visando o desenvolvimento de sistemas de aproveitamento de recursos
genéticos com fins de melhoramento, por ser nativa da mata atlantica brasileira (Pinto,
1976), area sob alto impacto decorrente de agdes antropicas, por ser reconhecida
internacionalmente como planta medicinal (Hatfield et alli, 1981; Teshima et alli, 1988;
Yoshimatsu e Shimomura, 1993; Bruneton, 1995) e por se adequar a um sistema de cultivo
viavel (Chatterjee, 1993).

Ha, atualmente, duas colegdes de P. ipecacuanha estabelecidas ¢ mantidas no Brasil:
a primeira foi instalada em uma unidade da EMBRAPA (CPATU), em Belém (PA) e

posteriormente na Reserva Florestal de Linhares, em Linhares (ES), como duplicata.



E constituida por acessos amostrados em Mato Grosso, Rondénia ¢ em quatro localidades
do sudeste brasileiro (Skorupa e Assis, 1998). A segunda colecdo compreende acessos dos
estados da Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo e Rio de Janeiro e encontra-se instalada na
Universidade Federal de Vicosa, Vicosa (MG), com uma réplica na Universidade Estadual

do Norte Fluminense (UENF), em Campos (RJ).

2. ATRIBUTOS BOTANICOS E ASPECTOS HISTORICOS

Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes (familia Rubiaceae) (Figura 1) ¢ um
subarbusto de 20 a 40cm de altura (Addor, 1945), com folhas simples e opostas,
lanceoladas ou ovais; flores brancas e fruto carnoso contendo duas sementes de cor
enegrecida (Caminha Filho, 1943). Possui caule fino, ereto ou prostrado e raizes de 10 a
25cm de comprimento, delgadas, cilindricas, de cor pardo acinzentado e sabor amargo
caracteristico (Occhioni, 1971), com anéis salientes e proximos uns aos outros (Bruneton,
1995).

A poaia apresenta vasta sinonimia cientifica, que inclui diferentes géneros, sendo a
nomenclatura Cephaelis ipecacuanha (Brot. ) A. Richard a mais comumente utilizada nas
ultimas décadas. Entretanto, Assis (1992), mediante detalhada analise taxondmica da
espécie, concluiu que a nomenclatura mais correta para a poaia € Psychotria ipecacuanha

(Brot.) Stokes.



Figura 1. A poaia (Psychotria ipecacuanha)
Fonte: Cromolitografia de H. A. Kohlen, publicada em 1887 e digitalizada pelo

Missouri Botanical Garden.

A época do descobrimento do Brasil, a poaia j& era utilizada pelos indigenas, tendo
sido primeiramente mencionada em 1587, sob o nome de “pecacuem”, por Gabriel Soares
de Souza e posteriormente enviada a Europa pelo frade portugués Manuel Tristdo, em 1672
(Caminha Filho, 1943). Na Europa foi largamente utilizada contra disenteria, pelo médico
holandés Adriano Helvetius (Pio Corréa, 1969). Em 1817, foi descoberto o principio ativo
basico da poaia e, em 1821, Magendic realizou a extragdo desse principio, o qual foi
denominado emetina (Pio Corréa, 1969).

Dois tipos de poaia sdo reconhecidos pelas farmacop€ias americana, britanica e

indiana: a poaia do Rio ou brasileira, obtida nas florestas do Brasil e Bolivia, ¢ a poaia de



Cartagena ou do Panama, obtida nas florestas da Colombia e diversos paises da América
Central, como Panamé e Nicaragua (Fisher, 1973). A poaia de Cartdgena ¢ referida como a
espécie Cephaelis acuminata Karsten e difere da poaia brasileira por possuir raizes mais
finas e menos aneladas (Fisher, 1973) e menor teor de emetina (Addor, 1945). No entanto,
Assis e Giulietti (1999) demonstraram ndo haver diferengas morfologicas —significativas
entre populagdes de poaia ocorrentes na América do Sul e América Central, de modo que
estas populagdes sdo constituidas por individuos de uma s6 espécie: Psychotria
ipecacuanha, a qual distribui-se de forma descontinua nas florestas da América Central e
norte da América do Sul (Colombia), no sul da floresta amazonica (Rondonia e Mato
Grosso) ¢ na Mata Atlantica (nos estados da Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo ¢ Rio de

Janeiro, principalmente).

3. PRINCIPIOS ATIVOS

As propriedades terapéuticas da poaia sdo relacionadas aos alcaldides encontrados em
suas raizes e rizomas secos, sendo os principais: emetina, cefelina e psicotrina (Bruneton,
1995) (Figura 2). Além destes, foram isolados nas raizes dessa espécie, os alcaldides
o-metilpsicotrina, ~ emetamina, protoemetina, ipecosideo (Wiegrebe et alli, 1984),
6-o-metilipecosideo, neoipecosideo, dimetilalangisideo, 7-o-metilipecosideo e
34 dehidroneoipecosideo (Itoh et alli, 1991), neocefelina, 7-o-demetilcefelina, dentre
outros (Itoh et alli, 1999).

Os alcaldides emetinicos sdo de origem mista. Apresentam estrutura constituida por
uma por¢do isoquinolinica originada da tirosina e por uma porgao de origem

monoterpenoidal (Wiegrebe et alli, 1984). A via de biossintese sugerida envolve a



condensagdo de dopamina e secologanina, com formagdo de @-deacetilisoipecosideo, o qual
¢ transformado em varios alcaldides isoquinolinicos monoterpénicos, inclusive emetina e
cefelina (Nagakura et alli, 1978), por uma série de reacdes ainda desconhecidas. A sintese
quimica de emetina foi realizada, entretanto, a droga obtida sinteticamente ndo apresentou
os mesmos resultados terapéuticos que os extratos da planta (Torres, 1972).

Em raizes de poaia coletadas no Brasil, os niveis de emetina variam de 1,5 a 1,7%, os
niveis de cefelina situam-se entre 0,6 a 0,7% e os de psicotrina, entre 0,04 a 0,06%
(Skorupa e Assis, 1998). Todavia, ha variagdo na porcentagem dos alcaldides dessa espécie
segundo a procedéncia da mesma (Assis, 1992) e em fungdo da temperatura (Yoshimatsu et
alli, 1994) e da idade das raizes (Addor, 1945). Acredita-se que os principios ativos da
poaia localizamrse na camada cortical da raiz (Pio Corréa, 1969; Torres, 1972). Jha et alli
(1988) constataram que o acumulo dos alcaldides ocorre em maior taxa quando a planta
estd adulta, com aproximadamente 3 a 4 anos, na época de sua floracdo. Em raizes de poaia
coletadas no Panamd, o teor de emetina encontra-se entre 0,49 e 1,26%, enquanto o teor de

cefelina situa-se entre 0,65 e 1,19% (Gupta et alli, 1986).

Emetina OCH; Cefelina OCH, Psicotrina
OCH; OH OH



Figura 2. Alcaloides terapeuticamente ativos da poaia.

4. PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS

Dentre as propriedades farmacoldgicas relacionadas a P. ipecacuanha, mencionadas
em diversas farmacopéias, sdo principais a sua a¢do emética, em casos de envenenamento
e intoxicagdes, expectorante (Teshima et alli, 1988) e amebicida, por sua agdo toxica direta
sobre a Entamoeba histolytica (Bruneton, 1995). Emetina possui agdo expectorante e
amebicida, majoritariamente, embora, em altas doses, possa causar emese (Bruneton,
1995). Entretanto, o alcaldide mais responsavel pela atividade emética da poaia ¢ cefelina
(Bruneton, 1995). Por ser a emetina menos emética que a cefelina e ser utilizada no
tratamento de disenteria amebiana, este ¢ o alcaldide usualmente requerido na medicina
(Yoshimatsu ¢ Shimomura, 1993). A utilizacdo deste alcaldide em forma sintética ¢
limitada devido a sua cardiotoxicidade, requerendo hospitalizacdo dos pacientes (Fisher,
1973). Emetina, possui também agdo inibidora da sintese de proteinas (Chow et alli, 1995;

Sidhu e Omiecinski, 1998) e de DNA (Burhans et alli, 1991).

5. ASPECTOS ECOLOGICOS

A poaia distribui-se na América do Sul e América Central, em regides com altitudes

desde o nivel do mar at¢é 1500 a 1600 metros, € tem seu desenvolvimento 6timo em locais

sombreados € Umidos, com solos ricos em himus e ligeiramente acidos (Torres, 1972).



Pinto (1976) refere como exigéncias da poaia a associagdo vegetativa com arvores
gigantescas e alta umidade relativa do ar. Esta espécie ocorre em formagdes denominadas
“fogdes” ou “reboleiras”, originadas de individuos formados por crescimento vegetativo da
planta ou a partir de sementes disseminadas pela mata por passaros denominados
“poaieiros”, que se alimentam dos frutos maduros e dejetam as sementes nos locais onde
pemoitam (Caminha Filho, 1943).

Pragas e doengas sdo pouco observados em poaia, sendo as pragas mais comuns o grilo,
nematdides e as formigas sauva e quenquém e como doencas sdo relacionados ataque de

fumagina, necrose do tecido foliar e apodrecimento das raizes (Pinto, 1976).

6. ASPECTOS ECONOMICOS, CULTIVO E EXTRATIVISMO

A exploragdo da poaia teve inicio com a utilizagdo de mao-de-obra indigena que
difundiu aos colonizadores seus conhecimentos dos locais de ocorréncia desta planta e de
seus usos terapéuticos, de tal sorte que a poaia integrou a pauta de produtos tropicais
exportados pelo Brasil desde o periodo colonial (Miranda, 1983). No estado do Mato
Grosso, pioneiro da industria extrativa de poaia, a producdo chegou a alcangar, no século
XIX, a partir de 1835, cerca de 440 toneladas/ano (Addor, 1945). Entre 1960 e 1970, foi
registrada a producdo de aproximadamente 80 toneladas/ano e a partir dos anos 80, essa
producdo decresceu progressivamente, estando em 1993, em tormo de 7,5 toneladas/ano
(Skorupa e Assis, 1998). Esse decréscimo deve-se, sobretudo, a forma de exploragdo dessa
espécie, que no Brasil, limita-se a coleta de espécies silvestres, sem replantio adequado na
mata (Addor, 1945); ao longo tempo de germinacio de sementes e a destruicdo das

florestas (Costa, 1995). Fachim e Guarim (1995), em estudo das regides biogeograficas do



estado do Mato Grosso, identificaram diversas espécies em perigo de extingdo, dentre as
quais a P. ipecacuanha, em decorréncia de agdes antropicas realizadas de forma
irracional na regido.

