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RESUMO

Carapa guianensis, arvore neotropical, possui diversas aplicacdes econdmicas e medicinais, sendo
valorizada tanto pelo éleo de sua semente, cuja demanda vem aumentando devido ao potencial
cosmético e medicinal, e sua madeira com propriedades fisicas semelhantes ao mogno. Né&o
existem atualmente protocolos para produgdo clonal ou in vitro de pléntulas de Carapa e a
manutencdo dos recursos genéticos e entendimento de suas necessidades para germinagdo e
desenvolvimento sdo fundamentais para a conservacdo e manejo. Além do aspecto ecoldgico, o
6leo da semente é utilizada amplamente sem o conhecimento suficiente de possiveis efeitos
toxicos que possa ter para 0 usuario. Estudos em laboratorio foram realizados para investigar 0s
seguintes pontos: os efeitos de variaveis ambientais (temperatura, substrato e qualidade de luz) na
germinagdo e desenvolvimento do epicétilo da andiroba; os efeitos de reguladores de crescimento
no cultivo in vitro de explantes foliares e gemas apicais de andiroba; os efeitos citotoxico e
mutagénico de trés oOleos extraidos de forma diferente em cinco cepas de Salmonella enterica
serovar Typhimurium e o efeito citotoxico dos mesmos trés 6leos na linhagem celular CHO-K1.
Os resultados obtidos mostram que para a germinacao da semente, a zona entre 30 e 40°C é a mais
favoravel, e que a terra adubada e a agua foram substratos mais favoraveis do que a areia.
Sementes no escuro germinam em maior porcentagem ao final do experimento e em meno tempo.
Comparado a areia e a agua, a terra adubada foi o melhor substrato para o desenvolvimento da
plantula. In vitro, o acido 2,4-diclorofenolacético estimulou a formacgdo de calos em explantes
foliares enquanto BA foi superior ao TDZ no desenvolvimento inicial de brotos nas gemas apicais.
Os trés oleos nao induziram mutacéo nas cepas de bactérias, mas apresentaram efeito toxico para a
linhagem celular CHO-K1.

Palavras-chaves: andiroba, mutagenicidade, cultura de tecidos, germinacao
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ABSTRACT

The Neotropical tree Carapa guianensis has several economic and medicinal applications, and is
valued for both the high-quality oil extracted from its seeds, wich demand is increasing due to its
cosmetic and pharmaceutical potential, and its mahogany-like wood. No management plans or
protocols have been developed for in vitro or clonal production of Carapa seedlings and the
maintenance of genetic resources, and the understanding of its germination requirements is vital
for conservation and management. Besides, seed oil is widely used without sufficient knowledge
about possible toxic effects. Laboratory studies were conducted to investigate: the effects of three
environmental variables (temperature, substratum and light quality) on the seed germination of C.
guianensis and epicotyl development; the effects of growth regulators on in vitro andiroba foliar
explants and apical bus culture; the cytotoxic and mutagenic effects of three different andiroba oil,
extracted with different procedures, on five Salmonella enterica serovar Typhimurium strains and
the cytotoxic effects of this same three oils on CHO-K1 cell lineage. Results showed that for seed
germination, a temperature range of 30-40°C was the most favorable, and fertilized soil and water
were more favorable than sand. Seeds in the dark germinated in higher percentages and in a
shorter time. Compared with sand and water, fertilized soil was the best substrate for epicotyl
development. In vitro, 2,4-dichlorophenoxyacetic acid stimulates callus formation on andiroba
foliar explants, while BA was superior to TDZ for the initial development of shoots. The three oils
did not induced mutagenic effects on the strains, but the they presented cytotoxicity both for the
Salmonella strains and the CHO-K1 cells.

Keywords: andiroba, mutagenicity, tissue culture, germination
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CAPITULO 1
INTRODUCAO
1. Carapa guianenesis Aublet

Carapa guianensis Aubl. (Meliaceae) é uma &rvore neotropical amplamente
distribuida pelo norte da América do Sul (Amazdnia), América Central e ilhas do
Caribe (Cloutier et al., 2007). Esta espécie € encontrada tanto em terra firme onde o
solo é mais seco, quanto nas varzeas, que sdo alagadas sazonalmente na bacia
Amazobnica (McHargue e Hartshorn, 1983; Fournier, 2003). No Brasil, é
popularmente conhecida como “andiroba”, embora haja outros nomes vulgares
(Pennington, 1981).

C. guianensis é considerada uma espécie multiuso no cenario brasileiro
(Tonini et al., 2008a) e seu principal apelo mercadol6gico advém do 6leo extraido das
suas sementes, que é um dos produtos naturais comerciais mais importantes no Brasil
e possui demanda internacional, sendo exportado para EUA e Europa (Tonini et al.,
2008b). Devido ao seu amplo uso, andiroba faz parte da Lista Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse do Ministério da Satde (Amaral e Fierro, 2013).

O 6leo de andiroba é rico em acidos graxos como o oléico, palmitico,
miristico, linoleico, estearico e araquidénico (Arenciaba Arrebola et al., 2013).
Alguns tetraterpendides foram detectados nas sementes de Carapa guianensis: 6-alfa-
acetoxi-epoxiazadiradiona, 7-deacetoxina-7-oxogedunina, gedunina, andirobina, metil
angolensatedina, 1,3-di-benceno carbo amino-2-octadecilico acil-glicérido, &cido
hexacosanoico 2,3-dihidroxi-glicerido, acido ursdlico, naringenina, escopoletina, 3,4-
dihidroximetilbenzoato, 2,6-dihidroximetilbenzoato, acido tetratriacontanoico, acido

triacontanoico, epoxiazadiradiona e 6-alfahidroxigedunina.



Muitos destes limondides citados anteriormente, que estdo presentes em
grandes quantidades nas sementes de andiroba, pertencentes as categorias de:
gedunina, andirobina, mexicanolideo e fragmalina,, possuem atividade antifungica,
bactericida, antiviral e amplas propriedades terapéuticas em animais e humanos. O
6leo de andiroba também possui componentes como, esterdides, coumarinas e
flavondides (Lavie et al. 1972; Marcelle e Moto, 1975; Henriques e Penido, 2014).

Este Oleo possui aplicabilidade para iluminacdo, preparacdo de sabao,
cosméticos, como repelente de insetos (Freire et al., 2006) e potencial larvicida contra
Aedes aegypti (Prophiro et al, 2012). Relatos etnofarmacoldgicos indicam o uso do
6leo no tratamento da artrite, resfriado, malaria e inflamagdes, com resultados
positivos (Mendonca e Ferraz, 2007) e como possivel antitumoral (Moura et al.,
2002). Estudos recentes, relacionam os extratos de andiroba & atividade de
cicatrizacdo em modelos animais (Nayak et al, 2010;. Nayak et al., 2011)

O efeito antioxidante do 6leo de andiroba, através de administracdo oral em
ratos, evidenciou sua funcdo protetora para formacéao de espécies reativas de oxigénio
(Arencibia Arrebola, 2013). Na industria farmacéutica homeopatica, onde tem sido
comercializado sob a forma de capsula, o 6leo é usado para diabetes e reumatismo
(Amaral e Fierro, 2013).

Estudo recente, a respeito de levantamento sobre solicitacdo de patentes
relacionadas ao uso da andiroba constando como componente da formula do produto,
mostraram que, do ndmero total de pedidos de patente, a grande maioria, 69%,
referem-se a preparacOes para assisténcia médica, odontoldgica, ou para fins
sanitarios. 19% das solicitacdes inclui uso no combate a pragas, como repelentes e

biocidas, bem como relacionada a preservacgédo de alimentos ou do género alimenticio.



6% referem-se a producdo de gorduras, 6leos gordos ou ceras de matérias-primas
(Amaral e Fierro, 2013).

Estudos recentes investigaram o efeito toxico da ingestdo de doses aguda e
subaguda, além de delimitar a dose letal em roedores, mostrando que o 6leo de
andiroba é um produto mais seguro em comparagdo com algumas drogas antialérgicas
ja conhecidas no mercado, como a fexofenadina (Tkachyk, 1999; Penido et al., 2005;
Compalati et al., 2011). Apesar desses trabalhos, o 6leo da semente da andiroba
possui muitas aplicabilidades, o nimero de dados a respeito de sua toxicidade é
insuficiente para fornecer seguranca no uso (Henriques e Penido, 2014). Assim sendo,
por todos os motivos acima descritos, se faz necessaria analise do seu nivel de
seguranca.

Além das aplicabilidades citadas, andiroba possui alta demanda pela indudstria
de fabricacdo de mdveis e construcdo civil devido as propriedades fisicas e mecanicas
de sua madeira (Guariguata et al., 2002).

Em decorréncia da ampla gama de aplicacGes comerciais, a exploracdo de C.
guianensis é inevitivel e cada vez mais intensificada. Isto ocorre, especialmente, em
florestas primérias da Amazonia Central, onde a atividade de coleta de sementes, o
principal elemento de multiplicacdo deste individuo, pode levar a reducdo da
populagdo, além do histdrico local indicar que o tamanho maximo da madeira extraida
tem diminuido com o passar das décadas (Fortini e Zarin, 2011). Os individuos de C.
guianensis possuem altas densidades e distribuicbes agregada na floresta, que sdo
indices favoraveis para a gestdo sustentavel das espécies (Klimas et al., 2007). No
entanto, estes indices apresentam grandes variacOes através da Floresta Amazonica,
havendo locais com arvores produzindo progressivamente menos sementes (Klimas et

al., 2012).



Relatos confirmam que existe uma variabilidade intraespecifica natural de
producdo de sementes de andiroba/individuo (Tonini et al., 2008b). Esta variabilidade
ndo permite garantir safras padronizados de producdo de 0leo, dentro da mesma
regido de coleta, numa mesma estacdo do ano ou de um ano para o outro. Safras com
producdo muito baixa de sementes ou de 6leo podem resultar em manejo florestal
muito pouco atrativo do ponto de vista econémico (McHargue e Hartshorn, 1983;
Frankie et al., 1974).

Os seguimentos industriais que utilizam C. guianensis como matéria-prima
precisam ter uma quantidade constante e de forma abundante de um produto com
estimativas de producdo confidveis, padronizado geneticamente e de qualidade, para
explorar os beneficios da planta dentro da silvicultura. E necessério também pesquisar
uma forma de cultivo eficiente e preciso para obtencdo de matéria-prima, sem afetar a

populacdo da arvore em seu habitat natural, preservando a espécie.

2. Cultura de tecidos vegetais e estudo do desenvolvimento ex vitro da planta

O desenvolvimento de procedimentos apropriados para a regeneracdo de
plantas através de organogénese ou embriogénese somatica é um dos principais pré
requisitos para a propagacao clonal potencial, transformacdo genética e preservacgao in
vitro de germoplasma de plantas lenhosas (Handley, 1995; Park et al., 1998; Minocha
e Jain, 2000).

A propagacéo clonal, em condicdes assepticas, € uma alternativa para plantas,
como algumas espécies medicinais, que apresentam problemas de reproducdo e
propagacdo em larga escala, produzindo materiais propagados livres de doencas e
acelerando processos convencionais de propagacéo, além de possibilitar reproduzir

individuos geneticamente idénticos a planta-matriz (Zhou e Wu, 2006).



Entre as espécies lenhosas tropicais, trabalhos reportando sucesso na
embriogénese somatica de outras arvores da familia Meliaceae ja foram divulgados:
Melia azedarach (Vila et al.,, 2007), Azadirachta indica (Shrikhande et al.,1993;
Rout, 2005), Swietenia macrophylla (Maruyama and Ishii 1999), e Cedrela fissilis
(Vila et al., 2009). Trabalhos na &rea de cultura de tecidos, com andiroba, sdo
extremamente relevantes e inéditos para conservacdo dos recursos genéticos ja
existentes, recuperacdo da flora e producdo comercial padronizada da espécie. Vale
salientar que C. guianensis faz parte da Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao SUS (DAF/SCTIE/MS, 2009).

Conhecer as melhores condigdes para germinacao e desenvolvimento ex vitro
da plantula é importante para o uso de mudas na fase de reflorestamento de locais
onde h& necessidade, além de forneces informacGes para aclimatizacdo de mudas
obtidas in vitro. Estes descobertas podem levar ao fornecimento de material vegetal
mais produtivo, com caracteristicas otimizadas e padronizadas (Alves et al., 2008).
Desta maneira, facilita-se a pratica de silvicultura, melhorando o mercado para
empresas farmacéuticas nacionais dedicadas a produc¢ao de medicamentos e
cosméticos de origem vegetal, aliviando a pressdo sob os recursos naturais
(Cordell, 2009).

3. Estudo da mutagenicidade e genotoxicidade

A utilizacdo de bactérias para detectar mutacdes génicas €, atualmente, uma
importante ferramenta para os estudos das etapas do processo de carcinogénese e para
detectar compostos genotoxicos, capazes de causar danos a saude humana e ambiental
(Umbuzeiro e Vargas, 2003). Ames e Yamasaki (1971) descreveram um método
utilizando mutantes de Salmonella enterica sorovar Typhimurium deficientes da

sintese de histina para detectar o potencial carcinogénico de compostos quimicos.