O cultivo racional da poaia constitui alternativa vidvel para a obtencdo de
significativas quantidades deste produto e para garantir a conservacdo e variabilidade
genética da espécie em fragmentos de matas onde esta ainda ocorre. Devido as condigdes
ambientais  caracteristicas requeridas pela poaia para o seu desenvolvimento e
produtividade (Caminha Filho, 1943), sua cultura s6 ¢ bem sucedida se realizada em seu
local de ocorréncia ou em outro de aspecto ecologico idéntico (Chatterjee, 1993).

Segundo Pinto (1976), o cultivo de P. ipecacuanha em escala comercial ndo tem sido
realizado no Brasil; atualmente encontra-se restrito ao sudeste asidtico, notadamente na
ndia, com a obtencdo de raizes contendo, em média, 1,28% de emetina ¢ 0,53% de cefelina
(Sahu e Mahato, 1982).

A poaia pode se desenvolver tanto a partir de sementes como de folhas e fragmentos
do caule (Yoshimatsu e Shimomura, 1993). O plantio de folhas e fragmentos de caules de
individuos de poaia produzidos na India, resultou em ampliacio dos poaiais daquela regido
(Addor, 1945), que atualmente é responsavel por cerca de 7 a 10% da producdo mundial de
poaia (Assis, 1992). Todavia, alguns problemas relacionados ao cultivo de poaia foram
mencionados por Chatterjee (1993), como a perda de viabilidade das sementes apds
estocagem, produgdo maxima de raizes apds quatro anos e conteido maximo de alcaldides
durante o terceiro € quarto anos.

Técnicas de cultivo in vitro tm sido desenvolvidas na tentativa de se obter o acimulo
de alcaldides emetinicos em plantas regeneradas submetidas a cultivo no campo

(Yoshimatsu et alli, 1994; Yoshimatsu e Shimomura, 1994) e a producdo in vitro desses



alcaldides (Jha et alli, 1988; Teshima et alli 1988; Yoshimatsu e Shimomura, 1991;
Veeresham et alli, 1993; Cerdeira et alli, 1995). At¢ o momento, a producdo dos alcaldides
por técnicas de micropropagagdo tem resultado em teores de emetina menores que os
observados em plantas coletadas em areas florestais ou produzidas por cultivo agrondmico.
Além disso, o alto custo de reagentes e recursos empregados nessas técnicas desfavorece a
sua utilizagdo como alternativa economicamente viavel, em termos comerciais (Yoshimatsu
e Shimomura, 1993).

A delimitagdo de 4reas para cultivo em sub-bosques da floresta amazonica e mata
atlantica ou o estabelecimento de reservas extrativistas para aumento das populagdes
naturais de P. ipecacuanha poderdo garantir a producdo deste recurso natural e a

conservacao da espécie (Assis e Giulietti, 1999) e de sua diversidade genética.
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CAPITULO 2

VARIACAO SAZONAL DO CONTEUDO DE ALCALOIDES E SUAS
CORRELACOES COM CARACTERISTICAS FISICAS DAS RAIZES DE Psychotria

ipecacuanha (Brot.) Stokes NATIVA DO SUDESTE BRASILEIRO

1. INTRODUCAO

Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes (Rubiaceae), vulgarmente conhecida como poaia
ou ipeca, ¢ um subarbusto perene que atinge 20-40 cm de altura e que possui caule fino,
lenhoso e pouco ramificado e raizes caracteristicamente aneladas (Addor, 1945; Assis e
Giulietti, 1999). A espécie ocorre presentemente em 4areas de sub-bosque de trés regides
geograficamente discretas: na América Central e norte da América do Sul (Colémbia), na
parte sudoeste da floresta amazonica brasileira (estados de Rondonia e Mato Grosso) e na
mata atlantica, principalmente nos estados de Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro
¢ Bahia (Skorupa e Assis, 1998; Assis ¢ Giulietti, 1999).

A poaia consta oficialmente na farmacopéia de varios paises (Yoshimatsu e Shimomura,

1993; Bruneton, 1995). Este interesse a respeito da poaia se deve ao fato de que de suas



raizes se obtém um fitoterdpico com larga utilizagdo por possuir acdo expectorante,
amebicida e¢ vomitiva (Pinto, 1976). Tais propriedades farmacoldgicas s3o atribuidas a
presenca dos alcaldides emetina, cefelina e psicotrina (Lewis e Elvin-Lewis, 1977;
Bruneton, 1995; Scharman et alli, 2000). Emetina possui também agdo inibidora da sintese
de proteinas (Chow et alli, 1995; Sidhu e Omiecinski, 1998) e de DNA (Burhans et alli,
1991).

Coletas silvestres de poaia tém sido praticadas no Brasil desde o século XVI, quando as
raizes dessa espécie tornaram-se artigo de exportacdo para a Europa (Pio Corréa, 1969;
Oliveira e Martins, 1998). Do continente americano, a poaia foi introduzida no sudeste
asiatico, ¢ seu cultivo econdmico foi bem sucedido na India (Chatterjec et alli, 1993), com a
obtencao de raizes contendo, em média, 1,28% de emetina e 0,53% de cefelina (Sahu e
Mahato, 1982). Segundo Chatterjee (1993), a domesticacdo foi obtida por meio da
adaptacdo de clones brasileiros as condigdes do clima indiano. A despeito da importancia
histérica da espécie como planta medicinal, estudos basicos de avaliagdo do acumulo de
alcaldides praticamente inexistem no Brasil. Informacdes obtidas a partir de tais estudos
sdo necessarias para o estabelecimento de estratégias que permitam o cultivo economico
sustentado dessa espécie nos fragmentos ainda remanescentes da Mata Atlantica.

Os objetivos deste trabalho foram: 1) investigar a variagdo sazonal do conteido de
emetina ¢ cefelina em raizes de poaia que se desenvolveram sob condigdes naturais em dois
fragmentos florestais situados no sudeste brasileiro e 2) analisar as correlagdes existentes
entre o conteudo destes dois alcaldides e caracteristicas fisicas da raiz e caracteristicas

ambientais dos locais de coleta.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal

As amostras para estudo foram obtidas por coletas periodicas, que variaram de 20 a 40
dias (tabela 1), de raizes de P. ipecacuanha, durante quatorze meses, em trés reboleiras de
uma populacdo natural ocorrente em Itaperuna (ITA), no estado do Rio de Janeiro,
localizada a 21°07°S/ 42°06°'W e 190m de altitude; e em uma reboleira da populacio natural
identificada em Visconde do Rio Branco, no estado de Minas Gerais, localizada a 21°01°S/
42°53’W e 400m de altitude. A 4rea de ocorréncia dessas populagdes constitui fragmentos
da mata atlantica brasileira, localizados em propriedade particular, préximos a area
agricola.

Em todas as coletas realizadas, foi observado o estddio de desenvolvimento das plantas,
quando também foi medida a radiagdo fotossinteticamente ativa (RFA, 1 mol m* s'l)
incidente ao nivel de cada reboleira, ¢ a entrada dos fragmentos florestais, através de um
quantdmetro/radiometro  LI-250 (LI-COR, EUA). As determinagdes da radiagdo
fotossinteticamente ativa foram realizadas entre 10 e 12horas em ITAl, ITA2 e ITA3, ¢

entre 14 e 15 horas, em VRB8. O material testemunho foi coletado em cada reboleira e

depositado no herbario da Universidade Federal de Vigosa (VIC).



2.2. Caracterizacao das raizes

Uma ilustracdo representativa da raiz e caule subterraneo da poaia € mostrada na figura

1 com o proposito de identificar as estruturas fisicas avaliadas durante esta investigacao.
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Fig. 1. Ilustragdo representativa da raiz e caule subterraneo de P. ipecacuanha.

Foram coletadas, a cada amostragem, trés raizes por reboleira, selecionadas em funcgdo
do seu didmetro médio, que deveria, preferencialmente, ser superior a 04 cm. No
laboratério, imediatamente ap6s a coleta, foram seccionados 4 cm de cada raiz, que
correspondiam a regido contendo o maior didmetro. Foi observada a distincia, a partir do
inicio da raiz, em que foram localizados os segmentos de maior didmetro. Posteriormente a
medicdo do peso, volume, didmetro médio e nimero de nddulos dos segmentos
selecionados, estes foram deixados secar a temperatura ambiente, durante um periodo de

sete dias, apds os quais efetuou-se a medicdo do peso, volume e didmetro médio dos

segmentos SCCOS.



2.3. Extracio dos alcaldides

O processo de extragdo foi realizado de acordo com Martins (2000), com modificagdes.
De cada raiz foram feitas triplicatas, constituidas por 100mg de raizes secas pulverizadas,
as quais foram submetidas a extragdo, com NaOH (0,1M) por 1 min, sob agitagdo, ¢ éter
etilico, durante 5 min; a temperatura ambiente. Apos centrifugacdo (Centrifuga Excelsa
Baby II — Modelo 206-R, 990X g — 5 minutos), a fase etérea contendo os alcaldides foi

recolhida para frascos de vidro e evaporada até secura.

2.3. Preparo das solucoes-padriio de emetina e cefelina

Um total de oito solugdes-padrao de Emetina (Boehringer Mannhein, Alemanha) e oito
de Cefelina (Carl Roth, Alemanha) foram preparadas por dilui¢do do padrao auténtico na
fase movel utilizada para quantificagdo cromatografica. Obteve-se entdo as seguintes
concentra¢des para emetina: 2; 6; 10; 20; 40; 60; 80; 1001 g/ml e para cefelina: 0,2; 0,6; 1;
2;4; 6; 8; 101 g/ml. Todas as solugdes-padrio foram armazenadas em refrigerador, na

auséncia de luminosidade.