Este ensaio ¢ uma metodologia rapida, de baixo custo, segura e utilizada atualmente
por diversos laboratérios para detectar substancias mutagénicas. Os testes com
organismos procariotos permitem realizar um diagndstico em curto prazo de como
uma amostra atua, caso haja interacio com o DNA. No entanto, sabido que a maior
parte dos carcindgenos conhecidos depende de metabolizacdo para apresentar seu
potencial de interacdo com o DNA (Claxton, 1997) se faz necesséria a utilizacdo de
um sistema de metabolizacdo exdgena, geralmente, se baseando no uso de fracdes
microssomais hepaticas de ratos (McCann, 1975) a serem incluidas nos ensaios.

A utilizacdo de modelos bacterianos para a deteccdo de mutdgenos é
recomendada pelo guideline 471, de 17 de julho de 1997, da Organizacdo para a
Cooperacdao e Desenvolvimento Econémico (Organization for Economic Co-
operation and Development — OECD, 1997), que é um 6rgdo ndo governamental
responsavel pela normatizacao de diretrizes de desenvolvimento. Consequentemente,
as demais agéncias reguladoras de produtos de sanidade humana e animal no mundo
submetem aos testes, 0s produtos que porventura possam ser comercializados em seu
territorio.

No desenvolvimento de farmacos, uma avaliagdo completa do potencial
genotoxico de determinada substancia torna-se necessaria para que o seu consumo
humano seja viavel. O ensaio de mutagdo reversa bacteriana isoladamente nao ¢é
suficiente para suprir essa necessidade, visto que utiliza organismos procariotos € nao
identifica todas as formas de interagdo com o DNA. Dessa forma, testes genotoxicos
in vitro e/ou in vivo em células de mamifero também sdo usados, nesse processo de
desenvolvimento, para expandir a deteccio dos mecanismos genotoxicos relevantes

na formacio de alteracdes genéticas (FDA, 2013).



A importancia de estudos genotdxicos sobre determinada amostra estd na
deteccdo de agentes quimicos ou fisicos que possuem a capacidade de gerar danos ao
DNA de forma direta ou indireta. Através dos testes de genotoxicidade, os processos
que levam a lesdo do DNA podem ser identificados e indicar o risco que o agente
investigado possui. Em caso de resultados positivos, tanto em testes in vitro como in
vivo, 0s agentes em estudo apresentam substdncias com potenciais atividades

mutagénicas e carcinogénicas para a espécie humana (Stankevicins, 2008).
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ABSTRACT: Carapa guianensis Aubl. (Meliaceae), known locally as andiroba, is a
multi-use species from Amazonia. Andiroba oil is considered an important natural
product in the Brazilian market, and international demand is increasing due to its
cosmetic and pharmaceutical potential. C. guianensis trees produce seed irregularly over
different harvest periods, leading to inconsistent oil production and difficulties with
supply. No management plans or protocols have been developed for in vitro or clonal
production of Carapa seedlings and the maintenance of genetic resources. This study
had two objectives: 1) to assess the effects of growth regulators on in vitro andiroba
foliar explants, and 2) to determine the response of apical buds to in vitro culture.
Explants consisting of leaf segmentsl cm on a side were cultivated in MS medium with
and without growth regulators. Evaluation was based on fresh and dry weight of the
explants after 20 days. In the media with 2,4-dichlorophenoxyacetic acid, we observed
changes in weight and in explant appearance (callus). Bud breakage and development of
shoots was achieved using 5 uM of 6-benzylaminopurine. Overall, the results showed
that 2,4-dichlorophenoxyacetic acid stimulates callus formation on andiroba foliar
explants, while 6-benzylaminopurine was superior to thidiazuron for the initial
development of shoots.

Keywords: growth regulators; Carapa guianensis; in vitro; tissue culture;

organogenesis
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Introduction

Carapa guianensis Aubl. (Melicaceae), commonly known as andiroba, is a
neotropical tree distributed throughout South and Central America, as well as the
Caribbean Islands (Cloutier et al. 2007). It is a multi-use species, the main product
being seed oil used for medicinal purposes due to its significant limonoid content
(Mendonca and Ferraz 2007, Henriques and Penido 2014). The bio-oils obtained from
C. guiannesis seed have physical and chemical properties that make them acceptable
renewable diesel fuels (Iha et al. 2014). Andiroba oil is used as an insect repellent
(Freire et al. 2006) and in the manufacture of cosmetics, due to its high level of
unsaturated triacylglycerols (TAG) (Cabral et al. 2014). Additionally, its wood is valued
for the construction of buildings and furniture (Guariguata et al. 2002), and cultivated
andiroba trees have the potential to recover degraded land.

The exploitation of C. guianensis is inevitable and is intensifying, mainly in
central Amazonia where seed extraction leads to population reduction, as seed dispersal
is the main reproductive mode. Evidence indicates that the size of felled logs has been
decreasing for decades (Fortini and Zarin 2011).

Andiroba trees produce seed irregularly over different harvest periods (Tonini et
al. 2008). This variability, which does not allow continuous oil production, generates
management difficulties, resulting in periods with low seed and oil production (Frankie
et al. 1974, McHargue and Hartshorn 1983). Industries that use C. guianensis need a
constant source of homogeneous raw plant material.

Plant regeneration by tissue culture, through either organogenesis or somatic
embryogenesis, is a prerequisite for potential clone propagation, genetic transformation

and in vitro preservation for germplasm from timber trees, including andiroba (Handley
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1995, Park et al. 1998, Minocha and Jain 2000). Clone propagation in aseptic conditions
is an alternative method of propagation for some medicinal plant species with large-
scale production issues, accelerating the conventional propagation process and
producing genetically identical plants (Zhou and Wu 2006).

This study evaluated the effects of growth regulators on C. guianensis foliar
explants and apical buds, with a view toward shoot induction and providing guidelines

for optimizing andiroba cultivation.

Materials and Methods

Plant material

Seeds of Carapa guianensis Aublet (andiroba) were collected in the city of Rio
de Janeiro (Jardim Botéanico do Rio de Janeiro) beneath identified parent trees, with
previous authorization from the institution. Seeds, weighing around 20-30 g were
washed, soaked in water for 24 h, placed in 200-mL plastic bottles with equal volumes
of sterile soil fertilized with plant humus, and watered twice a week. Three kinds of
explants were used: a) young leaf explants (less than 1 week old), when they were pink-
colored; b) old leaf explants, when each leaf was at most 2 weeks old and green; and c)
shoot apical buds. The younger leaves for explants were simply cut into three parts
(apex, middle and base). Leaf fragments 1 cm® were obtained from the older green
leaves. Apical buds were collected from the same seedlings when the apical segment
was still green and soft.

Surface sterilization of explants

The surfaces of the explants from young and old leaves were sterilized with a

50% (v/v) commercial bleach solution for 1.5 min and then washed three times for 1
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min each in sterile distilled water. Surface-sterilized explants were placed with their
adaxial or abaxial surfaces firmly in contact with the medium in culture flasks.

The apical bud explants were surface-sterilized with a 50% (v/v) commercial
bleach solution, for 2 min, followed by a quick dip in 70% (v/v) ethanol solution, and
then washed 3 times with sterile distilled water. The exposed ends of the explant were
trimmed aseptically and then inoculated on the medium.

Tissue Culture

To assay the effectiveness of growth regulators (GR), surface-sterilized leaf
explants were inoculated on sterile MS medium (Murashige and Skoog 1962). The
medium was supplemented with 30 g/L sucrose, 7 g/L agar and vitamins, with or
without growth regulators (MS0) (Macedo et al. 1999).

To determine if foliar explants would respond to medium supplemented with one
GR at a time, the following GRs were used: indoleacetic acid (IAA) (1, 5, 15, 35 or 45
puM), 6-benzylaminopurine (BA) (1, 5, 15, 35 or 45 uM), 2,4-dichlorophenoxyacetic

acid (2,4-D) (1, 5, 15, 35 or 45 uM), and thidiazuron (TDZ) (0.5, 1 or 5 puM) (Fig. 1).
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Fig. 1 Schematic sequence of assays

Combinations of BA and IAA (1 +1; 1 +5o0r 5+ 5 puM) were also tested. The
plant material was observed for 2 months. For each treatment, 12 explants were used,
and the experiments were repeated three times. The explants were placed on the
medium with either the abaxial or the adaxial surface turned up. In order to determine if
callus obtained from foliar explants would undergo indirect organogenesis, callus
explants were subcultivated on control, IAA, BA and TDZ media. Then, calli developed
on the lowest and the highest (5 and 45 pM) 2,4-D medium concentrations were
subcultivated (Fig. 1). Explants cultured for 4 weeks in 2,4-D supplemented medium
with callus formation were transferred to fresh MSO medium or to medium
supplemented with IAA (1 or 5 uM), BA (1 or 5 uM), 2,4-D (1 or 5 uM) or TDZ (0.5, 1
or 5 uM). Explants alive after 4 weeks were subcultivated on MS0 supplemented with 3

o/L charcoal (Fig. 1.).
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For bud growth experiments, the explants were inoculated in MS medium with
IAA, BA, TDZ (1 or 5 uM) or no GR, and with or without 3 g/L charcoal (Fig. 1). After
4 weeks the bud explants were transferred to MS medium supplemented with cytokinins
and auxins, in an attempt to achieve organogenesis: I1AA (0.5, 1 or 5 uM), BA (0.5, 1 or
5 uM), TDZ (0.5, 1 or 5 uM) and combinations of IAA and BA (1 +5 uM; 5+ 1 uM; 1
+ 1 uM) (Fig. 1).

All experiments were performed in a climate-controlled room equipped with
white fluorescent lamps (Osram F20T12/CW) (approximately 20 pmol m?2 s*
photosynthetically active radiation, PAR). For all treatments, a 16-h photoperiod was
used. Cultures were maintained at 25+1 °C.

Assessment of leaf explant development

After the culture periods detailed above, the effect of each treatment was
evaluated by dry and fresh explant mass. For dry weight, the leaf explants were
individually oven-dried in aluminum vessels at 40 °C to constant mass and then
weighed. To measure fresh weight, the material was removed from the culture flasks
and immediately weighed to prevent dehydration.

Assessment of apical bud explant development

After the culture period, the height of explants and leaf length were measured
weekly with a ruler. Fresh weight was determined immediately after each explant was
removed from the culture flask after 8 weeks of culture; the dry weight was determined

after the explant was oven-dried at 40 °C to constant mass.

Statistics

18



99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

The results were analyzed by Analysis of Variance (ANOVA), followed by
Tukey’s test with a significance level set at oo = 0.05, using Statistica 7 software for

Windows. Means + standard error (SE) are presented.

Results

A method for organogenesis, either direct or indirect, was investigated, with a
view to producing in vitro shoots as an alternative to sexual propagation for Carapa
guianensis. Sexual propagation is limited by the tendency of andiroba seeds to lose their
power of germination soon after harvest, as a result of dehydration..

Old leaf explants

No callus formation was observed from old leaf-tissue explants cultured in
media supplemented with 1AA, BA, TDZ or IAA-BA combinations (Fig. 2). However,
friable whitish callus was formed in all explants cultured in 2,4-D media, except the
medium supplemented with 1 uM 2,4-D (Figs. 2 and 3). After 4 weeks of observation, a
significant difference, according to Tukey’s test, in explant fresh and dry weight was
observed when comparing explants cultured in 2,4-D supplemented medium with others
cultured in MSO or with IAA, BA, TDZ or IAA-BA supplemented medium (Fig. 2). No
difference was observed between the orientations of explants (abaxial or adaxial surface

turned up).
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Fig. 2 Fresh and dry weight of explants from old leaves of Carapa guianensis cultured
in differently supplemented MS medium or MSO for 4 weeks. Data represent mean
values per treatment, and bars indicate SE from 36 explants/medium. Mean values with

* are not significantly different based on ANOVA followed by Tukey’s test at P<0.05
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Fig. 3 Four-week-old old leaf explants of Carapa guianensis on medium with different

concentrations of 2,4-D. (A) 5 uM; (B) 15 uM; (C) 35 uM; (D) 45 uM

After calluses were obtained on 2,4-D supplemented medium, the effects of
different subculture medium conditions on callus development were investigated (Fig.
1). Therefore, calluses obtained from old leaf explants, after 4 weeks of culture in 2,4-D
medium (5 or 45 uM of 2,4-D), were transferred to fresh medium. Calluses obtained
with 5 uM of 2,4-D and then transferred to medium with 1 or 5 uM of 2,4-D or 0.5, 1 or
5 UM of TDZ survived and showed increase in callus mass (Figs. 4 and 5.). These calli
acquired a brighter green color (Fig. 5). The calli that were subcultivated on MSO or MS
supplemented with IAA or BA did not survive after 4 weeks. These explants turned

brown and became dry. Calli subcultivated on 2,4-D and TDZ that showed no or very
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few signs of brown parts after 4 weeks were transferred to MSO supplemented with 3

g/L of charcoal (Fig. 1). Only a few calli (30%) that came from 1 uM 2,4-D produced

very small thin roots after 4 weeks (Fig. 6). The calli that came from TDZ in all

concentrations merely maintained their green color.
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Fig. 4 Fresh and dry weight of Carapa guianensis callus obtained in 5 uM of 2,4-D

supplemented medium and subcultivated on MSO; 1 or 5 uM of 2,4-D or 0.5, 1 or 5 uM

of TDZ supplemented medium. Data represent mean values per treatment, and bars

indicate SE of 36 explants/medium. Mean values with the same letter or * are not

significantly different based on ANOVA followed by Tukey’s test at P<0.05.
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Fig. 5 Two-month-old callus of Carapa guianensis first obtained in 5 uM of 2,4-D-

supplemented medium and then subcultivated on 0.5 uM of TDZ-supplemented

medium. Ruler in cm.
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Fig. 6 Roots on callus of Carapa guianensis subcultivated a second time on MS0O

supplemented with 3 g/L of charcoal (red arrow indicates root).