2.4. Analise dos alcaloides

Os extratos de alcaldides totais foram ressuspendidos em 2ml da fase movel utilizada

para andlise dos mesmos e diluidos na propor¢do 1:21 nesta fase movel. Segundo



recomendacdes de Martins (2000), um volume de 20 11 foi analisado por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando-se coluna Shimadzu, modelo Shimpac ODS-
18 (5 1 m, 4,6mm x 250mm); temperatura ambiente ¢ fase movel constituida por acetato de
sédio (0,25M — pH= 5,0)/ acetonitrila — propor¢do 9:5, em condigdes isocraticas. A taxa de
fluxo foi 0,5ml/min, com deteccdo por monitoramento da absorbancia a 288nm.
A identificagdo dos alcaldides emetina e cefelina foi feita por comparagdo de seu tempo de
retengdo com o dos padrdes analisados sob idénticas condicdes. A quantificagdo foi

realizada pelo método do padrdo externo, com curva de calibracao.

2.5. Analise Estatistica
Foram realizados testes de média (Tukey), andlise de variancia e andlises de correlagao
(Pearson e Spearman) através do aplicativo computacional SAEG ( Sistema para Analises

Estatisticas e Genéticas), versao 8.0 (SAEG, 2000).



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 1 retine os dados referentes a fenologia dos individuos das reboleiras ITAI,
ITA2, ITA3 e VRBS. Um grande contraste foi observado nas trés reboleiras ITA em
relagdo a reboleira VRBS. ITA1, ITA2 e ITA3 possuiam folhas naduras durante quase todo
o periodo analisado. Além disso, foram capazes de emitir brotagdes novas. Os ramos aéreos
pré-existentes foram capazes de atingir as fases de florescimento e frutificagdo. Neste
mesmo periodo, a parte aérea dos individuos de VRB8 esteve desprovida de folhas novas
ou maduras, apresentando apenas ramos aéreos que, com o decorrer do tempo, tornaram-se
secos. Estes individuos ndo foram capazes de chegar a fase reprodutiva. Em algumas
épocas do periodo analisado, observou-se a emissdo de novas brotagdes a partir de ramos
subterraneos de VRBS. Porém, o desenvolvimento destas brotacdes era logo interrompido e
estas se secavam. O periodo de floragdio em ITA foi de aproximadamente trés meses.
Botdes florais foram detectados desde o final de outubro até fevereiro. A frutificacdo em
ITA foi observada durante o periodo de marco a maio. Assis (1992) registrou época de
floracdo semelhante a descrita acima, em individuos de populagdes de poaia ocorrentes em
Minas Gerais, ¢ em colecdes de herbario, encontrou registros de floragdo em janeiro,
marco, maio, outubro e dezembro, e ocorréncia de frutificagdo em fevereiro, abril e julho,

em individuos da regido da mata atlantica.



Tabela 1
Fenologia de quatro reboleiras de Psychotria ipecacuanha, durante o periodo de
09/09/1999 a 07/12/2000, sob as condi¢Oes naturais presentes em areas de sub-bosque de

dois fragmentos florestais localizados nos municipios de Itaperuna—RJ (ITA) e de Visconde
do Rio Branco-MG (VRB).

Data da visita ITA1 ITA2 ITA3 VRBS
09/09/99 nv nv nv 1
14/10/99 nv nv nv 1
11/11/99 nv nv nv 1
21/12/99 4 4 4 1
09/01/00 nv nv nv 1
15/02/00 4 4 4 2
14/03/00 5 5 5 2
11/04/00 5 5 5 1

23/05/00 5 2 2 1

27/06/00 2 2 3 1

08/08/00 2 2 3 2

12/09/00 2 2 3 1

31/10/00 2 2 4 nv

07/12/00 2 2 4 nv

nv = ndo visitado; 1= auséncia de folhas em ramos aéreos da reboleira; 2= auséncia de
folhas e presenca de brotagio em ramos aéreos e subterrdneos da reboleira; 3= presenca de
folhas em maturagdo plena em ramos aéreos da reboleira, auséncia de florescimento ou
frutificagdo; 4= presenga de folhas em maturagdo plena e de inflorescéncias terminais em
ramos aéreos da reboleira; 5= presenga de folhas em maturagdo plena e de frutos em

desenvolvimento em ramos aéreos da reboleira.

A radiacdo fotossinteticamente ativa incidente ao nivel dos individuos de poaia das
reboleiras ITA e VRB ¢ apresentada na tabela 2. A andlise de variancia mostrou diferenca

significativa nos niveis de radiagdo fotossinteticamente ativa incidente entre as quatros



reboleiras estudadas e entre as épocas do ano em que as visitas foram realizadas. As plantas
de VRB8 receberam a maior incidéncia de luminosidade média durante o periodo analisado
(17,31%). Em contraste, as reboleiras localizadas no fragmento florestal de Itaperuna (RJ)
receberam a menor incidéncia de luminosidade.

Tabela 2

Valores minimos e méximos (em 1 mol i’ s'l), porcentagem média (% MEDIA) e resumo
da andlise de variancia da radiacdo fotossinteticamente ativa incidente em nivel de quatro
reboleiras de P. ipecacuanha, medida durante o periodo de fev/00 a dez/00, sob as
condicdes naturais de areas de sub-bosque em 2 fragmentos florestais localizados nos

municipios de Itaperuna-RJ (ITA) e de Visconde do Rio Branco-MG (VRB).

MINIMO MAXIMO %MEDIA
ITAl 5,17 346,13 6,13b
ITA2 3,52 148,61 2,20 be
ITA3 2,56 24,98 1,03 ¢
VRBS8 39,17 266,70 1731 a
F reboleira 3521 %*
F época 6,17**

Meédias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo sio significativamente diferentes pelo
teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
** significativos ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F.

O valor médio da radiagdo fotossinteticamente ativa incidente ao nivel das plantas de
ITA3, durante o periodo analisado, foi de apenas 1,03% e esta se constituiu a reboleira que
apresentou o maior indice de sombreamento. As épocas com maior nivel de luminosidade
média foram abril/00 e setembro/00, nas reboleiras localizadas em ITA e maio/00 e
setembro/00, na reboleira VRB8 (dados ndao mostrados). P. ipecacuanha ¢ uma espécie
tipica de regides sombreadas e umidas (Caminha Filho, 1943; Torres, 1972; Fisher, 1973).
Tais caracteristicas permitem o melhor desenvolvimento dessa espécie, como pode-se

observar para as reboleiras ITA, onde os individuos mantiveram suas folhas durante todo o



periodo de estudo e foram capazes de alcancar o estado reprodutivo, em contraste com o0s
individuos da reboleira VRBS.

A variagdo sazonal no contetido dos alcaldides emetina e cefelina ¢ ilustrada na  figura
2, para cada uma das quatro reboleiras avaliadas. Uma oscilagdo muito discreta no teor dos
alcaloides, principalmente emetina, foi verificada em ITAl, salvo para os meses de
dezembro/99 ¢ maio/00, em que se observou os menores teores de emetina e cefelina. Para
a reboleira ITA2, verificou-se que a coleta realizada no més de outubro implicou na
obtencdo de maiores quantidades do alcaldide emetina, enquanto a coleta realizada no més
de maio foi a de maior rendimento para o alcaldide cefelina. ITA3 ¢ a reboleira que
apresentou, em média, os menores teores de emetina e os maiores de cefelina, chegando a
haver inversio na concentracdo desses alcaldides, com a quantidade de cefelina
ultrapassando a de emetina, em alguns meses como abril, junho e outubro/00. Em VRBS,
os niveis de emetina foram muito maiores que os de cefelina, numa propor¢io de
aproximadamente 10:1, que se manteve em praticamente todo o ano. A porcentagem dos
alcaldides na raiz ndo variou muito entre os meses, de modo que para essa reboleira espera-
se encontrar altos teores de emetina em qualquer época do ano, exceto nos meses margo €
abril.

A figura 3 mostra cromatogramas referentes ao teor dos alcaldides emetina e cefelina
presentes em raizes de individuos de poaia das quatro reboleiras em estudo, no més de

maio/2000.
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Fig. 2. Teores médios de emetina ( + ) e cefelina () em raizes secas de P. ipecacuanha
que se desenvolveram em condicdes naturais de areas de sub-bosque em 2 fragmentos
florestais localizados nos municipios de Itaperuna-RJ (ITA) e de Visconde do Rio Branco-
MG (VRB). nd = nao determinado

(a) ITAL; (b) ITA2; (¢) ITA3; (d) VRB 8
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Fig. 3. Cromatogramas dos alcaloides extraidos de raizes secas de P. ipecacuanha
coletadas em maio/00 e desenvolvidas em condi¢des naturais de areas de sub-bosque em 2
fragmentos florestais localizados nos municipios de Itaperuna-RJ (ITA) e Visconde do Rio

Branco-MG (VRB). Picos: 1=ndo identificado; 2= cefelina; 3= emetina. Abs = 288nm
(a) ITAL; (b) ITA2; (c) ITA3; (d) VRB8

Segundo os dados contidos na tabela 3, o contetido médio geral de emetina
(0,93mg/100mg) foi maior que o conteido médio geral de cefelina (0,20mg/100mg). A
relacao média geral entre emetina e cefelina (7,38) encontrada no presente estudo
aproxima-se dos resultados apresentados em andlises realizadas anteriormente utilizando
material genético de origem brasileira e se distingue da relagao entre emetina e cefelina
caracteristica de material de origem centro-americana (Gupta et alli, 1986; Skorupa e Assis,
1998). Houve variacdo significativa em relagdo ao conteudo de emetina e cefelina, & soma
entre emetina e cefelina e a relagdo emetina/cefelina de acordo com a origem do material
vegetal estudado. Os acimulos de emetina e a soma de emetina e cefelina em raizes
provenientes de VRBS e de ITA1 foram superiores aqueles obtidos de raizes originarias de
ITA2 ou de ITA3. Os teores de cefelina apresentados por raizes de ITA2 e ITA3 foram
superiores aos encontrados em raizes de ITA1. As diferengas na porcentagem desses
alcaloides podem ocorrer em funcdo do local de origem das raizes (Assis, 1992) e de
determinados fatores ambientais, como a temperatura (Yoshimatsu et alli, 1994). O teor de
alcaloides também ¢ influenciado pela idade das raizes (Addor, 1945), ocorrendo expressao
destes em maior taxa quando a planta esta adulta, com aproximadamente trés a quatro anos
(Jha et alli, 1988). As reboleiras ITA1, ITA2 e ITA3 estdo localizadas em um mesmo
fragmento florestal e distanciam entre si em menos de 50m. Dessa forma, ¢ aceitavel a

hipétese de que essas reboleiras estejam sob o efeito, em niveis semelhantes, de fatores



ambientais, tais como temperatura, precipitagao e fertilidade do solo. Segundo esta 6tica, os
resultados evidenciam a superioridade genética de ITA1 com relagdo a capacidade de
acumular emetina em niveis mais elevados quando comparada a ITA2 e ITA3. Por outro
lado, ITA2 e ITA3 mostraram superioridade para a produgao de cefelina, em relagao a
ITAL. O valor médio geral de emetina e de cefelina obtido das amostras analisadas ¢
inferior aos valores mencionados para diversas raizes de poaia amostradas no Brasil, cujos
niveis especificos de emetina variam de 1,5 a 1,7% e os de cefelina situam-se entre 0,6 €
0,7% (Skorupa e Assis, 1998). As reboleiras VRBS8 e ITA1 apresentaram as maiores
relagdes emetina/cefelina, em valores que foram superiores, em nivel de 5% de
probabilidade, pelo teste de Tukey, quando comparados aos valores obtidos para ITA2 e
ITA3. Nao houve variagao significativa no contetido de emetina e de cefelina, soma de
emetina e cefelina e relagdo emetina/cefelina, quando se considerou a época de amostragem

das raizes

Tabela 3

Valores médios (mg/100mg) e resumo da analise de varidncia do conteido de emetina
(EME) e de cefelina (CEF) extraidos de raizes secas de P. ipecacuanha provenientes de
quatro reboleiras que se desenvolveram em condi¢des naturais de areas de sub-bosque em 2
fragmentos florestais localizados nos municipios de Itaperuna-RJ (ITA) e de Visconde do
Rio Branco-MG (VRB).

EME CEF EME+CEF  EME/CEF
ITA1 1,16 b 0,13b 1,30 b 9,59a
ITA2 0,65¢c 0,24 a 0,90 ¢ 482D
ITA3 046¢c 0,25a 0,70c 298D
VRB 8 1,44 a 0,16 ab 161a 1215 a
Média geral 0,93 0,20 1,13 7,38
F reboleira 39,83** 3,98** 26,10** 28,25™

F época 1,74 0,66 1,51 1,61




Meédias seguidas pela mesma letra na coluna, nao sao significativamente diferentes pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
** significativos ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F.

No entanto, foi observada apenas para a reboleira VRBS, através do teste de Tukey,
uma diferenca nos teores de emetina segundo a €época de coleta de raizes, ao nivel de 1% de
probabilidade. A tabela 4 mostra as diferengas no conteido de emetina em raizes de VRBS
coletadas durante 12 épocas, entre setembro/1999 e setembro/2000. Apesar de o conteudo
médio de emetina ter apresentado variagdo significativa de acordo com a época da
amostragem, as diferencas foram, em geral, pequenas e os valores maximo € minimo
atingiram 2,24 e 0,81mg/100mg, respectivamente. Durante o periodo estudado, raizes
coletadas durante os meses de mar¢o e abril de 2000, na reboleira VRBS, apresentaram os
menores valores no conteudo de emetina, atingindo 097 e 081 mg/100mg,

respectivamente.

Tabela 4
Valores médios (mg/100mg) do conteudo de emetina (EME) extraido de raizes secas de
P. ipecacuanha provenientes de uma reboleira que se desenvolveu em condigdes naturais

de area de sub-bosque em um fragmento florestal localizado no municipio de Visconde do
Rio Branco-MG (VRB), durante o periodo de set/99 a set/00.

Epoca de coleta EME (mg/100mg)
Set/99 1,12ab
Out/99 1,74ab
Nov/99 1,47ab




Dez/99 1,26ab

Jan/00 1,63ab
Fev/00 1,46ab
Mar/00 0,97b
Abr/00 0,81b
Mai/00 1,22ab
Jun/00 1,79ab
Ago/00 1,57ab
Set/00 2.24a

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo sdo significativamente diferentes pelo

teste de Tukey ao nivel de 1% de probabilidade.

Estudos subseqiientes necessitam ser realizados para averiguar a possibilidade de que
este baixo teor de emetina possa se repetir em raizes coletadas em anos seguintes, em
épocas similares.

A variagdo sazonal de principios ativos de plantas medicinais compreende variagdo
quimica temporal e espacial, ao longo de eixos genéticos, ecologicos e fisioldgicos
(Tétényi, 1970, em Brown Jr., 1988). Entretanto, a pequena variagdo mensal encontrada no
presente estudo ndo permitiu o estabelecimento de um padrio de sazonalidade no actmulo
de emetina, em P. ipecacuanha. Gupta et alli (1986) detectaram variacdo sazonal no
conteudo de emetina e cefelina em raizes da poaia do Panama, com menor conteido de
emetina em margo € maiores teores em junho e outubro. Em individuos de P. ipecacuanha
cultivados no Japdo, o conteido méaximo de emetina foi observado em dezembro
(Yoshimatsu et alli, 1994). Um estudo abrangendo varios ciclos anuais de desenvolvimento
da espécie seria util para se avaliar a possibilidade de que épocas similares de anos
subseqlientes possam contribuir de forma distinta para o actimulo dos alcaldides de P.
ipecacuanha. O conteido de emetina em VRBS, por exemplo, obtido de raizes coletadas no

més de setembro de 1999 atingiu o valor de 1,12 mg/100mg; enquanto que em raizes



coletadas no mesmo més do ano seguinte, foi de 2,24 mg/100mg. A ocorréncia de padrdes

de outros metabolitos

melhor  definidos sazonalidade tem sido demonstrada para
secundarios, especialmente Oleos essenciais e compostos fenolicos em geral (Southwell e
Bourke, 2001; Silva et alli, 1999; Vogel et alli,1996; Randhawa e Kaur, 1996; Court et alli,
1993).
A tabela 5 reune os resultados da analise de variancia e do teste de médias de diversos
atributos fisicos da raiz de poaia. As reboleiras diferiram entre si com relagio a dez das
doze caracteristicas fisicas analisadas. O comprimento do filamento e a distancia entre o
final do filamento e o segmento de raiz selecionado para as analises foram as nicas
caracteristicas que ndo se alteraram com relagdo as quatro reboleiras comparadas. Em geral,
raizes provenientes da reboleira ITA1 apresentaram caracteristicas com valores superiores
aqueles observados nas raizes oriundas de ITA2 e ITA3 e semelhantes aos registrados para
VRBS. Raizes de ITA1 e VRBS, por exemplo, apresentaram maior didmetro médio, maior

volume, maior peso € maior densidade do que raizes das outras procedéncias analisadas.

Tabela 5
Valores médios de 12 caracteristicas de raizes de P. ipecacuanha provenientes de quatro
reboleiras que se desenvolveram em condi¢des naturais de areas de sub-bosque em 2

fragmentos florestais localizados nos municipios de Itaperuna-RJ (ITA) e de Visconde do

Rio Branco-MG (VRB).
COF DF DRF PRT DMF VOF POF DEF DMS VOS POS DES
ITA1 2,03 0,20a 3,99 6,57 052a 0,89a 1,13a 1294,07 0,39 048 066a 1368,65
a b a b ab a a a
[TA2 2,09 022a 354 755 045b 066b 0,77b 121500 0,30 0,30 0,37b 1250,68
a a a C C b b b c ab
ITA3 1,85 0,15b 3,23 7,36 042c 0,56c 0,67b 1237,38 0,30 0,28 0,32c 1159,94
a a a b b b b
VRB 2,06 021a 420 745 048a 0,75a 097a 1363,37 0,35 040 045b 1144,66
8 a a a b b a a a b




Meédias seguidas pela mesma letra na coluna, nao sao significativamente diferentes pelo

teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

COF= comprimento (cm) do filamento entre o caule e a raiz; DIF= didmetro (cm) do
filamento entre o caule ¢ a raiz; DRF= distincia (cm) entre o final do filamento e o
segmento de raiz selecionado para estudo; PRT= n° de protuberancias/cm do segmento
selecionado; DMF= didmetro médio (cm) do segmento fresco, VOF= volume (cm3) do
segmento fresco, POF= peso (g) do segmento fresco, DEF= densidade (mg/cm3) do
segmento fresco, DMS= didmetro médio (cm) do segmento seco; VOS= volume (cm3) do
segmento seco; POS= peso (g) do segmento seco; DES= densidade (mg/cmS) do segmento

S€CO.

Em contraste, raizes provenientes de ITA3 apresentaram os menores valores com
relagdo a praticamente todas as caracteristicas analisadas. Entretanto, a parte aérea de ITA3
apresentou-se mais exuberante (dado ndo mostrado), o que pode ter ocorrido em fungao do
maior sombreamento a que esteve submetida. ITA1 apresentou o menor valor com relagao
ao numero de protuberancias/cm (6,57/cm). Este valor foi estatisticamente inferior ao
observado em todas as outras trés reboleiras, pelo teste de Tukey.

Os resultados da analise de correlagdo entre porcentagem de emetina e cefelina, total e
relacio entre esses alcaldides, estdo sumarizados na tabela 6. Houve correlacdo
significativa entre os contelidos de emetina e cefelina. Maior acimulo de emetina implicou

consistentemente em menor acimulo de cefelina.

Tabela 6
Correlagdes simples (Pearson) entre o conteido de emetina (EME) e de cefelina (CEF)

extraidos de raizes secas de P. ipecacuanha.