Callus obtained with 45 uM of 2,4-D and then transferred to medium with 1 or 5
UM of 2,4-D or 0.5, 1 or 5 uM of TDZ also showed increases in callus mass (Fig. 7).
The calli that were transferred to MSO or MS supplemented with IAA or BA did not
survive after 4 weeks. These explants turned brown and became dry, as above.
Rhizogenesis was not observed in any calli that were first subjected to 2,4-D 45 uM
supplemented medium and then transferred to MSO supplemented with charcoal, as

observed with the callus from 2,4-D. They merely maintained the green callus mass.
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Fig. 7 Fresh and dry weight of Carapa guianensis callus obtained in 45 uM of 2,4-D
supplemented medium and subcultivated on MSO; 1 or 5 uM of 2,4-D or 0.5, 1 or 5 uM
of TDZ supplemented medium. Data represent mean values per treatment, and bars
indicate SE from 36 explants/medium. Mean values with the same letter or * are not

significantly different based on ANOVA followed by Tukey’s test at P< 0.05.

Young leaf explants

Young, pink-colored leaf explants were tested to compare to the results obtained
using old leaf explants, and to determine if they would respond to GR better than older
leaves from the same plants (Fig. 1). However, these explants did not survive more than
4 weeks on any culture medium. After the first week of incubation in all media, explants
turned from pink, to a pale yellow to green, and then to brown. There was no difference
in response among the three parts of the leaf (apex, middle and base).

Apical shoot bud explants
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Apical bud explants were cultured in MSO and with cytokinins and auxins to
check their development (Fig. 1). Bud breakage was 100% successful only in MSO
supplemented with charcoal, but shoots did not grow longer than 1 cm. A mean of 3to 4

small shoots were obtained per bud explant (Fig. 8). On the other media, no bud explant

development was observed.

Fig. 8 In vitro establishment of plantlets of Carapa guianensis (a) Apical buds on MS0
medium supplemented with 3 g/L charcoal, (b) Plantlet after 4 weeks of subculture on
MS supplemented with 5 uM of BA, (c) Plantlet after 8 weeks on MS supplemented

with 5 uM of BA.

Shoots developed only on BA supplemented medium (Fig. 8), after the initial

growth on MSO0. On the other GR supplemented media, the explants did not develop and

the shoots maintained the size that they had reached on the first medium (MS0). No
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signs of rooting were observed. When the medium was not supplemented with 3 g/L of
charcoal, all the explants turned brown and died. The plantlets reached 2.55 + 0.36 cm
in height (mean + standard error) at the end of 2 months. The leaves reached 3.66 + 0.38

cm in length (mean + standard error).

Discussion

The present results for callus culture contrast with those obtained by Da Costa
Nunes et al. (2002) and Rocha and Quoirin (2004). Using a cotyledonary node culture,
Da Costa Nunes et al. (2002) found that callus formation in Cedrela fissilis Vell., a
woody species of Meliaceae, occurred with the growth regulators naphthalene acetic
acid (NAA) and BA. These authors obtained the largest increase of fresh weight in
treatments with combinations of 6-BA at 1.25, 2.5 and 5.0 uM with 2.5, 1.25-5.0 or 5.0
uM of NAA, respectively. Rocha and Quoirin (2004) observed callus formation in
mahogany (Swietenia macrophylla King), using BA. However, Vila et al. (2009)
reported that 2,4-D induces callus formation in C. fissilis and somatic embryos were
formed after 6 months, reducing the concentration of GR in the medium. In this present
study, although the entire plant did not regenerate, there was a morphogenic response
with the appearance of roots. In general, the absence or reduction of plant growth
regulators led to the development and differentiation of somatic embryos or their
conversion into plantlets (Merkle 1995, Hu et al. 2008, Kumar et al. 2008, Yang et al.
2008).

In the present study, C. guianensis leaf explants developed in vitro in different
2,4-D concentrations and showed callus formation. In agreement with our results, Vila

et al. (2007) noted that callus mass in zygotic embryo cultures of Melia azedarach L.
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(Meliaceae) was induced by high concentrations of 2,4-D and Picloran. To differentiate
embryos from calli originating from hypocotyls or immature cotyledons in Azadirachta
indica A. juss. (Su et al. 1997), it was necessary to use medium supplemented with
IAA. Thus, it is evident that callus production in different woody species of Meliaceae
is induced by different growth regulators, in varied concentrations. Furthermore, the
type of auxins and cytokinins used in the culture media was shown to strongly influence
callus formation.

Cytokinins, principally BA, have been reported to be a positive influence to
break dormancy from buds and increase its development, as seen on Husain and Anis
(2009), where MS medium with 5 uM of BA was the best condition for multiple shoots
growth and the increase of length. BA is naturally present in plant tissues, plus its
stability in comparison to other cytokinins (Letham and Palni 1983), may be an
explanation for the better response from explants using BA.

In conclusion, although the induction of callus in Carapa guianensis has been
achieved and bud breakage was inducted, further research is required to confirm the
efficiency of embryogenic tissue or bud induction. However, the protocol described

here may be suitable for clonal propagation and genetic transformation of C. guianensis.
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Abstract

The Neotropical tree Carapa guianensis has several economic and medicinal applications,
and is valued for both the high-quality oil extracted from its seeds and its mahogany-like
wood. Recruitment and expansion of Carapa guianensis depend mainly on sexual
reproduction. This makes the understanding of its germination requirements vital for
conservation and management. We conducted laboratory studies to investigate the effects
of three environmental variables (temperature, substratum and light quality) on the seed
germination of C. guianensis. Our results showed that for seed germination, a temperature
range of 30-40°C was the most favorable, and fertilized soil and water were more favorable
than sand. Seeds in the dark germinated in higher percentages and in a shorter time.
Removal of the seed coat accelerated the germination process for all conditions tested,
except for green and red light and dark. Green and blue light retarded, and red light
stimulated seed germination. Plants under green light always grew taller than in the other
treatments. Plants grown under blue light and in the dark showed the same profile after four
weeks. Compared with sand and water, fertilized soil was the best substrate for epicotyl
development. We suggest that measurement of light quality can be used to estimate the
structural impact of forest exploitation, providing information for a functional explanation
of anthropogenic effects on tropical-forest diversity. Also, plant development is directly
associated with soil and temperature in the Amazon region.

Key words: Neotropical species; germination; spectral light; temperature; substrate.
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Introduction

Carapa guianensis Aublet (Meliaceae) is native to northern Brazil (Ferraz et al.,
2002), with an Amazonian center of origin and subsequent diversification and migration to
the Pacific coast of South and Central America (Klimas et al., 2011; Scotti-Saintagne et al.,
2013). In Brazil, this tree is known as andiroba or mahogany (Fournier, 2003). C.
guianensis is a sub-canopy and canopy, shade-tolerant tree inhabiting seasonally flooded
forests (Ferraz, 2002; Lopez and Kursar, 2003).

Andiroba has several economic and medicinal applications, and is valued for both
the high-quality oil extracted from its seeds and its mahogany-like wood (Dayanandan et
al., 1999; Amaral and Fierro, 2013). Andiroba trees were intensively harvested during the
industrial-scale logging boom in the Amazon, from the 1950s until the 1990s (Fortini and
Zarin, 2011).

The oil from seeds of C. guianensis has many uses, from illumination and soap
production to a makeup base, insect repellent (Prophiro et al., 2012) and arthritis treatment
(Ferraz et al., 2002; Das Gragas Henriques and Penido, 2014). Andiroba-seed oil is one of
the most important natural products exported from Brazil (Tonini et al., 2008). This
economic potential has prompted the Brazilian government to target C. guianensis as one of
its priority species for sustainable development (Ministry of the Environment et al., 2009),
and to include it in the National List of Medicinal Plants of Interest to the Ministry of
Health (Amaral and Fierro, 2013).

Due to the wide range of commercial applications, the exploitation of C. guianensis

is inevitable and will intensify, especially in the old-growth forests of central Amazonia,
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with the likelihood of reducing the species’ population and, in many cases, of degradation
of the logged area. C. guianensis occurs naturally in high densities with a clumped
distribution, which favors sustainable management (Klimas et al., 2007; Schwartz et al.,
2014), except for the wide variations in its population throughout the Amazon (Plowden,
2004; Klimas et al., 2012). Klimas et al. (2012) showed that combined management of
andiroba wood and seed is viable only in occasionally flooded areas, where a collection rate
of 10% of the annual seed production is compatible with exploitation of 100% of
individuals with DBH > 50 (=~ 2 trees.ha™®) and a cutting cycle twice in a century. Despite
this potential for multiple use, sustainable management of andiroba is not yet a reality. Seed
collection and andiroba oil extraction in natural forests have been conducted by local
communities with no analysis of population structure (Guarino et al., 2014). Population
recruitment and expansion of C. guianensis depends solely on sexual reproduction. This
makes the understanding of its germination requirements vital for conservation and
management. In the Amazon Forest, C. guianensis germination can occur in water, during
the flood season and in nearby rivers, or in flood-free sites (terra firme) (McHargue and
Hartshorn, 1983; Scarano et al., 2003).

Germination and survival of seedlings are important parameters in forest
regeneration and in forestation programs. However, seed germination is a complex process
controlled both by the internal properties of seeds and by an array of environmental factors
including light quality, soil moisture, temperature, and soil chemistry (Tiansawat and
Dalling, 2013). Temperature is an important trigger for seed germination, and most fresh-

water species require light to achieve high germination rates (Xiao et al., 2010). Substrate
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type is also an important factor influencing seed germination and growth of aquatic plants
(Jarvis and Moore, 2008).

This study examined the influence of light quality, darkness, substrate, flotation and
temperature on the germination of seeds and on the epicotyl growth. The analyses extended

knowledge of ecological and physiological aspects of C. guianensis.

Results

Light-quality and dark effects

Light is an important environmental signal triggering germination or promoting
dormancy, depending on the species. For C. guianensis, the absence of light promoted
germination, compared to the other light treatments, in terms of both the number of
germinated seeds and the speed of germination (Table 1). Of all the seeds sown in the dark,
over half, 52.5% germinated, and of those that germinated, 62.5% had germinated by day
21 (Table 1). All other treatments resulted in significantly lower and slower germination

rates (Table 1).

Table 1. Percentages of seed germination under different light treatments. Seeds with
or without a tegument were matured in growth chambers under continuous different
light-quality treatments and in the dark, a constant temperature of 27 + 1 °C and a
16-h photoperiod. Germination was scored as protrusion of the radicle. Germination

percentage was calculated after 21 or 63 d of germination, by dividing the total
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number of germinated seeds by the total number of seeds spread and multiplying by

100. Measurements are means of three replicates, with error given as SE of the mean.

Light % total seed % total seed % total seed % total seed
Treatments germination to germination to with tegument, without
day 63 day 21, germination to tegument,
including only day 63, germination to
germinated including only day 63,
seeds germinated including only
seeds germinated
seeds
White light 38.3+1.77c 39.3+27cit 375+23dff 66.50+1.0a
Dark 525+14a 625+1.7a 57.5+09a 42.5+0.8c
Blue light 384+16¢C 25.1+1.1d 50 + 2.5¢ 50 + 7.5b
Red light 46.7+1.3Db 31.2+22c 55+ 1.0b 45 + 0.5¢c
Green light 35.0+25¢ 478+25D 529+0.8bc 47.1+1.2c

+ Mean + standard error for three groups of 20 explants each.
ttMean values with the same letter are not significantly different, based on ANOVA

followed by Tukey’s test at P<0.05.

Of the spectrum bands tested, green and blue light inhibited and red light stimulated
germination of the andiroba seeds, compared to white light (Table 1). Of the 60 seeds sown
under red light, 46.7% germinated by the end of the experiment. However, under blue and
green light, only about 38% of the seeds germinated by day 60 (Table 1). The results with
blue and green lights were statistically similar to the control (WL). However, seeds under
green light showed a significantly faster germination rate (47.8% by day 21) than seeds

under blue and red lights (Table 1).
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More seeds with a tegument, as opposed to those without it, germinated in the dark,
under red light or under green light. The opposite was observed for white light, where
66.5% of the seeds without a tegument germinated, and only 37.5% of those with a
tegument did so (Table 1). Under blue light, the presence or lack of a tegument did not
affect the germination rate, which was 50% in both cases (Table 1).