Caracteristicas EME CEF EME + CEF EME/CEF
EME - -0,23** 0,96** 0,72**
CEF - 0,06 -0,55**




TOTAL - 0,57**
EME/CEF -
* * Significativos a 1% de probabilidade

Com referéncia as caracteristicas fisicas das raizes, os resultados dos estudos de
correlagdo (Tabela 7) mostraram que o nivel de incidéncia da radiagdo fotossinteticamente
ativa apresentou correlagdo significativa, ao nivel de 1% de probabilidade, com varias

caracteristicas fisicas da raiz.

Tabela 7

Correlagdes simples (Pearson) entre 12 caracteristicas fisicas da raiz e entre caracteristicas

fisicas e porcentagem da radiacdo fotossinteticamente ativa incidente em nivel das

reboleiras de P. ipecacuanha.

Caracteristica COF DIF DRF PRT DMF VOF POF DEF DMS VOS POS DES %RFA
COF - 0,26 0,07 -0,14 0,01 0,00 -0,08 -0,06 -0,010 -0,010 -0,01 -0,04 0,09
DIF - 0,04 0,10 0,27** 0,26*™ 0,24 -0,12 0,14 0,13 0,177* 0,06 0,14
DRF - 0,06 -0,08 -0,08 -0,01 0,16* 0,15* 0,13 0,172 -0,01 0,01
PRT - -0,23** -0,24** -0,21** 0,07 -0,33** -0,34** -0,28** 0,08 -0,22**
DMF - 0,99** o0,87** -0,45** 0,66* 0,67** 0,70 0,15* 0,22**
VOF - 0,88** -0,42** 0,67** 0,69** 0,72** 0,14 0,26*
POF - 0,02 o0,77** 0,78* 0,85** 0,23** 0,26**
DEF - 0,05 0,04 0,08 0,11 0,09
DMS - 0,99** 0,88** -0,12 0,33*
VOS - 0,89** -0,11 0,35**
POS - 0,32** 0,23**
DES - -0,15
%RFA -

* Significativos a 5% de probabilidade.
** Significativos a 1% de probabilidade.



COF= comprimento (cm) do filamento entre o caule e a raiz; DIF= didmetro (cm) do
filamento entre o caule e a raiz; DRF= distancia (cm) entre o final do filamento e o
segmento de raiz selecionado para estudo, PRT=n° de protuberancias/cm do segmento
selecionado; DMF= diametro médio (cm) do segmento fresco; VOF= volume (cmS) do

segmento fresco; POF=peso (g) do segmento fresco; DEF= densidade (mg/cm3) do
segmento fresco; DMS= didmetro médio (cm) do segmento seco; VOS= volume (cm3) do

segmento seco; POS=peso (g) do segmento seco; DES= densidade (mg/cm3) do segmento

seco; YeRFA= porcentagem de radia¢io fotossinteticamente ativa incidente sobre as

reboleiras.

Raizes com maior didmetro médio, mais pesadas e de maior volume apresentaram menor
numero de protuberancias/cm e foram coletadas de reboleiras que estiveram expostas a um
nivel de luminosidade mais elevado. De modo contrario, niveis elevados de sombreamento
na reboleira estiveram correlacionados com a coleta de raizes que apresentavam menor
numero de protuberancias/cm de raiz. Correlagdes simples, obtidas pelo teste de Spearman,
mostraram a existéncia de correlagao significativa entre estddio de desenvolvimento da
reboleira e trés das doze caracteristicas fisicas da raiz de P. ipecacuanha consideradas

neste estudo. A correlagao do estadio de desenvolvimento com o didmetro médio do
segmento fresco e com o volume médio do segmento fresco foi positiva (0,36; para ambas
as comparagdes), enquanto a correlacdo do estadio de desenvolvimento com a densidade do
segmento fresco foi negativa (-0,41).

O contetido de emetina na raiz seca apresentou correlagdo positiva com seis das doze
caracteristicas fisicas da raiz de P. ipecacuanha (Tabela 8). Dessa forma, o conteudo de
emetina foi significativamente maior em segmentos de maior didmetro quando secos e mais

distantes do final do filamento da raiz. De modo similar, raizes que apresentaram maior

peso e maior densidade foram capazes de acumular maior teor de emetina. Por outro lado, o



acumulo de cefelina foi negativamente correlacionado aquelas caracteristicas fisicas que

indicaram maior teor de emetina. Os resultados obtidos indicaram que o acimulo de

emetina apresentou correlagdo positiva com a quantidade de radiagdo fotossinteticamente

ativa incidente sobre as plantas de P. ipecacuanha. Por outro lado, nenhuma correlagao foi

demonstrada entre o conteudo de cefelina e a quantidade de radiagdo fotossinteticamente

ativa incidente. Jha et alli (1988) referenciam a época de floragdo como ideal para obtencao

de maiores teores de alcaldides em poaia, entretanto, neste trabalho, nenhuma correlagao

significativa entre estadio de desenvolvimento e teor de alcaldides foi observada (dado nao

Tabela &

mostrado).

Correlagdes simples (Pearson) entre o conteudo de alcaldides em

raiz

s€Ca €

12 caracteristicas fisicas da raiz e entre o conteudo de alcaldides em raiz seca e

porcentagem da radiagdo fotossinteticamente ativa incidente em nivel das reboleiras de

P. ipecacuanha.

Caracteristica EME CEF EME + EME/CEF
S CEF

COF 0,00 0,04 0,01 -0,01
DIF 0,07 0,04 0,08 0,01
DRF 0,16* -0,33** 0,06 0,34**
PRT -0,14 0,09 -0,12 -0,05
DMVF 0,10 -0,10 0,07 0,17*
VOF 0,12 -0,12 0,09 0,19*
POF 0,22** -0,19* 0,17* 0,32**
DEF 0,21** -0,12 0,18* 0,25**
DMVS 0,28 -0,39** 0,17* 0,39**
VOS 0,28** -0,36** 0,18* 0,38**
POS 0,29** -0,34** 0,20* 0,38**



DES 0,09 0,03 0,10 0,04
%RFA 0,52** -0,11 0,50** 0,36**
* Significativos a 5% de probabilidade.

** Significativos a 1% de probabilidade.

COF= comprimento (cm) do filamento entre o caule ¢ a raiz; DIF= didmetro (cm) do
filamento entre o caule e a raiz; DRF= distincia (cm) entre o final do filamento e o
segmento de raiz selecionado para estudo; PRT= n° de protuberancias/cm do segmento
selecionado; DMF= didgmetro médio (cm) do segmento fresco, VOF= volume (cm3) do
segmento fresco;, POF= peso (g) do segmento fresco, DEF= densidade (mg/crn3) do
segmento fresco;, DMS= didmetro médio (cm) do segmento seco; VOS= volume (cm3) do
segmento seco; POS= peso (g) do segmento seco; DES= densidade (mg/cm3) do segmento
seco;  %RFA= porcentagem de radiagdo fotossinteticamente ativa incidente sobre as

reboleiras.

4. CONCLUSOES
Pelo presente estudo, pode-se concluir que:

1) O contetido de emetina e de cefelina variou significativamente segundo a origem
geografica das raizes, sendo esta variacdo verificada at¢ mesmo em reboleiras

localizadas em um unico fragmento florestal que estava sob o efeito de condigdes



ambientais similares. Este fato demonstra a existéncia de variabilidade genética para
o teor destes alcaldides e indica que a selegdo de gendtipos mais produtivos em
emetina e cefelina pode ser vidvel quando realizada em populacdes de P.

ipecacuanha nativa do sudeste brasileiro.

2) O teor de emetina em raizes apresentou variagao significativa dependendo das

condi¢oes de sombreamento do local onde as reboleiras se desenvolveram e até
mesmo das caracteristicas fisicas do segmento de raiz selecionado para quantificagdo

do alcalodide.

3) Apesar de ter sido demonstrada a existéncia de oscilagdes no conteudo de alcaloides
em raizes de P. ipecacuanha, esta variagao nao apresentou um padrao claro de
sazonalidade durante o periodo estudado. Logo, os resultados obtidos nao permitem
a formulagdo de uma hipétese que justifique a escolha de uma determinada época do
ano na qual se deveria coletar raizes de P. ipecacuanha visando a obtengdo de um

maior ou menor teor de emetina ou de cefelina.
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CAPITULO 3

CARACTERIZACAO ANATOMICA DA RAIZ E CAULE DE Psychotria

ipecacuanha (Brot)) Stokes E HISTOLOCALIZACAO DE ALCALOIDES

1. INTRODUCAO

A familia Rubiaceae ¢ bastante ampla, com cerca de 400 a 500 géneros e 6000 a 7000
espécies, e possui distribuicio mundial, ocorrendo principalmente nas regides tropicais
(Barroso, 1991).

As plantas dessa familia possuem habito variado, compreendendo ervas, arbustos,
subarbustos, arvores ¢ trepadeiras (Robbretcht, 1988; Joly, 1993), cujas folhas sdo
comumente opostas, com estipulas interpeciolares, geralmente, portando coléteres em sua
superficie interna (Cronquist, 1981). As flores sdo brancas ou vermelho-amarelas, as vezes
azuis, hermafroditas, com ovario infero, bilocular (Joly, 1993). Cronquist (1981) menciona
para a familia: a ocorréncia de crescimento secundario andémalo em alguns representantes;
auséncia de floema interno; producdo de grande variedade de repelentes quimicos, como
antraquinonas, varias classes de alcaldides, taninos e outros; presenca de células ou
cavidades secretoras no tecido parenquimatico; ¢ também de c€lulas contendo cristais,
geralmente rafides de oxalato de cdlcio, na epiderme das folhas e em tecidos

parenquimaticos.



No Brasil, a familia Rubiaceac estd representada por trés sub-familias, subdivididas
em tribos, em fungdo de uma séric de caracteristicas morfoanatomicas (Barroso, 1991). A
sub-familia Rubioideaec destaca-se pela predominancia de elementos herbaceos ou
subarbustivos e heterostilia freqiiente, dentre outras caracteristicas (Barroso, 1991). Esta
sub-familia inclui a espécie Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes, vulgarmente conhecida
por poaia, ipeca ou ipecacuanha (Pio Corréa, 1969). P. ipecacuanha ¢ nativa da Mata
Atlantica brasileira e, atualmente, distribui-se de forma descontinua nas florestas da América
Central e norte da América do Sul (Colombia), no sul da floresta amazonica (nos estados de
Rondoénia e Mato Grosso) € na Mata Atlantica (nos estados da Bahia, Minas Gerais, Espirito
Santo e Rio de Janeiro, principalmente) (Assis, 1992).