For the majority of the treatments, the seeds without a tegument germinated faster
(Fig. 1). Under blue or red light or in the dark, most seeds without a tegument germinated
by the 35™ day of cultivation. Seeds with a teqgument were still germinating up to the 63™
day, especially for blue light and in the dark (Fig. 1). However, the results for white and
green light showed that these spectral bands had different effects than the other treatments.
The seeds with a tegument germinated faster under GL, and seeds under WL germinated at

the same rate with or without a tegument (Fig. 1).
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Figure 1. Frequency of germination at different periods of time. Values are the germination

results after four different periods of time (days): 1-21 d (open bars); 22-35 d (bars with

diagonal lines); 36-49 d (closed bars) and 50-63 d (bars with parallel lines). Germinability

(mean + standard error) of Carapa guianensis Aublet seeds under different continuous light

treatments, at 27 + 1°C with a 16-h L: 8-h D photoperiod. WL = white light, seeds without

tegument; WLt = white light, seeds with tegument; D = dark, seeds without tegument; Dt =

dark, seeds with tegument; BL = blue light, seeds without tegument; BLt = blue light, seeds

with tegument; RL = red light, seeds without tegument; RLt = red light, seeds with

tegument; GL = green light, seeds without tegument; GLt = green light, seeds with
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tegument. Measurements are means of three replicates, with error bars representing SE of
the mean. Mean values with the same letter are not significantly different, based on

ANOVA followed by Tukey’s test at P<0.05).

After germination, epicotyl growth was measured weekly for four weeks. All
spectral bands stimulated growth after 30 days, because all the results exceeded the
response under the positive control, white light (Fig. 2). During the four weeks, the
epicotyls of plants grown under green light were always taller than in the other treatments
(Fig. 2). However, at 30 days of epicotyl development, green and red light induced
statistically similar results, with a mean height of around 33 cm (Fig. 2). Plants grown
under red light showed accelerated growth, exceeding those grown under white and blue
light after two weeks and in the dark after three weeks (Fig. 2). Plants grown under blue
light and in the dark showed the same profile during four weeks, and the growth rate
stabilized in the fourth week (Fig. 2). Under white light, epicotyls grew faster in the first
two weeks, and slowed during the second and third weeks. After the third week, plants

under white light resumed their previous growth rate (Fig. 2).
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Figure 2. Epicotyl growth (epicotyl heights) with time (four weeks) of C. guianensis under
different light qualities and in the dark. Significant difference between treatments at P <
0.05 is denoted by different letters. Values are means (n =60) + SE WL = white light; D =

dark; BL = blue light; RL = red light; GL = green light.

Temperature and substratum effects

Temperature had a significant effect on seed germination of C. guianensis (Table 2).
Temperatures of 30 and 40°C produced the highest germination percentages, mainly in the
fertilized-soil and water treatments (Table 2). In contrast, seed germination percentage was
significantly lower at 20°C in all substrates assayed (Table 2). The substratum also had a

significant effect on seed germination (Table 2). The germination percentages in water and

42



fertilized soil were significantly higher than in sand, under all temperatures, except at 20°C
(Table 2). At the same time, there were no significant differences between sand and water

at 30 and 40°C.

Table 2. Germination percentages of Carapa guianensis seeds in three different
substrates and three different temperatures. Germination percentage was calculated
after63 d by dividing the total number of germinated seeds by the total number of
seeds spread and multiplying by 100. Measurements are means of three replicates,

with error given as SE of the mean.

Temperature  20°C 30°C 40°C

Substrate

Sand 18.3333 +2.8867+d  80.4533 +18.1368b  68.4200 b
Fertilized Soil 10.00d 90.00 + 10.00 a {7 100 a
Water 41.6666 + 2.8867 95.00 a 90.00 a

+ Mean + standard error for three groups of 20 explants each.
ttMean values with the same letter are not significantly different, based on ANOVA

followed by Tukey's test at P<0.05.

Germination frequency in the different periods was also affected by substrate and

temperature conditions (Fig. 3). In all treatments, the same profile of seed germination was

observed (Fig. 3). The majority of seeds germinated in the first 21 days of culture and the
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germination rate then progressively declined (Fig. 3). The exception was the 20°C-water
assay, where the majority of seeds germinated at the end of the experiment (Fig. 3). At
20°C, in water, the seeds tended to germinate later (Fig. 3). In the other temperature
treatments and compared to the other substrates assayed, for seeds in water, the germination

rate did not decline as rapidly on succeeding days of cultivation, particularly at 40°C.
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Figure 3. Frequency of germination at different time periods in three different substrates
(sand, fertilized soil and water) at three temperatures. Values are the germination results
after four different periods of time (days): 1-21 d (bars with crosshatching); 22-35 d (bars
with right-diagonal lines); 36-49 (bars with left-diagonal lines) and 50-63 d (bars with

horizontal lines). Germinability (mean + standard error) of Carapa guianensis Aublet seeds
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at different continuous temperature and substrate treatments, in the dark. Measurements are
means of three replicates, with error bars representing SE of the mean. Mean values with
the same letter are not significantly different, based on ANOVA followed by Tukey’s test

at P<0.05).

After germination, the epicotyl growth was measured weekly for four weeks. At 20
and 30°C, in the three substrates assayed, the epicotyl reached similar heights, between 54
and 68 cm, and showed no significant difference in final height in each temperature (Fig. 4
and 5). However, epicotyl growth at 20 and 30°C in water was slightly slower than in the
other substrates (Figs. 4 and 5). At 40°C a different epicotyl growth profile was observed
(Fig. 6). The epicotyls grew best on fertilized soil, reaching 58 cm, followed by sand (30
cm) and water (29 cm) (Fig. 6). As in the other temperature experiments and also at 40°C,

the epicotyls showed the slowest growth rate in water (Fig. 6).
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Figure 4. Epicotyl growth (epicotyl heights) with time (four weeks) of C. guianensis at

20°C on three different substrates. Significant difference between treatments at P < 0.05 is
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denoted by different letters. Values are means (n =60) + SE.
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Discussion

Light-quality and dark effects
The quality and quantity of solar radiation are crucial for growth and competition in
forest ecosystems. The spectral waveband between 350 nm and 800 nm, termed

morphogenetically active radiation (MAR) (Combes et al., 2000), triggers or inhibits
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processes such as seed germination, stem growth, leaf expansion and orientation, flowering,
and dormancy (Grant, 1997; Capers and Chazdon, 2004). Spectral ratios such as red/far red
(R/FR) and blue/red (B/R) give important information about the light quality within stands
(Hertel et al., 2011).

The absence of light is the ideal condition for germination of C. guianensis seeds,
but not for epicotyl growth (Table 1; Fig. 2). These results diverge from other studies such
as that of Dissanayake et al. (2010), where mean germination decreased from 63.3% in the
light to 18.3% in the dark for seeds of Parthenium argentatum Gray. However, this species
has small seeds; and in general, large-seed species such as andiroba, with large reserves to
sustain prolonged periods of sapling growth in the dark (e.g., underground), do not require
light to germinate (Milberg et al., 2000). C. guianensis is a partially shade-tolerant (PST)
species, and its germination and seedling survival can be affected by the amount of light
penetration (Schwartz et al., 2012), and probably also the light quality. In a recent review,
Tiansawat and Dalling (2013) noted that in tropical environments, large seeds are
independent of light for germination but are affected by the diurnal temperature. This
finding concords with our work on C. guianensis. The same authors suggested that light is
probably not the best indicator of habitat quality for large seeds, since the seedlings can
emerge successfully from below the depth to which light penetrates into the soil, or from
beneath layers of surface leaf litter.

Seeds in their natural environment are shaded in two ways, when they are buried in
soil or lie beneath leaf litter, and when they are under the canopy. Spectral irradiance is also
strongly influenced by the architecture of the canopy (Hertel et al., 2011). Plant canopies

and soil operate as light filters, affecting the spectral and spatial distribution of light at
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ground level (Grant, 1997), due to wavelength-selective reflection, transmission, and
absorption of the photons, stand structure, foliation period, and the radiation above the
canopy (Capers and Chazdon, 2004). Both situations affect light quantity and quality due to
the selective absorption, by chlorophyll, of the blue and red wavelengths: under full
sunlight, R:FR is around 1.2, but falls to approximately 0.55 under 3 mm soil, and to 0.1 in
dense shade (Casal and Sanchez, 1998). Andiroba seeds germinate in the absence of light
with a low proportion of red/long red, such as under the canopy of dense tropical forests on
terra firme (Smith, 1982; Figueroa and Vasquez-Yanes, 2002). The wide range of R:FR
values associated with spatial variation among microsites provides a gradient, potentially
allowing fine-scale discrimination by seeds of safe sites for germination (Tiansawat and
Dalling, 2013).

In general, long wavelengths such as far-red penetrate farther into soil, and short
wavelengths such as blue are rapidly attenuated (Bliss and Smith, 1985). In our study,
green and blue lights had no effect, and red light increased the germination rate of andiroba
seeds (Table 1). These responses probably occurred because andiroba has evolved specific
strategies adapted to germinate in the dense Amazon Forest, beneath the canopy or buried
by rodents, while on terra firme. These shaded conditions are more influenced by red than
by green or blue light. Gkika et al. (2014) also observed that the final percentage of seed
germination was higher under red-light conditions for Erysimum naxense and Erysimum
krendlii, compared with four other light regimes tested. Other studies have recorded similar
results. Rattan and Tomar (2013) observed that green light, and to a lesser degree blue light,
negatively affected seed germination of Hippophae salicifolia, a deciduous tree; red light

produced the highest germination percentage.

50



Seeds subjected to blue light had higher dormancy than those under other light
spectra (Fig. 1 and Table 1). In the Amazon rainforest, seeds can also fall into the river, and
not in the soil, on terra firme. In this environment, blue light predominates due to the more-
open environment. This may be the reason that the seeds take longer to germinate under
blue light, to await anchorage in the soil or the arrival of the dry season. Although Scarano
et al. (2003) argued that seed dormancy can increase under floating; the quality of light can
be an important factor triggering germination.

Similarly to the conclusions of Barrero et al. (2012), working with Brachypodium
genotypes, on the soil surface a predominantly blue light would inhibit germination. After
the first few millimeters, where blue light disappears, seeds would find an appropriate
germination environment, as the ratio of red to far-red would be high. Finally, deeper in the
soil, the ratio of red to far-red would be pushed toward far-red, again inhibiting
germination. Previous studies showed that C. guianensis decreased in density after logging,
probably affected by light incidence, and that additional silvicultural treatments could be
useful to increase the density (Schwartz et al., 2012).

Our results concerning the effect of darkness on germination also agree with those
of Arias-Le Claire (2001), who reported data showing that burial of C. guianensis seeds by
rodents, under natural conditions, increases germination. Thus, these data suggest that the
successful regeneration of C. guianensis during the dry season, in both flooded and non-
flooded forests, depends on the preservation of these rodent populations (Ferraz et al.,
2002; Nyiramana et al., 2011). In another study, seed-coat fragments of C. grandiflora as

well as cotyledons with rodent tooth marks were observed in the majority of experimental
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sets (Nyiramana et al., 2011). This could explain why seeds without a tegument germinated
faster and in larger numbers in the dark (Fig. 1 and Table 1).

According to the seed classification presented by Takaki (2001), C. guianensis
seems to be insensitive to light. Therefore, C. guianensis germination must be controlled by
phyA (phytochrome A) through a very-low-fluence response (VLFR). This type of
response does not display the classical red/long red reversibility that is a typical survival
mechanism of small-seed plants. Through this mechanism, seeds will only germinate in
optimal light conditions, with subsequent successful development and growth of the sapling
(Milberg et al., 2000).

Very-low-fluence responses, can also be induced by weak green light (Takaki,
2001), as seems to be the case with andiroba. However, green and blue light retarded and
red light stimulated germination of the andiroba seeds (Table 1). Previous studies have
indicated that the active form of the phytochrome may increase the embryo’s growth
potential and promote the activity of degrading enzymes, thus reducing the mechanical
resistance of tissues near the micropyle region (Sanchez et al., 1986; De Miguel et al.,
2000). The inhibitory effect of blue light on germination could be due to the low levels of
red radiation, resulting in failure to activate the phytochrome (Dissanayake et al., 2010).

More seeds with a tegument than without it, germinated in the dark, under red light
or green light; the opposite was observed for white light (Table 1). These data agree with
those of Ferraz et al. (2002) for andiroba seeds under white light.

Under our conditions, the presence of a tegument, and dark, red- and blue-light
treatments were dormancy-promoting factors in the C. guianensis seeds, compared to the

other experiments (Fig. 1). Under these conditions, germination occurred up to day 63. In
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contrast, under green light, seed dormancy was stronger in the absence of a tegument (Fig.
1). Seed dormancy was always weaker if seeds were under white light, with or without a
tegument, compared to all other experimental conditions (Fig. 1). Our observations of
weaker dormancy expression under white light contrast with previous reports for grasses
such as the Brachypodium genotypes wild oats, barley and wheat (Cumming and Hay,
1958; Barrero et al., 2012), thus indicating that the seed size and light conditions of the
environment where the plant has developed are important features affecting seed responses
to light quality.

Some authors have reported that when tegument integrity is lost, the control of seed
germination changes, with the activation of phy A or phy B. These two phytochromes are
evolutionarily different and have distinct effects (Takaki and Gama, 1998). Our data for a
shorter germination time in seeds without a tegument (Fig. 1) agree with those of Suda and
Pereira (1997) and Oliveira et al. (2003). Suda and Pereira (1997) suggested that the
germination-inducing mechanism is activated faster in the absence of a tegument,
independently of the light wavelength. This would probably occur due to an increased
supply of respiratory gases and water to the embryo, to a change in light and temperature
sensitivities, or to the elimination of inhibitory substances (Mayer and Poljakoff-Mayber,
1989; Bewley and Black, 1994). A study of guayule seed germination provided evidence of
an inhibitory effect of the seed coat, because removing the seed coat significantly increased
germination (Dissanayake et al., 2010). However, this is relevant to our work only for
germination velocity or dormancy break (Fig. 1), but not for germination rate (Table 1),

where the presence of a tegument increases the number of germinating seeds.

53



When the epicotyls emerge, green and red light stimulate growth in the same
manner (Fig. 2). In shade, under the canopy, green and yellow-green bands prevail due to
the reflection of light and transmission through leaves (Théry, 2001). This “forest”
spectrum is most similar to the green and red lamps used in our experiments. Epicotyls
grown under blue light were repressed (Fig. 2). Under the vegetation cover, “the blue part
of the spectrum, present in the canopy, disappears as the distance from the canopy
increases” (Théry, 2001). It is logical to assume that blue light repressed the growth of the
andiroba epicotyls.

In agreement with Théry (2001), we suggest that light-quality measurement can be
used to estimate the structural impact of forest exploitation, and this will provide the
information necessary for a functional explanation of anthropogenic effects on tropical-
forest diversity. Studies of the effects of human disturbance on forest light and species
diversity show that it is crucial to investigate the use, distribution and importance of light
environments in conservation projects.

Temperature and substratum effects

Seed germination is complex, and in addition to light, the temperature and substrate
(affecting moisture conditions, retaining or draining water from the area) affect germination
and seed dormancy state (Bewley and Black, 1994). Temperatures can be detected several
centimeters beneath the soil surface, so temperature can be a more effective signal of
environmental conditions for large seeds than light quality in tropical environments
(Tiansawat and Dalling, 2013). In some species (Solanum hayesii, Holcus lanatus and Poa

annua), temperature can trigger germination in the dark (Pearson et al. 2003).
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In this present study, the germination rate of C. guianensis seeds was higher at 30
and 40°C (Table 2), in contrast to the ideal germination temperatures of 20 to 30°C found
for other Brazilian species (Sakita et al., 2007; Kissman and Scalon, 2011). However, some
tropical-forest species such as Acacia catechu, Acacia nilotica, Albizia lebbek, Dalbergia
sisso and Tectona grandis show a similar trend of a lower germination rate at 20°C and
higher germination rate above 35°C (Khera and Singh, 2005). At higher temperatures,
changes in protein structure occur that promote the germination process (Bewley and
Black, 1994). Andiroba is native to northern Brazil, where temperatures are high year-
round.

C. guianensis is typical of both wet and dry areas. Amazonian species such as
andiroba can germinate and show epicotyl growth during both the wet and dry seasons in
flood-prone forests, as well as in unflooded forests (Henriques and Sousa, 1989;
Pennington et al., 1981). Due to their huge seed reserves, large seeds such as andiroba do
not show dormancy (Vazquez-Yannes and Orozco-Segovia, 1990) and have rapid epicotyl
growth that favors seedling establishment and survival by avoiding anoxic stress during
submersion in the flood season (McHargue and Hartshorn, 1983). In nature, these species
germinate and develop rapidly when on substrates that retain water or when they are
floating. These findings partially accord with our results, because the highest germination
rates were observed in fertilized soil and water, mainly in higher temperatures (Table 2);
but germination in water was slightly slower than in other substrates (Fig. 3). Therefore, the
substrate and temperature both affected the germination rate and speed, but in different
ways. The number of germinated seeds was similar in fertilized soil and water at both 30

and 40°C (Table 2), but germination was delayed in water, and a temperature increase
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reduced this trend (Fig. 3). Our data accord with those of Scarano (2003) regarding the
delayed germination of andiroba seed in water, but in those experiments the temperature
ranged from 20 to 30°C.

The assay of epicotyl growth resulted in the same findings as for germination speed.
Temperature increase affected the growth response. Epicotyl growth was higher in
fertilized soil than in water, although not significantly so (Figs. 4 and 5). Epicotyl growth
was significantly higher in fertilized soil compared to water and sand, only at 40°C (Fig. 6).
Therefore, for epicotyl growth, the effects of water and fertilized soil were similar, but
temperature had a promoting effect. These findings contrast with those of Sacarano (2003),
where C. guianensis seedling growth was delayed in water compared to vermiculite, at 20-
30°C. Scarano (2003) reported that epicotyl growth was more accentuated in the hard
substrate than in water, possibly because of nutrients in the substrate. Seeds germinate and
plantlets start to develop in water because of the nutrients provided by the endosperm
(Manasse, 1990). Our results suggested that water availability and drainage are more
important for epicotyl growth, but only in higher temperatures.

In sand, the germination rate was lower than in the other substrates, mainly at 20°C
(Table 2), probably due to the poor water environment. This species requires appropriate
moisture conditions because of its thick seed coat and large size (Khera and Singh, 2005).
In sand, water drains rapidly, which prevents ideal moisture conditions for germination.

This study provided important information about the best conditions for appropriate
development of Carapa guianensis seeds and establishment of plantlets. Conditions similar
to the Amazon habitat, including high temperatures and moist soil, are ideal, and low

humidity and temperatures will result in low germination rates. In addition, we suggest that
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light-quality measurement be used to estimate the structural impact of forest exploitation,
providing information for a functional explanation of anthropogenic effects on tropical-
forest diversity, since germination and epicotyl growth are influenced by different light

qualities.

Materials and methods

Plant Material
Carapa guianensis Aublet (andiroba) seeds were harvested in the city of Rio de Janeiro
(Jardim Botanico do Rio de Janeiro), from under identified parent trees, with prior

authorization from the Botanical Garden.

Light experiment

Two randomized groups of 60 seeds (three replicates each of 20 seeds/light treatment),
each seed weighing around 20-30 g, one group with integuments (seed coats) and the other
without, were washed, soaked in water for 24 h, and then placed in 200-mL plastic bottles
with equal volumes of sterile fertilized soil mixed with plant humus (Sabino), watered
twice a week, and maintained in individual growth chambers (Controlled Environments).
The growth chambers were equipped with Sylvania Cool 60 F20-T12-Cor fluorescent
tubes, providing photosynthetically active radiation (PAR) at approximately 20 umol.m?.s’
! The tubes were used for the light-quality experiments, to provide red light (RL); green
light (GL); white light (WL) or blue light (BL) (Fig. 7). WL and continuous-darkness (D)

conditions were used as control treatments to assess the effect of light on seeds and
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epicotyls under the same culture conditions. A 16-h L: 8-h D photoperiod was used for all

treatments, and the cultures were maintained at 27 = 1°C for 70 days.

White light
--------------- Red light
------- Blue light
: Green light

300 400 500 600 700 800
Wavelength (nm)

Temperature and substratum experiment.

Three germination substrata (well-washed sand, fertilized soil, and water) were tested
for their effects on the germination of C. guianensis seeds. The grain size of the sand was
approximately 0.1 mm. Fifty mL of tap water was added to the plastic bottles with sand or

fertilized soil twice a week. The water in the water experiments was changed twice a week
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to prevent fungus contamination. The germination experiments were carried out in the dark,
in growth chambers with constant temperatures (20, 30 or 40 °C). Each replicate contained
20 seeds/seed treatment. The seeds were placed on the three types of substratum in the
same bottles described in the section above. All treatments lasted 70 days and were

replicated three times.

Assessment of seed germination and epicotyl growth

In all assays, germination was considered as the emergence of the radicle. The effects of
the different light qualities and darkness, different substrates and temperatures on the
germination of andiroba were analyzed based on: a) the amount of time between
inoculation and the observation of the protrusion of the small radicle; and b) number of
germinated seeds, in each treatment, within the germination-time intervals (1 to 21 days, 22
to 35 days, 36 to 49 days and 50 to 63 days). Epicotyl growth (n=60/treatment) was assayed

weekly, for one month, by measuring the epicotyl elongation with a caliper ruler.

Statistics

The statistical tests were conducted with the Statistica for Windows software (StatSoft,
Inc. 2005, STATISTICA - data analysis software system, version 7.1). The results for each
treatment are shown as the mean and standard error (SE) of three independent experiments.
The statistical significance of differences among groups was evaluated by analyses of
variance, followed by a multiple-comparison Tukey's test. P values lower than 0.05 were

considered significant.
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CAPITULO 4
CITOTOXICIDADE E MUTAGENICIDADE DE TRES OLEOS DE Carapa

guianensis

1. INTRODUCAO
1.1 Carapa guianenesis Aublet

Carapa guianensis Aubl. (Meliaceae) é uma &rvore neotropical amplamente
distribuida pelo norte da América do Sul (Amazdnia), América Central e ilhas do
Caribe (Cloutier et al., 2007). Esta espécie € encontrada tanto em terra firme onde o
solo é mais seco, quanto nas varzeas, que sdo alagadas sazonalmente na bacia
Amazonica (McHargue e Hartshorn, 1983; Fournier, 2003). No Brasil, é
popularmente conhecida como “andiroba”, embora haja outros nomes vulgares
(Pennington, 1981).

C. guianensis é considerada uma espécie multiuso no cenario brasileiro
(Tonini et al., 2008a) e seu principal apelo mercadol6gico advém do 6leo extraido das
suas sementes, que é um dos produtos naturais comerciais mais importantes no Brasil
e possui demanda internacional, sendo exportado para EUA e Europa (Tonini et al.,
2008b). Devido ao seu amplo uso, andiroba faz parte da Lista Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse do Ministério da Satde (Amaral e Fierro, 2013).

O oleo de andiroba € rico em acidos graxos como o oleico, palmitico,
miristico, linoleico, estearico e araquiddnico (Arenciaba Arrebola et al., 2013).
Alguns tetraterpenoides foram detectados nas sementes de Carapa guianensis: 6-alfa-
acetoxi-epoxiazadiradiona, 7-deacetoxina-7-oxogedunina, gedunina, andirobina, metil
angolensatedina, 1,3-di-benceno carbo amino-2-octadecilico acil-glicérido, &cido

hexacosanoico 2,3-dihidroxi-glicerido, acido ursdlico, naringenina, escopoletina, 3,4-
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dihidroximetilbenzoato, 2,6-dihidroximetilbenzoato, acido tetratriacontandico, &cido
triacontanoico, epoxiazadiradiona e 6-alfahidroxigedunina.

Muitos destes limonoides citados anteriormente, que estdo presentes em
grandes quantidades nas sementes de andiroba, pertencentes as categorias de:
gedunina, andirobina, mexicanolideo e fragmalina,, possuem atividade antifungica,
bactericida, antiviral e amplas propriedades terapéuticas em animais e humanos. O
6leo de andiroba também possui componentes como, esterdides, coumarinas e
flavonoides (Lavie et al. 1972; Marcelle e Moto, 1975; Henriques e Penido, 2014).

Este Oleo possui aplicabilidade para iluminacdo, preparacdo de sabao,
cosmeéticos, como repelente de insetos (Freire et al., 2006) e potencial larvicida contra
Aedes aegypti (Prophiro et al, 2012). Relatos etnofarmacoldgicos indicam o uso do
6leo no tratamento da artrite, resfriado, malaria e inflamagdes, com resultados
positivos (Mendonca e Ferraz, 2007) e como possivel antitumoral (Moura et al.,
2002). Estudos recentes, relacionam os extratos de andiroba & atividade de
cicatrizagcdo em modelos animais (Nayak et al, 2010;. Nayak et al., 2011)

O efeito antioxidante do 6leo de andiroba, atraves de administragdo oral em
ratos, evidenciou sua funcdo protetora para formacéao de espécies reativas de oxigénio
(Arencibia Arrebola, 2013). Na industria farmacéutica homeopética, onde tem sido
comercializado sob a forma de capsula, o 6leo é usado para diabetes e reumatismo
(Amaral e Fierro, 2013).

Estudo recente, a respeito de levantamento sobre solicitacdo de patentes
relacionadas ao uso da andiroba constando como componente da formula do produto,
mostraram que, do ndmero total de pedidos de patente, a grande maioria, 69%,
referem-se a preparacOes para assisténcia médica, odontoldgica, ou para fins

sanitarios. 19% das solicitacdes inclui uso no combate a pragas, como repelentes e
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biocidas, bem como relacionada a preservacao de alimentos ou do género alimenticio.
6% referem-se a producdo de gorduras, 6leos gordos ou ceras de matérias-primas
(Amaral e Fierro, 2013).

Estudos recentes investigaram o efeito toxico da ingestdo de doses aguda e
subaguda, além de delimitar a dose letal em roedores, mostrando que o 6leo de
andiroba é um produto mais seguro em comparagdo com algumas drogas antialérgicas
ja conhecidas no mercado, como a fexofenadina (Tkachyk, 1999; Penido et al., 2005;
Compalati et al., 2011). Apesar desses trabalhos, o 6leo da semente da andiroba
possui muitas aplicabilidades, o nimero de dados a respeito de sua toxicidade é
insuficiente para fornecer seguranca no uso (Henriques e Penido, 2014). Assim sendo,
por todos os motivos acima descritos, se faz necessaria analise do seu nivel de

seguranga.