A poaia ¢ referida na literatura como pertencente a varios géneros, sendo mais
comumente incluida nos géneros Cephaelis ¢ Psychotria. Nas tltimas décadas, houve uma
uniformidade no sentido da denominagdo Cephaelis ipecacuanha (Brot.) A. Rich.
Entretanto, Assis (1992) mostrou que hd uma intima relagdo entre esses dois géneros e,
através de detalhada andlise taxonomica da espécie, concluiu que a denominagdo mais
correta para a poaia ¢ Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes.

P. ipecacuanha é uma planta herbacea, de crescimento lento, cujo caule atinge, em
média, 30-40 cm de altura. Ao alcangar esta altura, o caule curva-se em direcdo ao solo,
tornando-se muitas vezes reptante e formando falsos rizomas que emitem, dos nos, raizes
laterais que se transformam em raizes tuberosas ricas em substancias de reserva (Pinto,
1976). Pio Corréa (1969) também menciona a propriedade rizogénica dos caules dessa
espécie. As raizes, de cor pardo-acinzentada e sabor amargo caracteristico (Occhioni, 1971),
tém aspecto anelado, com 20 a 40 cm de comprimento, apresentando os anéis em alto relevo

(Miranda, 1983).



Nas Rubiaceae, apesar de os caracteres taxonOmicos classicos serem muito bem
estudados, muitas caracteristicas como a estrutura do polen, a disposicdo dos tecidos
vasculares e a distribuicdo dos varios metabodlitos secundarios sdo, ainda, muito pouco
conhecidas (Cronquist, 1981).

Poucos trabalhos tratam da caracterizagdo anatomica de P. ipecacuanha, sendo em sua
maioria, restritos a descricdo da raiz e do caule (Moeller, 1927, Cruz, 1935; Silva, 1936;
Lemesle, 1947, Wallis, 1966; Costa, 1975). Em relagdo a anatomia foliar da poaia, sdo
conhecidos os trabalhos de Alencar & Santos (1980) e Assis & Giulietti (1999). De acordo
com estes autores, as folhas da espécie sdo dorsiventrais, com cuticula delgada, epiderme
unisseriada, hipoestomaticas, com estdmatos paraciticos € tricomas uni-tricelulares em
ambas as faces. Os feixes vasculares sao de pequeno porte, com xilema separado do floema
por fibras.

As raizes da poaia contém diversos alcaldides, sendo os principais: emetina, cefelina e
psicotrina, aos quais sdo atribuidas as propriedades terapéuticas dessa planta (Addor, 1945).
Emetina possui eficicia contra disenteria e hepatite amebiana causada por Entamoeba
histolytica (Sahu & Mahato, 1982) e acdo expectorante (Teshima et al, 1988), bem como
acdo inibidora da sintese de proteinas (Chow et alli, 1995; Sidhu e Omiecinski, 1998) e de
DNA (Burhans et alli 1991; Aladjem e Wahl, 1997). A poaia apresenta, ainda propriedade
emética relacionada a emetina (em altas doses), a cefelina (Itoh et al, 1999) e a psicotrina
(Skorupa &  Assis, 1998).

Acredita-se que a idade das raizes tenha grande influéncia sobre o conteido de
alcaldides e que estes se localizem na camada cortical da raiz (Pio Corréa, 1969; Torres,
1972). Entretanto, nenhum trabalho especifico para localizagdo histoquimica dos alcaldides

em raiz de poaia foi realizado.



De acordo com Runeckles & Tso (1972), os alcaldides ocorrem em todos os tipos
celulares de orgdos jovens das plantas, porém, com o desenvolvimento, estes metabdlitos se
concentram em células epidérmicas, subepidérmicas e endodérmicas, e em células
parenquimaticas  especializadas. Os  alcaldides, assim como diversos constituintes
farmacologicamente ativos, encontramrse dissolvidos no citoplasma das células e em
particular no suco vacuolar (Costa, 1975; Costa, 1982).

Este trabalho teve como objetivo a caracterizacdo anatomica da raiz ¢ do caule de
Psychotria ipecacuanha, em diferentes estadios de desenvolvimento visando obter maiores
informagdes sobre a constituicdo e formagdo das saliéncias (“anéis”) da raiz; bem como

sobre a histolocalizagdo dos alcaldides nas raizes e caule dessa espécie.



2. MATERIAL E METODOS

2.1-  Coleta do material para estudo

Raizes e caule de Psychotria ipecacuanha foram coletados, em condigdes naturais de
desenvolvimento, de wuma reboleira (ITA 1) ocorrente em um fragmento florestal
localizado no municipio de Itaperuna (RJ), em dezembro de 1999.

O material coletado foi identificado, acondicionado em sacos plasticos e transportado
at¢ o laboratdrio, onde cada raiz foi seccionada perpendicularmente ao longo do seu eixo,
originando fragmentos sucessivos de 1 cm de comprimento. Estes fragmentos foram
fixados em FAAso durante uma semana, foram, em seguida, lavados com dlcool 50%
(v./v.) e conservados em dalcool 70% (v./v.). Procedimento semelhante foi realizado para o
caule aéreo e o subterraneo.

Um individuo inteiro, em floragdo, foi coletado e foi depositado no herbario da

Universidade Federal de Vigosa (VIC), sob o ntiimero 24.172, como material testemunha.

2.2 -Obtencao dos cortes histologicos

Os segmentos de raiz e caule foram submetidas a desidratacdo etilica e incluidos em
parafina com cera de abelha a 8%. Foram obtidos cortes seriados, longitudinais e
transversais, com 8 1 m de espessura, utilizando-se um micrétomo rotativo LEICA RM
2155. Apds desparafinizacdo, os cortes foram corados com fucsina 0,5%, por um periodo

de doze horas, seguindo-se coloracdo com azul de astra, durante cinco minutos, segundo a



técnica modificada de Roeser, adaptada de Luque et al (1996). Os cortes foram, em
seguida, desidratados e montados em laminas com balsamo do Canada.

Para estudo das células do sistema vascular, fragmentos, de aproximadamente 0,5 cm,
da raiz (regido central) e do caule, foram submetidos a maceragdo com solucao de Jeffrey
(Johansen, 1940); o material foi, apoés lavagem em agua destilada, corado com azul de
anilina ou safranina e montado entre lamina e laminula, em balsamo do Canada.

A documentacdo fotografica foi realizada em um microscopio Olympus AX70, com
sistema U-Photo, do laboratério de Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia

Vegetal, da Universidade Federal de Vigosa.

2.3 - Histolocalizac¢io dos alcaléides

Para localizagio dos alcaloides, foram obtidos cortes, de 20-30 i m de espessura,
por meio de um micrétomo de mesa, de raizes e caules de P. ipecacuanha (material
teste) e também da raiz de Hibiscus esculentum, utilizada para controle negativo, por
nao conter alcaldides.
Alguns cortes da raiz de P. ipecacuanha permaneceram em solu¢do de acido tartarico
5% (Johansen, 1940), por um periodo de cinco semanas (Corsi e Biasci, 1998), para
remogao dos alcaldides, e foram também utilizados como controle negativo.
Os cortes do material teste e controle foram imersos no reagente de Dragendorft,
conforme realizado em Corsi & Biasci (1998). Em seguida, os cortes foram observados e
fotografados em um fotomicroscopio Olympus BX50, do Laboratdrio de Associagdes

Micorrizicas, situado no BIOAGRO — UFV.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Caracterizacio anatomica da raiz
* Estrutura primaria

Em corte transversal, a raiz apresenta epiderme unisseriada, constituida por células
poligonais, de tamanhos variados e parede pouco espessada.

O cortex ¢ parenquimatico, sendo constituido por cerca de cinco camadas de células
de tamanho irregular e formas variadas, contendo grande quantidade de amido,
funcionando, dessa forma, como parénquima de reserva. As cé€lulas se apresentam
dispostas de forma concéntrica. Observa-se endoderme caracteristica, mas sem
evidenciagdo de estrias de Caspary. Internamente a endoderme, hd um periciclo nitido,
constituido por uma camada de células, delimitando o cilindro vascular (Figura 1).

A raiz apresenta sistema vascular formado por xilema diarco e dois grupos de floema
(Figuras 1 e 2). Wallis (1966) relata o xilema como triarco, para esta espécie. Entretanto,

sabe-se que a estrutura do xilema pode variar segundo a regido da raiz (Esau, 1977).

* Estrutura secundaria

O crescimento em espessura tem inicio com a diferenciagdo do cdmbio e formacdo de
xilema e floema secundarios, ¢ com a divisio das células do periciclo formando células
parenquimaticas, das quais se origina o felogénio (Figura 4). Como conseqiiéncia da
atividade do felogénio e do cambio, ocorre a eliminacdo da epiderme e do cortex primario

(Figuras 3 e 4).



A partir do felogénio forma-se, em direcdo ao interior, a feloderme constituida por
varias camadas de células que sofrem expansdo e dividemse em diversos planos. O
mesmo acontece com as células parenquiméticas do floema secundédrio (Figura 5). A
expansao e divisdo de células da feloderme e do floema secundario resultam na formagao
de um parénquima cortical muito amplo, de origem secundaria (Figura 6).

O floema secundario se caracteriza por apresentar, além dos elementos de condugdo,
células parenquimaticas que se expandem e se dividem desde as proximidades do cambio
(Figuras 5, 7 a 10). Assim, torna-se dificil identificar os limites da feloderme e do floema
secundario (Figuras 7 e 9). Grupos de elementos condutores do floema podem ser
visualizados em meio as células parenquimaticas (Figuras 7-10).