1.2 Estudo da mutagenicidade e genotoxicidade

A utilizacdo de bactérias para detectar mutacdes génicas €, atualmente, uma
importante ferramenta para os estudos das etapas do processo de carcinogénese e para
detectar compostos genotdxicos, capazes de causar danos a saude humana e ambiental
(Umbuzeiro e Vargas, 2003). Ames e Yamasaki (1971) descreveram um método
utilizando mutantes de Salmonella enterica sorovar Typhimurium deficientes da
sintese de histina para detectar o potencial carcinogénico de compostos quimicos.
Este ensaio é uma metodologia rapida, de baixo custo, segura e utilizada atualmente
por diversos laboratérios para detectar substancias mutagénicas. Os testes com
organismos procariotos permitem realizar um diagnostico em curto prazo de como
uma amostra atua, caso haja interacio com o DNA. No entanto, sabido que a maior

parte dos carcindgenos conhecidos depende de metabolizacdo para apresentar seu
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potencial de interacdo com o DNA (Claxton, 1997) se faz necessaria a utilizacdo de
um sistema de metabolizacdo exdgena, geralmente, se baseando no uso de fracbes
microssomais hepaticas de ratos (McCann, 1975) a serem incluidas nos ensaios.

A utilizacdo de modelos bacterianos para a deteccdo de mutagenos €
recomendada pelo guideline 471, de 17 de julho de 1997, da Organizagdo para a
Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico (Organization for Economic Co-
operation and Development — OECD, 1997), que é um 06rgdo nao governamental
responsavel pela normatizacdo de diretrizes de desenvolvimento. Consequentemente,
as demais agéncias reguladoras de produtos de sanidade humana e animal no mundo
submetem aos testes, 0s produtos que porventura possam ser comercializados em seu
territorio.

No desenvolvimento de farmacos, uma avaliagdo completa do potencial
genotoxico de determinada substancia torna-se necessaria para que o seu consumo
humano seja viavel. O ensaio de mutagdo reversa bacteriana isoladamente nao ¢é
suficiente para suprir essa necessidade, visto que utiliza organismos procariotos € nao
identifica todas as formas de interagdo com o DNA. Dessa forma, testes genotoxicos
in vitro e/ou in vivo em células de mamifero também sdo usados, nesse processo de
desenvolvimento, para expandir a deteccio dos mecanismos genotoxicos relevantes
na formacjo de alteracpes genéticas (FDA, 2012).

A importancia de estudos genotdxicos sobre determinada amostra estd na
deteccdo de agentes quimicos ou fisicos que possuem a capacidade de gerar danos ao
DNA de forma direta ou indireta. Através dos testes de genotoxicidade, os processos
que levam a lesdo do DNA podem ser identificados e indicar o risco que o agente

investigado possui. Em caso de resultados positivos, tanto em testes in vitro como in
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vivo, 0S agentes em estudo apresentam substancias com potenciais atividades

mutagénicas e carcinogénicas para a espécie humana (Stankevicins, 2008).

2. OBJETIVOS
Identificar a mutagenicidade, citotoxicidade e perfil fitoquimico de 6leos de

andiroba obtidos por 3 diferentes processos de extracao.

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Obtencédo das amostras

Sementes de Carapa guianensis Aublet. foram coletadas no Jardim Botanico
do Rio de Janeiro e levadas para a Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro
(Unirio), onde foram limpas superficialmente com pano Umido e congeladas em
freezer -18°C. As coletas foram realizadas nos meses de dezembro e janeiro. As
sementes foram transportadas para o Laboratorio de Oleos Graxos da Embrapa
Agroindustria de Alimentos em recipiente térmico, onde foram mantidas congeladas.

Para extracdo dos 0leo, as sementes congeladas foram cortadas em laminas e
secas em estufa com circulagéo de ar a 60°C. Estas laminas foram utilizadas como
matéria-prima para 3 extracfes: duas prensagens e uma extracao em Soxhlet.

A extracdo do Oleo bruto (B), realizada por prensagem, foi realizada em
prensa de laboratorio do tipo expeller, modelo CA 59 G (Komet), com capacidade
méaxima de processamento de 5 kg/h de matéria prima. Foram utilizados parafuso com
distancia entre ranhuras de 12 mm, malha de saida de 6leo com orificios de 1 mm de

didmetro e bocal de saida de torta com 10 mm de diametro. O 6leo obtido foi
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centrifugado a 10000 rpm por 10 minutos, a temperatura ambiente, e o Oleo
sobrenadante foi congelado a -18°C.

Para comparacdo, quanto ao efeito de tratamento térmico na extracdo de 6leo e
composicao, as sementes foram autoclavadas na temperatura 121°C por 15 minutos,
em seguida, secas em estufa e trituradas para extracdo de éleo por prensagem (6leo
A). O o6leo obtido foi centrifugado a 10000 rpm por 10 minutos a temperatura
ambiente e o 6leo sobrenadante foi congelado a -18°C (AOCS, 2009).

A extracdo com éter de petréleo (30-60°C) foi feita em aparelho Soxhlet, por
16 horas (6leo S). O solvente foi evaporado em rotaevaporador e sob corrente de

nitrogénio. O 6leo obtido também foi congelado a -18°C.

3.2 Perfil de acidos graxos e caracteristicas dos 6leos

Para composicdo em &cidos graxos, os esteres metilicos foram obtidos de
acordo com Hartman e Lago (1973). A cromatografia em fase gasosa foi realizada em
cromatdgrafo gasoso modelo Agilent 7890, com detector de ionizacdo de chama,
utilizando-se coluna capilar de silica fundida de 60 m, 0,32 mm de didmetro interno e
0,25 pm de fase estacionaria de ciano-propil-siloxano com programacdo de
temperatura de 150 a 200°C e taxa de aquecimento de 1,3°C/min. O injetor foi
mantido temperatura de 250°C no modo de divisdo de fluxo (split) na razdo de 50:1.
Foi injetado um volume de 1pL de uma solucdo diluida em diclorometano (2%). A
temperatura do detector de ionizacio de chama foi de 280°C e o fluxo de gas
carreador (H) foi de 2,5 mL/min (medido a 40°C). A identificacdo dos ésteres
metilicos dos acidos graxos foi realizada por comparacao dos tempos de retencdo com

padrdes da NU CHEK (Elysian, MN) e a quantificacdo foi realizada por normaliza¢ao
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interna. A partir do perfil de acidos graxos o indice de iodo e de saponificagdo foram
calculados.

O teor de &cidos graxos livres nos 6leos foi determinado por titulometria, de
acordo com o método oficial Ca 5a 40 da AOCS (2009) e o resultado expresso como
acido oléico. A andlise do indice de perdxidos (miliequivalentes de peréxido por 1000
g de amostra) foi realizada de acordo com o método Cd 8 53 da AOCS (2009). O
indice de refragdo foi realizado em refratdbmetro Abbé Bausch e Lomb a 40°C e a

densidade foi determinada em densimetro digital AP PAAR DMA-46 a 20°C.

3.3 Avaliagéo da atividade antioxidante

A capacidade antioxidante dos Oleos foi avaliada através do método do
sequestro de radicais DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), proposto por Brand-
Williams et al., 1995.

Uma aliquota de 100 pL de solugédo do radical livre DPPH (250 uM), diluido
em metanol absoluto e 100 puL de uma das quatro concentragdes (1; 10; 100 e 1000
pL/mL) de cada amostra foram homogeneizadas, sob agitacdo de 150 rpm. Apds a
homogeneizacdo, as amostras foram incubadas a 30°C por 30 minutos. O
hidroxitolueno butilado (BHT) é um composto antioxidante e foi utilizado como
controle positivo do ensaio, nas mesmas concentracOes utilizadas para as amostras,
diluido em metanol absoluto.

A descoloracdo do DPPH foi determinada medindo a absorbancia
espectrofotométrica a 517 nm. Os experimentos foram realizados em triplicata e 0s
valores utilizados foram a média aritmética das trés leituras, em leitor de microplacas

Parkin Elmer EnVision.
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As concentragcdes que obtivessem um percentual da atividade antioxidante
total, maior ou igual a 50% (AAT% > 50%), foram consideradas antioxidantes para
essa concentracdo do radical DPPH (RUFINO et al., 2007).

A AAT (%) foi calculada de acordo com LIEBENBERG (2004):

AAT (%) = (AbSsi7nm amostra/Abssiznm branco) x 100.

3.4 Quantificacdo de polifenois

Os 3 extratos 6leos foram diluidos individualmente em DMSO para que se
obtivesse a concentragédo de 9,1 mg/mL.

Em placa de microtitulacio de 96 pocos, foram misturados 35 puL. de um dos
6leos de C. guianensis com 35 pL do reagente Folin-Ciocalteau, permanecendo
protegidos da luz a 30° por 5 min. Em seguida, 35 pL de Na,COj3 (20 mg/mL) foram
adicionados as misturas e as placas foram mantidas a 30°C em ambiente escuro por 2
h. Apos esse periodo, foi realizada uma leitura de absorvancia em comprimento de
onda de 760 nm (leitor de microplacas Parkin Elmer EnVision). O ensaio foi
realizado em triplicata e as médias das absorvancias foram calculadas e utilizadas
para se obter a absorvancia corrigida, a partir das médias do branco das amostras.

A estimativa do teor total de polifendis em % (massa/massa) foi feita em
relacdo ao pirocatecol. Para a curva de calibracio foram utilizadas as concentracfes
de 2.2, 5.5, 11, 22 e 33 ug/mL de pirocatecol. Os coeficientes angular e linear da
curva de calibracio foram determinados e usados para se converter os valores de
absorvancia corrigida das fracdes para pg/mL de pirocatecol, de acordo com a
equacao:

Teor (ug/mL) = (Abs—-B)/ A
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onde:
Abs = absorvancia corrigida
A = coeficiente angular da curva de calibracéo do pirocatecol
B = coeficiente linear da curva de calibragéo do pirocatecol.

Para o célculo do teor total de polifendis, foi usada a equacéo:

Teor total de polifendis (%) = 100 x Teor (ug/ml) / Concentragéo do 6leo,

onde a concentracdo do 6leo equivale a 9,1 mg/mL (Mazzafera, 2003; Bhale et al.,

2007).

3.5 Ensaio com modelo procarioto
3.5.1 Linhagens bacterianas

Seguindo modificacGes do método descrito por Maron e Ames (1983), foram
utilizadas cinco linhagens do clone LT2 da bactéria Salmonella enterica sorovar
Typhimurium (TA97, TA98, TA100, TA102 e TA1535), deficientes na sintese do
aminoacido histidina (His"), geneticamente modificados no operon da histidina, para
detectar mutagenos diversos, que produzam padrfes determinados de mutagdo, cujas
caracteristicas sdo mostradas na tabela 1.

A cepa TA97 apresenta uma mutacdo no locus hisD6610, identificando
substancias capazes de adicionar uma citosina (par C:G), ficando um sitio
apurinico/apirimidinico (AP), que posteriormente é preenchido por G, através da
ativacdo do reparo por via BER, alterando o quadro de leitura. A mutacgéo induzida na
cepa TA98 (delecdo de par C:G) esta localizada em um hotspot (8 repeti¢cdes C:G) do

locus hisD3052, importante para a sintese da enzima histidinol desidrogenase e essa
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mutacdo detecta mutdgenos capazes de realizar adi¢do ou delecdo do pares C:G. A
mutacéo (substituicdo do par de base A:T por G:C) no locus hisG46 da cepa TA100 e
TA1535 substitui 0 amino&cido leucina por prolina, levando a deficiéncia na sintese
de uma enzima importante na via da histidina. A cepa TA102 possui um par de bases
extra no locus hisG428, o qual foi inserido com o plasmideo pAQ1, conferindo
também resisténcia a tetraciclina, sendo capaz de detectar mutagfes por substituicéo
de pares A:T por C:G (Maron e Ames, 1983).

O gene uvrB é deletado nas cepas TA97, TA98, TA100 e TA1535, levando a
deficiéncia no sistema de reparo por excisao de nucleotideos, resultando em aumento
da sensibilidade na deteccdo de mutagenos, além da delecdo do sistema responsavel
pela sintese de biotina. Todas as cepas utilizadas possuem uma mutagdo no gene rfa,
importante na sintese de lipopolissacarideos (LPS), os quais se comportam como
constituintes da parede celular de bactérias gram negativas, aumentando a
permeabilidade a grandes moléculas. O plasmideo pKM101 também € utilizado para
elevacdo da sensibilidade bacteriana a possiveis substancias teste. Este plasmideo
aumenta a sensibilidade do sistema na deteccdo de substancias mutagénicas, atraves
do aumento da via de reparo de DNA propenso a erro (error-prone repair) e seleciona

bactérias resistentes a ampicilina (Maron e Ames, 1983).

Tabela 1 — Caracteristicas geneéticas das linhagens de Salmonella enterica
sorovar Typhimurium.

Cepa Mutacéao Plasmideo Outras Tipo de mutacdo detectada
His mutacoes

TA97 hisD6610 pKM101  rfa, A(uvrB  Frameshift  Adicdo de G:C
chl bio)

TA98 hisD3052 pKM101  rfa, A(uvrB  Frameshift — Adicéo ou delecéo
chl bio) de G:C

TA100 hisG46 pKM101  rfa, A(uvrB  Substituicdo G:C por A:T
chl bio)

TA102 pAQl pKM101, Rfa Substituicdo A:T por G:C
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(hisG428) pAQ1
TA1535 hisG46 rfa,A(uvrB  Substituicdo G:C por A:T
chl bio)

Legenda: Cada cepa apresenta mutacdo em loci génicos diferentes, capazes de
detectar diferentes tipos de mutégenos, indutores de altera¢fes no quadro de leitura,
substituicdes ou transversoes.

Fonte: Adaptado de Mortelmans e Zeiger, 2000.

3.5.1.1 Checagem de fenotipos

Para verificar se as cepas utilizadas apresentam as caracteristicas genéticas
especificas que lhes conferem uma maior capacidade de detectar mutagenos, foi
realizada uma bateria de testes capazes de verificar os aspectos fenotipicos, relativos a
expressao do genotipo bacteriano. A essa bateria de testes, se da 0 nome de checagem
de fenotipos. Os procedimentos a seguir foram realizados de acordo com Maron &
Ames (1983).

Sédo verificadas caracteristicas como: (a) presenca da mutacdo no gene rfa, que
aumenta a permeabilidade na parede de LPS, permitindo que moléculas de alto peso
molecular atravessem a parede celular das bactérias; (b) a presenca da mutacdo no
gene uvrB, que conferiria um mecanismo de reparo por excisdo de nucleotideos
(NER), através da resisténcia a radiacdo UVB; (c) a presenca do plasmidio pKM101,
que confere resisténcia ao antibidtico ampicilina e aumenta a taxa de reparo propenso
a erro (EPR); (d) a presenca do plasmidio pAQ1, que confere resisténcia ao
antibidtico Tetraciclina e apresenta um dominio extra de mutacéo da histidina; (e) o
requerimento de histidina e (f) biotina e, por fim, as taxas de mutacdo (g) espontanea
e (h) induzida.

Para detectar a mutacéo rfa, 100uL das culturas bacterianas crescidas em meio
Louria Bertani (5g/L de extrato de levedura; 10g/L de triptona; 10g/L de NaCl) (LB)
a 1-2 x 10° células/mL foram dispersas em agar nutriente, utilizando 2mL de agar de

superficie (7 g/L agar; 5 g/L NaCl, 45 °C). Apo6s a polimerizacdo do &gar de
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superficie, um disco de papel filtro estéril foi aplicado no centro da placa, 10uL de
uma solucdo de Cristal Violeta (1 g/L) foi aplicada no papel e, apds 18-24 horas, 0s
resultados foram avaliados. Esperava-se observar um halo de inibicdo de cerca de 15
mm de didmetro em todas a cepas portadoras dessa mutacgéo.

Para detectar a mutagdo uvrB, foram realizadas estrias de cada linhagem em
placas de LB, com auxilio de al¢as bacteriologicas descartaveis. Metade de cada placa
foi coberta, deixando um lado da placa exposto a radiacdo UV (15W — germicida) a
uma distancia de 33 cm, por 8 segundos. Apos a incubacdo por 18-24h, foi realizada a
avaliagédo. Esperava-se observar o crescimento das linhagens na metade ndo irradiada
e, na metade irradiada, apenas a TA102, portadora do sistema de reparo por excisao
de nucleotideos, deveria crescer.

Para detectar a resisténcia aos antibioticos ampicilina e tetraciclina, 100uL das
culturas 1-2 x 10° células/mL foram colocadas em 10mL de LB na presenca de
31,5uL de ampicilina (8 mg/mL) ou 2,5uL de tetraciclina (8 mg/mL). Esperava-se
que as linhagens utilizadas fossem resistentes a ampicilina e sensiveis a tetraciclina,
com excecdo da TA102, que também era resistente ao dltimo.

Para detectar o requerimento de histidina e biotina, foi realizada a incubagéo,
em tubos de ensaio estéreis, de 100uL das culturas bacterianas crescidas em LB a 1-2
x 10° células/mL em: (a) auséncia dos dois componentes, (b) na presenca de histidina
(0,2 M) ou (c) de biotina (0,5mM) e (d) na presenca de ambos, diluidos a 10% em 2
mL de agar de superficie. O agar de superficie foi vertido em placas de agar VVogel-
Bonner 10X (10 g/L MgS0..7H,0; 100 g/L CgHgO7.H,0; 500 g/L K,HPOy; 175 g/L
Na(NH4)HPO4.4H,0) contendo 20 ¢g/L de glicose (agar VB — Meio minimo).
Esperava-se observar crescimento apenas nas placas em que ha adi¢édo de histidina e

biotina. Para a cepa TA102, haveria 0 crescimento nas placas que continham
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histidina, sendo ausente a biotina, ja que esta cepa ndo é auxotréfica para a sintese
dessa vitamina.

Para verificar as taxas de reversdo espontanea e induzida, cada linhagem
bacteriana foi incubada a 37°C por 16 horas, em LB com ampicilina e tetraciclina
(para TA102) até atingir a fase estacionaria (1-2 x 10° células/mL). Eram colocados,
em um tubo de ensaio: 100 pL dessa suspensao bacteriana, 500 uL. de tampao fosfato
de sodio (0,2 M; pH 7,4) e 100 uL. de DMSO (controle negativo) ou um controle
positivo, especifico para cada linhagem (tabela 2).

Tabela 2 — Controles Positivos utilizados no Teste de Ames e na checagem de
fenotipos

Cepa Sem metabolizagao (-S9)
TA97  4-Nitroquinolina-N-Oxido (CAS: 56-
57-5)
1,0 pg/placa
TA98  4-Nitroquinolina-N-Oxido (CAS: 56-
57-5)
1,0 pg/placa
TA100 Azida Sodica (CAS: 26628-22-8)
0,5 pg/placa
TA102 Mitomicina C (CAS: 50-07-7)
0,5 pg/placa
TA1535 Azida Sodica (CAS: 26628-22-8)
0,5 pg/placa
Legenda: Controles positivos (mutagenos) utilizados na checagem de fenétipo. Estdo
expressos os controles utilizados (nome usual e nimero CAS) e a dose utilizada, para
cada linhagem, na auséncia ou presenca de metabolizacdo exdgena.
Fonte: Adaptado de Mortelmans e Zeiger, 2000.

Os tubos eram entéo incubados a 37°C por 20 minutos. Em seguida, 2 mL de
agar de superficie, contendo solucdo de histidina e biotina (10%) a 45 °C foi
adicionado no tubo de ensaio e a mistura final foi vertida sobre uma placa de Petri de
agar Vogel-Bonner. Esta mistura final foi incubada a 37 °C por 72 horas e as unidades
formadoras de colonias revertentes His* foram contadas manualmente. Esperava-se

obter um namero de colbnias revertentes dentro das seguintes faixas: apresentada na
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tabela 3, tanto para o padrdo espontaneo, quanto para o induzido, utilizando os

mutégenos especifico para cada linhagem, descritos na tabela 2.

Tabela 3 — Taxa de reversao espontanea das cepas utilizadas

Reversao
Cepa
[-] [+]
TA97 80-215 >400
TA98 20-55 >100

TA100 100-240  >500
TA102 100-400 >800
TA1535 15-35 >80

Legenda: Taxas de reversdo espontanea ([-]) e induzida por mutagenos especificos ([+]).
(Adaptado de MARON & AMES, 1983)

3.5.2 Ensaio de mutagao reversa bacteriana (Ensaio de Salmonella/ microssoma
ou Teste de Ames)

Cada linhagem bacteriana era incubada a 37°C por 16 horas, sob agitacdo em
LB com tetraciclina e/ou ampicilina até atingir a fase estacionaria (1-2 x 10°
células/mL). Eram colocados, em um tubo de ensaio: 100 pL dessa suspensido
bacteriana, 500 puL de tampao fosfato de sodio (0,2 M; pH 7,4) e 100 puL de uma das
concentracOes das amostras diluidas em DMSO (1/5000; 1/1000; 1/500; 1/100 e 1/50
para 0 0leo B ou 1/32; 1/16; 1/8; 1/4; 1/2 e puro para os 0leos A e S), ou controles
positivo (de acordo com cada linhagem na auséncia de metaboliza¢do) ou controle
negativo (DMSO).

Os tubos eram entéo incubados a 37°C por 20 minutos. Em seguida, 2 mL de
top agar contendo solucdo de histidina e biotina (10%) a 45 °C foi adicionado no tubo
de ensaio e da mistura final foi vertida sobre uma placa de Petri de agar Vogel-
Bonner. Esta mistura final foi incubada a 37 °C por 72 horas e as unidades formadoras

de coldnias revertentes His" foram contadas manualmente. A amostra foi considerada
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positiva/mutagénica quando: (a) o nimero de revertentes no ensaio foi, pelo menos,
duas vezes maior que o numero de revertentes espontaneos (observados no controle
negativo), gerando um indice de mutagenicidade maior ou igual a dois, (IM > 2), (b)
houve comportamento dose-resposta e () significancia estatistica.

Os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos duas vezes. Os
resultados foram analisados por one-way ANOVA, seguido do pés-teste correlativo
de Tukey, a fim de determinar diferencgas estatisticas significantes (p < 0,01) (OECD,

1997; Aiub et al., 2004; Stankevicins et al., 2008).

3.5.3 Ensaio de sobrevivéncia bacteriana

As avaliagOes quantitativas foram feitas para determinar os efeitos citotoxicos
dos Oleos de andiroba. No ensaio, 10 uL da suspensdo bacteriana tratada como
descrito para o Teste de Ames foi diluida em microtubos contendo uma solucéo salina
0,9% (NaCl 9 g/L), sendo realizada uma diluicio seriada onde a diluicao final foi 10™".
Em seguida, 100 pLL da mistura foram colocados em uma placa de Petri com agar LB
e espalhados com auxilio de pérolas de vidro. Estas placas foram incubadas a 37°C
por 24 h. As coldnias foram contadas manualmente e um célculo percentual foi feito
em relacdo ao controle negativo. Foram consideradas concentragdes citotoxicas
aquelas onde o percentual de sobrevivéncia foi menor que 70%, em relacdo ao
controle negativo, e onde houve diferenga estatistica significativa. Os experimentos
foram realizados em triplicata e repetidos duas vezes. Os resultados foram analisados
por one-way ANOVA, seguido do pds-teste correlativo de Tukey, a fim de determinar
diferengas estatisticas significantes (p < 0,01) (OECD, 1997; Aiub et al., 2004;

Stankevicins et al., 2008).
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3.6 Ensaio com modelo eucarionte
3.6.1 Linhagem celular CHO-K1

A linhagem CHO-K1, oriundas do epitélio germinativo do ovario de hamster
chinés (Cricetulus griseus), utilizada no presente estudo, foi gentilmente cedida pelo
Dr. Julio Scharfstein, responsavel pelo Laboratério de Imunologia Molecular do
Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, da Universidade Federal do Rio de
Janeiro, e mantidas no Laboratério de Mutagénese Ambiental pelo Ms. Carlos

Fernando Araujo-Lima.

3.6.2 Ensaio de viabilidade celular com WST-1

O ensaio de viabilidade celular com WST-1 (Water Soluble Tetrazolium One)
(Roche) é um ensaio colorimétrico para a quantificacdo ndo-radioativa da proliferacdo
e viabilidade celular e citotoxicidade, alternativo ao uso do ensaio de incorporagéo de
[*H]-timidina (timidina tritiada). Sua finalidade é permitir que sais de tetrazélio sejam
reduzidos em cristais hidrossollveis de formazan, através da atividade das
desidrogenases mitocondriais dependentes de NADH (figura 1). Foi seguido o
protocolo descrito pelo fabricante (ROCHE, 2006) para determinar as condi¢fes
6timas de experimentacao e para realizacdo dos experimentos.

A linhagem de célula CHO-K1 foi utilizada a partir de culturas com 90-95%
de confluéncia. A populagdo de células viaveis é ajustada para que se tenha 10°
células/mL. Dessa suspensdo de celulas sd@o pipetados 100uL onde se tem uma
populacdo de 10* células. As placas foram colocadas numa incubadora com uma
atmosfera de CO, 5%, a 37 °C overnight para garantir a adesdo das células ao

substrato.
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Figura 1 — Molécula de WST-1 e fendmeno de conversdo do cromaforo.
NO:z NO2
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Legenda: A conversdo do substrato WST-1, pela atividade das desidrogenases
mitocondriais dependentes de NADH, em um cristal solivel de formazan vai gerar
uma mudanca na coloracdo do cromdéforo, que pode ser mensurada através de
espectrofotometria.

Fonte: Adaptado de ROCHE, 2006.

Apbs essa etapa, 0 meio foi retirado e foram adicionados 90uL de meio de
cultura fresco. Para o tratamento das células, 10 pL de cinco concentragdes (0,50;
1,00; 5,00; 10,00; 50,00; 100,00 uL/mL) dos 3 extratos oleosos foram adicionados,
equivalendo a 10% do volume total (pois 0 DMSO pode ser tdxico para células, em
altas concentracdes) e as placas foram incubadas durante 3 horas ou 24 horas.