As protuberancias da raiz se formam em consequéncia da atividade diferencial do
felogénio (Figura 6). A feloderme, j4 bem proximo ao felogénio, apresenta-se com aspecto

mais desorganizado, devido a expansdo e divisdes adicionais de suas c€lulas (Figuras 11 e
12). Na figura 12 observa-se o limite entre as c€lulas da feloderme recém formadas, que
ainda ndo acumularam amido, e o parénquima cortical secundario. Wallis (1966) define este
parénquima secundario como uma feloderme parenquimatica ampla. Esse tecido poderia, de
fato, ser classificado dessa forma, porém devido & participagdo de células do parénquima do
floema em sua formagdo, pode-se dizer que sua origem € mista, pois ocorre a partir de dois
tecidos diferentes: feloderme e parénquima do floema (Figura 9). Mesmo em crescimento
secunddrio, a raiz mantém uma pequena propor¢ao entre a regido vascular e a regido cortical
(Figura 6) em conseqiiéncia da atividade cambial ser reduzida em comparagdo com a do

felogénio.









Observa-se, na seqliéncia de cortes realizados, a ocorréncia de um processo dinamico
de produgdo/formagdo e perda das regides com parénquima expandido, devido a formagao
de felogénios sucessivos (Figura 13), o que poderia explicar a morfologia ‘“anelada”
caracteristica das raizes de poaia, nas quais, por expansao e reducao do cortex, os “anéis”
seriam formados. Para Torres (1972), cada “anel” corresponde a uma raiz lateral que ndo se
desenvolveu devido ao espessamento. Essas saliéncias, segundo Pinto (1976), emitem raizes
secundarias, formando 8 a 12 ou mais ramificagdes de 15 a 20 cm de comprimento e 5-10
mm de didmetro. Essas protuberancias sdo formadas por um parénquima cortical secundario
e ndo constituem raizes laterais ndo desenvolvidas, por ndo apresentarem tecido vascular e
tampouco emitem raizes laterais. Dessa forma, as raizes de poaia devem ser consideradas
como segmentadas, com os segmentos possuindo aspecto anelar. Wallis (1966) caracteriza
as raizes de poaia como marcadas por estrangulamentos transversais € com
aproximadamente 8 segmentos anulares por centimetro.

A seqiiéncia de eventos contida na figura 14 mostra o processo de redugdo do cortex
com perda das protuberancias. Na figura 14a nota-se o contorno irregular da raiz, com
pontos onde o parénquima cortical esta mais expandido, constituindo a protuberancia; e
nas figuras 14c e 14d, fragmentos de parénquima cortical sendo eliminados, j4& numa etapa
final do processo, demonstrando o dinamismo do mesmo.

Observa-se a suberificacdo de uma faixa de células da protuberancia, da periferia para
0 centro, o que compromete a translocagdo de substiancias para as células mais externas.
Abaixo dessa faixa de células, um novo felogénio comega a se formar, como ja relatado
(Figura 13). Com a suberificagdo acentuada da protuberdncia, principalmente na regido
periférica, as células do cortex, completamente isoladas do restante da raiz pela nova

periderme ja instalada, perdem seu aspecto tipico e sdo descamadas (Figuras 14b e 14c).









Na figura 14d vé-se a raiz totalmente separada das células da protuberancia, que ja se
destacaram. Na regido onde havia a protuberdncia, a nova periderme estd intacta e
continua, de modo que, a ndo ser pelos restos celulares ao redor, ndo ha evidéncias da
formacdo e perda da protuberancia, conforme descrito acima. Assim, conclui-se que o0s
restos celulares visualizados constantemente ao redor da raiz sdo oriundos de descamagdo
por formacao de sucessivos felogénios.

Nao foram encontrados na literatura explicagdes de como os “anéis” da raiz de poaia
se formam.

No macerado do xilema da raiz observou-se fibras septadas contendo amido, e outras
ndo septadas, libriformes, em grande quantidade (Figura 15), além de traqueides contendo
pontoacdes areoladas e elementos de vaso estreitos e relativamente curtos, com apéndices
inclinados, placas de perfuracdo simples muito pequenas e pontoacdes areoladas (Figuras 16
e 17), bem como células parenquimaticas alongadas e de parede espessada (Figura 18 e19).
Traqueides com pontoacdes areoladas foram observados, em P. ipecacuanha, bem como
lenho pouco desenvolvido e com estrutura radiada pouco distinta , 0 mesmo ocorrendo no
floema, o qual ¢ evidenciado como alguns corddes de tubos crivados junto ao lenho
(Moeller, 1927; Cruz, 1935; Silva, 1936; Costa,1975; Oliveira et al, 1991). Solereder (1908)
menciona a ocorréncia de placas de perfuragdo simples em espécies do género Psychotria.
Moeller (1927) mostra, ainda, a ocorréncia de elementos de vaso com pontoacdes areoladas.
Estes elementos do xilema foram também observados por Lemesle (1947).

Sendo os alcaldides metabolitos secundarios com  propriedades alelopaticas

comprovadas, incluindo os alcaldides da poaia (Wink & Twardowski, 1992), pode-se
aventar a hipdtese de que este processo de eliminagdo continua de tecido cortical da raiz

represente uma forma de excrecdo de substincias alelopaticas para a rizosfera, como



mecanismo de defesa e garantia de sobrevivéncia para a espécie. O fato de os individuos de
poaia ocorrerem em reboleiras bem delimitadas, onde praticamente ndo se observa outras
espécies, reforca essa hipOtese, embora estudos futuros devam ser realizados para
comprovacdo dessa hipdtese. Wink (1983) demonstrou a acdo de alcaldides
quinolizidinicos de Lupinus albus como inibidores da germinagdo de sementes e constatou

a eliminacao dos alcalodides através das raizes dessa espécie, durante o seu crescimento.

3.2 - Histolocalizagio de alcaloides na raiz

Os alcaldides foram evidenciados em todos os tecidos da raiz de poaia , como
mostrado na Figura 20, com reagdo mais proeminente na regido do xilema secundario
(Figura 20a), onde tanto as células parenquimaticas quanto as c€lulas de conducdo do xilema
apresentaram-se intensamente coradas. A presenca de alcaldides em células de tecidos
vasculares foi relatada em trabalhos como o de Corsi & Biasci (1998), que reportaram a
localizagdo de alcaloides, através de técnicas histoquimicas, em células associadas ao floema
de raizes regeneradas de Conium maculatum L., ¢ ode Khanam et al (2000), que localizaram
alcaloides em c€lulas de xilema secundario de calos de Duboisia myoporoides R. Br.

Foi constatada a presenca de alcaldides em todas as células da regido cortical (Figura
21). Apesar da reagcdo concomitante do reagente de Dragendorff com amido, resultando em
coloragcdo arroxeada, pdde-se perceber a coloragdo amarela tipica, indicando a presenca de

alcaldides, na regido periférica das células, principalmente na parede (Figura 21a).









Segundo Costa (1975), diversos constituintes farmacologicamente ativos, incluindo
alcaloides, ap6s a morte das cé€lulas, sdo precipitados e retidos nas paredes celulares.
Entretanto, neste trabalho, verificou-se o actimulo de alcaldides nas paredes de células
parenquimaticas vivas do xilema e do cortex da raiz de P. ipecacuanha. A regiao que
constitui a protuberancia da raiz apresentou-se com o mesmo padrdo de coloragdo do cortex
do restante da raiz, mostrando que os alcaldides também estdo presentes nas c€lulas das
protuberancias, sendo liberados para o solo com a perda dessas regides (Figuras 22 e 23).

Os cortes da raiz de P. ipecacuanha deixados em dacido tartdrico 5% apresentaram
reacdo positiva para alcaldides, mas com intensidade muito menor, demonstrando que para
esse material, o tempo para remog¢do dos alcaldides deve ser maior que o proposto por Corsi
& Biasci (1998) para remogdo de alcaldides de raizes de Conium maculatum L. As figuras
24 ¢ 25 ilustram essas observagoes.

Como mostrado nas figuras 26 e 27, os cortes da raiz de Hibiscus esculentum
permaneceram sem coloragdo especifica para alcaloides, apds deixados imersos no
reagente de Dragendorff por 5 minutos, demonstrando a especificidade do reagente para a
coloracao de alcaloides.

Khanam et al (2000), através de pesquisa em oOrgdos de Duboisia myoporoides
regenerados por cultura de tecido, propuseram que o local de sintese dos alcaloides seria a
raiz. Wink & Hartmann (1982a) identificaram os cloroplastos como local de sintese de
alcaloides quinolizidinicos em Lupinus albus L. Nesta espécie, estes alcaldides sdo
produzidos nas folhas, translocados para todas as partes da planta, via floema (Wink &
Hartmann, 1982a) e acumulados principalmente em frutos e raizes (Wink & Hartmann,

1981b). A presenca de alcaldides nas raizes de P. ipecacuanha, principalmente nos tecidos



vasculares, entretanto, ndo permite concluir se as raizes constituem sitio de sintese dos
alcaloides, ou se estas funcionam como 6rgdos de acumulacdo desses compostos.

Yoshimatsu & Shimomura (1993) verificaram, em P. ipecacuanha, a produgdo de
alcaloides tanto em tecidos regenerados a partir de explantes caulinares quanto de raiz, e

concluiram que a biossintese de alcaldides eméticos ocorre em toda a planta.

3.3 — Caracterizacao anatomica do caule e histolocalizacio de alcaloides

O caule aéreo de P. ipecacuanha apresenta crescimento secundario tipico (Figuras 28
e 32). O cortex ¢ constituido por colénquima e parénquima, cujas células de formatos e
tamanhos variados, contém, em geral, amido; podendo ocorrer rafides de oxalato de calcio,
principalmente proximo a endoderme. Na endoderme s3o evidentes as estrias de Caspary
(Figura 29), conforme relatado por Assis & Giulietti (1999). Tais caracteristicas estdo de
acordo com as observacdes de Assis (1992), segundo a qual o caule apresenta, em corte
transversal, cortex bem desenvolvido, com endoderme contendo estrias de Caspary.
A medula ¢ parenquimatica, constituida por c€lulas de parede espessada, contendo amido, e
idioblastos cristaliferos com rafides (Figura 31).

A periderme apresenta varias camadas de suber (Figura 34), alternando fileiras de
células esclerificadas com fileiras de células tabulares de paredes finas, em estrutura
semelhante a descrita por Solereder (1908) para alguns representantes de Rubiaceae. Sob a
periderme observa-se colénquima evidente (Figura 33) e mais internamente o parénquima

cortical (Figura 34).






O xilema apresenta fibras septadas, algumas com amido, cujo conteudo € bem menos
abundante em relacdo a raiz. Estdo presentes traqueides, com pontoagdes areoladas, e
elementos de vaso, com placas de perfuragdo simples , semelhantes aos observados no
xilema da raiz (Figuras 15 a 19). O xilema secundario apresenta elementos de vaso com
pequeno didmetro e o floema é pouco evidente. O floema € composto por elementos com
placa crivada composta (Figura 30) e células parenquimaticas.

O caule subterraneo mantém a estrutura do caule aéreo, uma vez que ¢ formado a
partir da inclinacdo deste em direcdo ao solo, onde passa a emitir raizes laterais, de forma
semelhante a um “rizoma” ( Pinto, 1976).

SeccOes transversais do caule, submetidas a reagdo com o reagente de Dragendorft,
desenvolveram reagdo positiva para alcaldides (Figuras 32 a 36), notadamente nas células
do xilema (Figura 35), de forma semelhante a observada nas raizes. As paredes das células
do parénquima medular e do cortical apresentaram-se coradas (Figuras 34 e 36). No
parénquima cortical ~ observou-se padrdo de coloragdo menos intenso que o visualizado no

cortex da raiz, sugerindo presenca de alcaldides em menor quantidade neste local

(Figura 34).
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4, CONCLUSOES

As raizes da espécie Psychotria ipecacuanha podem ser caracterizadas como
estruturas  segmentadas, com os segmentos apresentando aspecto ‘“anelado”. Tais
segmentos, outrora descritos como saliéncias envolvendo a raiz € com capacidade de emitir
raizes laterais ou ainda, como raizes laterais ndo desenvolvidas, constituem, na verdade,
regioes da raiz onde o parénquima cortical secundario sofreu intensa expansdo, devido a
uma atividade diferencial do felogénio e a expansdo e divisdes das células da feloderme e
do floema secundario, formando protuberancias. Através de um processo dindmico, as
protuberancias sdo formadas e eliminadas, com o desenvolvimento de sucessivos
felogénios que reconstituem a periderme da raiz nas regides envolvidas neste processo.

Através de teste histoquimico com o reagente de Dragendorff, os alcaldides foram
evidenciados em diferentes tecidos da raiz, notadamente no xilema secundario e na parede
das células corticais. Também nas protuberdncias da raiz houve evidenciagdo dos
alcaloides, de modo que, com a descamacdao das células destas regides, os alcaldides sdo

concomitantemente liberados para o solo. Reacdo positiva para alcaldides, semelhante a da

] |
raiz foi visualizada nas células medulares e¢ do xilema secundario do caule de

P. ipecacuanha.
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CONCLUSOES

A realizagao deste trabalho possibilitou a obtengdo das seguintes conclusoes:

O teor do alcaldide emetina em raizes secas de Psychotria ipecacuanha varia em
funcdo da origem geografica das raizes e das condicdes ambientais como
intensidade de radiagdo fotossinteticamente ativa incidente em nivel das
reboleiras.

Determinadas caracteristicas fisicas das raizes de poaia também influenciam a
quantidade de emetina obtida a partir das mesmas. Por¢cdes da raiz com maior
didmetro médio, quando secas, ¢ mais distantes do final do filamento da raiz,
apresentam maior acimulo de emetina.

A variagdo sazonal observada para o teor de emetina e de cefelina ndo ocorre
dentro de um padrio que permita a delimitagdo de épocas de baixa e alta
produtividade desses alcaldides. Dessa forma, ndo ¢ possivel estabelecer uma
época ideal para coleta de raizes de P. ipecacuanha que resulte em altos teores de

emetina e cefelina.



* Os alcaldides foram evidenciados em diferentes tecidos da raiz e caule de
P. ipecacuanha. Também nas protuberancias da raiz foi observada reagdo positiva
para a presenca de alcaloides.

* As protuberancias da raiz sdo constituidas pela feloderme e por parénquima do
floema secundario sendo formadas e climinadas continuamente, com a liberagdo

concomitante de alcaldides para o solo.

Figuras 1 a 6 — Estrutura da raiz de Psychotria ipecacuanha, em sec¢do transversal.
Figs. 1 e 2: Raiz primaria, com dois polos de protoxilema (Px), floema primario (FI),

periciclo (Pe), endoderme (En), cortex (Co) primério e epiderme (Ep).
Figs. 3 e 4: Raiz em inicio de crescimento secundario. Epiderme (Ep) e cortex (Co) em
processo de eliminagdo; xilema (Xi) e floema (F) secundérios j4 formados; felogénio (Fe)

em formacao (Fig. 4).



Fig. 5: Expansao de células da feloderme (Fd) e parenquimaticas (Pf) do floema (F),
dando inicio a formacao do cortex secundario.

Fig. 6: Visdo geral de uma protuberancia (Pt) da raiz, com cortex (Co) secundario
amplo.

Barras=251 m

Figuras 7 a 10 — Crescimento secundario da raiz de Psychotria ipecacuanha, em sec¢do
transversal.



Fig. 7: Xilema (Xi) e floema (F) secundarios; elementos condutores (Ec)
do floema em meio a células parenquimaticas; parénquima cortical (Co)
secundario amplo.

Fig. 8-10: expansao e divisdo () de células parenquimaticas do floema
(F) secundario e das células da feloderme (Fd); cortex secundario em
divisdes adicionais (Fig. 9).
Barras=50 1 m

Figuras 11 a 13 — Atividade do felogénio em raizes de Psychotria ipecacuanha.



Figs. 11 e 12: Secgdes transversais da raiz. Expansdao de células da
feloderme (Fd) muito proximo ao felogénio (Fe) (Fig. 11); expansdo e
divisao de células da feloderme (Fd) (Fig. 12).

Fig. 13: Seccdo longitudinal da raiz. Novo felogénio (Fe) em inicio de
atividade, descamacao de células da protuberancia (Pt).

Barras =50 i m

Figura 14 - Descamagado da raiz de Psychotria ipecacuanha: secgdes transversais em série.



Protuberancia (Pt) com extremidades em descamacdo (14a);  Suberificagdo da
protuberancia (Pt) (14b); Descamagdo de células da protuberancia (Pt) com
formagdo de nova periderme (Pr) (14c); Raiz sem protuberancia (14d), com
restos celulares (Cl) ao redor.

Barras =50 1 m

Figuras 15 a 19 — Células do xilema da raiz Psychotria ipecacuanha, apo6s maceragao.



Fig. 15: fibras septadas (Fs) e eclementos de vaso (Ev).
Figs. 16 e 17:Elementos de vaso com pontoacdes areoladas.
Figs. 18 e 19: células parenquimaticas que podem conter graos de amido
(Am). .

Barras= 251 m

Figuras 20 a 23 — Reag@o positiva para alcaldides (coloracdo amarela) em seccoes
transversais da raiz de Psychotria ipecacuanha.



Fig. 20: Aspecto geral da raiz. Xilema (Xi); cortex secundario(Co);
periderme (Pr). Barra = 1001 m. Fig. 20a: reagdo positiva para
alcaloides nas paredes das células do xilema secundario. Barra =25 1 m

Fig. 21: Presenca de alcaldides nas paredes das c€lulas do parénquima
cortical ~ secundario. Barra = 25 1 m. Fig. 2la: célula do parénquima
cortical secundario em detalhe, com reagdo intensa para alcaldides nas
paredes celulares. Barra=251 m

Fig. 22: Reagdo positiva para alcaldides (coloragdo amarela) em
células da protuberancia (Pt). Barra= 100 | m

Fig. 23: Detalhe da protuberancia com reagdo positiva para alcaldides.
Barra=50 1 m



Figuras 24 e 25 — Raiz de Psychotria ipecacuanha utilizada como controle negativo para

reacdo de evidenciacdo de alcaldides, apds extracdo destes com acido
tartarico 5%, em sec¢ao transversal.

Fig. 24: Periderme (Pr) e regido cortical (Co) exibindo fraca reagao

para alcaldides; barra= 1001 m
Fig. 25: Células do xilema fracamente coradas pelo reagente de
Dragendorff; barra =251 m
Figuras 26 e 27 - Raiz de Hibiscus esculentum utilizada como controle negativo para
reacdo de evidenciacdo de alcaldides, em seccdo transversal. Xilema
(Xi) secundario; Floema (F) secundario; Periderme (Pr).

Barras=751m



Figuras 28 a 31 — Estrutura caulinar de Psychotria ipecacuanha.
- Figuras 28,29 e 31 — secgdes transversais do caule.
Fig. 28: Aspecto geral do caule em estrutura secundaria. Periderme (Pr);
colénquima (Cq); floema (F) secundario; xilema (Xi) secundério; medula
parenquimatica (Me). Fig. 29: Endoderme (En) com estrias de Caspary
(Es).  Fig. 31: Células parenquimaticas da medula, de parede espessada,
contendo rafides.
- Figura 30 - Sec¢do longitudinal do caule evidenciando elemento de tubo
crivado (Ef) do floema.
Barras =351 m



Figuras 32 a 36 — Reacgdo positiva para alcaldides (coloracdo amarela) em secgdes
transversais do caule de Psychotria ipecacuanha.
Fig. 32: Aspecto geral do caule em estrutura secundaria. Periderme

(Pr); colénquima (Cq); parénquima cortical (Co); floema (F)
secundario;  xilema (Xi) secundario.

Fig. 33: Detalhe da regido periférica do caule. Periderme (Pr);
colénquima (Cq).

Fig. 34: Células corticais contendo amido (Am).

Fig. 35: Presenca de alcaldides em células do xilema (Xi).

Figura 36: Parénquima medular em reacdo positiva para alcaloides.
Medula (Me).

Barras =501 m