Passado o tempo de exposicdo, 0 meio de cultura foi removido, as culturas
foram lavadas com PBS duas vezes e 90uL de meio fresco suplementado, foram
adicionados. Foram colocados 10uL do reagente WST-1, ao abrigo da luz, e o sistema

de reacdo foi incubado a 37 °C, com umidade de 5% de CO, por 120 minutos

(HepG2) ou 180 minutos (CHO-K1) para que ocorresse a reducédo do sal de tretazolio.
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Os controles do ensaio foram o branco (auséncia de células), negativo (células
e meio de cultura) e solvente (DMSO 5% do volume final). Apos a incubacéo, as
placas foram lidas em espectrofotdmetro de microplacas, no comprimento de onda de
440nm. O percentual de sobrevivéncia foi calculado pela razéo entre as absorvancias
obtidas no solvente e nas amostras. Os experimentos foram realizados em triplicata e
repetidos duas vezes. Os resultados foram analisados por one-way ANOVA, seguido
do pos-teste correlativo de Bonferroni, a fim de determinar diferengas estatisticas

significantes (p < 0,01).

4. RESULTADOS
4.1 Rendimento, perfil de acidos graxos e caracteristicas dos 6leos

O rendimento de 6leo do processo de prensagem das sementes secas sem
autoclavagem (6leo B) e com autoclavagem (6leo A) foram de 14,85% e 20,62%
(base seca), respectivamente (tabela 4). Como a extragdo por Soxhlet (6leo S)
apresentou rendimento de 61,50% (base seca), indica que a extracdo por prensa foi
incompleta e que o processo pode ser otimizado, mas também que se trata de uma
matéria-prima de dificil manipulacdo por ser de aspecto “borrachento”. A
autoclavagem melhorou o rendimento indicando que o tratamento térmico ¢é
necessario para desnaturar estrutura celular para remoc¢do de 6leo. O rendimento do
soxhlet indica extracdo completa ou o valor tedrico. O valor esta expresso em base
seca porque o material estava seco. E possivel expressar em base (imida a partir da
umidade do material.

Para efeito de atividade biologica, os Oleos obtidos podem apresentar
diferencgas, pois no Soxhlet podem ser extraidos diversos compostos ou aumentar ou

diminuir a quantidade de principios ativos extraidos junto com 6leo, em virtude da
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polaridade do solvente. Quanto & prensa, 0 mesmo pode ocorrer tanto em relacdo a

estes principios ativos quanto pela desnaturacdo protéica que pode mudar as classes

de compostos transferidos ao 6leo e suas quantidades.

A tabela 1 apresenta os resultados de composi¢cdo em acidos graxos dos 6leos

obtidos. Os resultados sdo semelhantes entre os processos de extragdo utilizados. As

diferencas observadas sdo discretas. S8o observados altos teores de &cidos graxos

saturados (C16:0 e C18:0) e baixo de acidos polinsaturados (C18:2 e C18:3), sendo

favoravel do ponto de vista da estabilidade oxidativa. O perfil é Gtil na avaliacdo de

adulterac&o.

Tabela 4. Composi¢do em acidos graxos dos 6leos de andiroba

Oleo obtido por

Oleo bruto obtido | prensagem de Oleo < obtido
extracdo em

por prensagem semente solvente Soxhlet

autoclavada

Acido Média INC | Média Média INC

Graxo (0/100g) | EXP | (g/100g) | EXP | (g/100g) | EXP

C14:0 0,05 Zero 0,05 0,002 | 0,05 Zero
C16:0 27,71 0,041 | 27,50 0,102 | 28,33 0,321
Cl6:1 0,90 0,003 | 0,89 0,002 | 0,94 0,013
C17:0 0,12 0,003 | 0,12 0,003 | 0,13 0,003
C18:0 9,34 0,018 | 9,52 0,005 | 9,09 0,066
C18:1 49,90 0,030 | 49,71 0,065 | 49,56 0,194
C18:2 9,58 0,025 | 9,82 0,029 | 9,62 0,033
C20:0 1,43 0,005 | 1,43 0,007 | 1,38 0,030
C18:3 0,26 0,004 | 0,27 0,003 | 0,23 0,003
C20:1 0,13 0,008 | 0,13 0,007 | 0,13 0,011
C22:0 0,36 0,003 | 0,35 0,007 | 0,35 0,009
C24:0 0,22 0,010 | 0,22 0,005 | 0,21 0,005

INC EXP = Incerteza experimental = 4,53 multiplicado pelo DP dividido pela raiz de

n (3) repeticdes.
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Tabela 5. Caracteristicas do 6leo de andiroba

Analises Oleo B Oleo A Oleo S
Acidez

(% de &cido oleico) | 0,30 0,28 0,24
Peréxidos

(meqg/kg) 0,97 0 0
Refracédo

(nD 40°C) 1,4595 1,4603 1,4593
Densidade

(g/cm®) 0,9174 0,9183 0,9169

N&o ha diferenca quanto a densidade obtida (tabela 5) que seria esperado ja
que compostos menores influenciam pouco na densidade do 6leo. Quanto ao indice de
refracdo, o maior valor obtido para o 6leo da andiroba autoclavada é compativel com
0 maior teor de &cido linoléico desta amostra. A acidez foi baixa, indicando que a ndo
houve hidrélise enziméatica que seria esperada para amostras Umidas ou a coleta
ocorreu logo ap6s ourico cair da arvore e a semente foi congelada rapidamente. O
nivel de oxidacdo inicial é baixo indicando que o tratamento das sementes foi

adequado de modo a preservar o 6leo.

4.2 Atividade Antioxidante

Na figura 2 abaixo, pode ser observado que na maior concentracdo testada
(100 pL/mL), o 6leo B e A apresentaram indices de seqliestro proximos a 50,87 e
46,16%, sendo iguais estatisticamente ao BHT, além de apresentarem um
comportamento dose-dependente entre suas concentragcbes. O Oleo S apresentou

indice de sequestro mais baixo que os outros, 29,04%.
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Figura 2: Avaliacdo da atividade antioxidante de 3 6leos de andiroba: 6leo da semente
prensada (B), 6leo da semente autoclavada e prensada (A) e 6leo da semente extraido
em Sohxlet com éter de petréleo.
4.3 Quantificacdo de polifendis

De acordo com a curva de calibracio obtida do pirocatecol, os valores dos
coeficientes angular e linear foram 0,0119 e 0,0059 respectivamente. Os valores da
média das absorbancias foram: 1,125 para o 6leo B, 0,986 para o 6leo A e 0,990 para
0 Oleo S. A partir dos coeficientes angular e linear, dos valores das médias de
absorbéancias e da concentracdo utilizada dos dleos de C. guianensis (9,1 mg/mL), foi
calculado a porcentagem de polifendis totais em cada amostra. Os 6leos apresentaram
um equivalente de 10,34 + 0,014 mg/g de pirocatecol para o éleo B e 9,05 + 0,02

mg/g para os 6leos A e S, ndo havendo diferenca significativa entre eles.
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Figura 3: Contetdo total de polifendis em 3 Oleos de andiroba: 6leo da
semente prensada (B), 6leo da semente autoclavada e prensada (A) e dleo da semente
extraido em Sohxlet com éter de petroleo (S). Nao houve diferenca signficativa entre
os resultados utilizando o teste de Tukey (0,05).
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Figura 4: Linha de tendéncia pirocatecol.

4.4 Teste de Ames/Sobrevivéncia

Nenhum dos 6leos testados apresentou resposta mutagénica nas concentracfes
utilizadas para nenhuma das cinco cepas. No entanto, o 6leo B se mostrou citotdxico
para TA97, TA102 e TA1535. O 6leo A e o 6leo S mostraram-se citotoxicos apenas
para a cepa TA1535.

As concentragcdes do 6leo B foram menores que as concentra¢fes dos outros
dois dleos, pois utilizando-se concentragdes mais altas, ndo havia sobrevivéncia das

coldnias (dado ndo mostrado).
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Tabela 6: Avaliacdo da mutagenicidade e citotoxicidade do 6leo bruto (B) de semente
de andiroba.
Oleo B Diluicdo 6leo/DMSO  -S9

(V/v)
Média + DP .M. % Sobr
TA97 DMSO 67.0+0.0 1.0 100.0
1/5000 92.0+85 1.3  100.00
1/1000 89.0+13.1 1.3  100.0
1/500 72.7+10.1 1.0 77.8
1/100 81.7+9.3 1.2 100
1/50 83.0+11.3 1.2 3438
TA98 DMSO 41.3+9.1 1.0 100.0
1/5000 41.0+12.2 0.9 100.0
1/1000 36.0+7.0 0.8 100.0
1/500 44,7+ 0.6 1.0 100.0
1/100 41.0+35 0.9 99.7
1/50 39.7+6.0 0.9 100.0
TA100 DMSO 118.0 + 28.0 1.0 100.0
1/5000 168.0 + 18.4 1.4  100.0
1/1000 180.0 +13.0 1.5 976
1/500 190.0 +19.1 16 950
1/100 172.0 + 28.2 1.4 851
1/50 148.0 +18.0 1.2 721
TA102 DMSO 428 +16.3 1.0 100.0
1/5000 429 +9.2 1.0 837
1/1000 443 + 39.6 1.0 826
1/500 462 +12.0 1.0 751
1/100 430 +24.0 1.0 6338
1/50 445 +58.9 1.0 127
TA1535 DMSO 140+ 4.6 1.0 100.0
1/5000 16.3+15 1.1 781
1/1000 147+26 1.0 611
1/500 11.7+21 0.8 60.0
1/100 11.7+1.1 0.8 41.5
1/50 10.7£6.0 0.7 18.0

Legenda: DP = desvio padrdo. IM = indice de mutagenicidade. Sobr = Sobrevivéncia.
Controles positivos sem S9: 4-nitroquinolino-N-6xido (4-NQO) (1,0ug/placa) para
TA97, 186+17 revertentes, e TA98 100+10 revertentes; Azida Sddia (AS) (1.0
pg/placa) para TA100, 607£56 revertentes; Mitomicina C (MMC) (0.5 pg/placa) para
TA102, 2968+34 revertentes; Metilmetano Sulfonato (MMS) (50ug/placa) para
TA1535, 100+10 revertentes.
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Tabela 7: Avaliacdo da mutagenicidade e citotoxicidade do 6leo prensado
autoclavado (A) de semente de andiroba.

Oleo A Diluicdo 6leo/DMSO  -S9

(V/v)
Média = DP .M. % Sobr
TA97 DMSO 92.7+2,52 1.0 100.0
1/32 92.7+9.71 1.0 917
1/16 104.7 +9.07 1.1 994
1/8 103.7 £15.0 1.1  100.0
Ya 99.0 +6.24 1.0 100.0
Ya 96.3 +7.02 1.0 921
Bruto 92.7+9.71 1.0 100.0
TA98 DMSO 37.0+104 1.1 100.0
1/32 37.0+104 1.1  100.0
1/16 40.0+6.24 1.2 100.0
1/8 33.5+4.95 1.0 100.0
Y 47.0+4.24 1.5 100.0
Ya 41.3 +3.06 1.3  100.0
Bruto 314+7 1.0 100.0
TA100 DMSO 146.0 + 32.7 1.0 100.0
1/32 152.0 £ 18.7 1.0 736
1/16 164.0 + 16.0 1.1 86.0
1/8 131.0+21.9 0.9 100.0
Y 176.0 +14.2 1.2 100.0
Ya 179.0+17.1 1.2 100.0
Bruto 148.0 + 7.09 1.0 59.2
TA102 DMSO 358.0 +2.83 1.0 100.0
1/32 267,5+33.2 0.7 56.9
1/16 289.0 +55.7 0.8 8538
1/8 262.7 £105.0 0.7 711
Y 290.7 £ 445 0.8 100.0
Ya 280.3 £50.0 0.7 838
Bruto 388.0 +50.2 1.0 100.0
TA1535 DMSO 12.3+4.04 1.0 100.0
1/32 13.0 £2.83 1.0 892
1/16 12.0£1.41 0.9 541
1/8 14.5 +4.95 1.1 413
Y 16.7 +4.16 1.3 83.8
Ya 10.0 £ 4,24 0.8 69.8
Bruto 15.3 +4.16 1.2 100.0

Legenda: DP = desvio padrdo. IM = indice de mutagenicidade. Sobr = Sobrevivéncia.
Controles positivos sem S9: 4-nitroquinolino-N-6xido (4-NQO) (1,0ug/placa) para
TA97, 186+17 revertentes, e TA98 100+10 revertentes; Azida Sddia (AS) (1.0
pg/placa) para TA100, 607+56 revertentes; Mitomicina C (MMC) (0.5 pg/placa) para
TA102, 2968+34 revertentes; Metilmetano Sulfonato (MMS) (50ug/placa) para
TA104, 100+10 revertentes.
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Tabela 8: Avaliacdo da mutagenicidade e citotoxicidade do 6leo extraido por Sohxlet
(S) de semente de andiroba.

Oleo S Diluicdo 6leo/DMSO  -S9

(V/v)
MédiaxDP I.M. % Sobr
TA97 DMSO 92.7+ 252 1.0 100.0
1/32 77.3+16.1 0.8 86.8
1/16 75.7+£9.29 0.8 75.2
1/8 743+ 351 0.8 76.6
Y 90.7 £5.69 0.9 90.4
Ya 93.3+5.13 1.0 96.6
Bruto 740+ 17.3 0.8 84.1
TA98 DMSO 31+9.54 1.0 100.0
1/32 28.7+11.9 0.9 100.0
1/16 33.0+3.61 1.0 100.0
1/8 45.0+227 1.4 100.0
Y 30.7+3.07 0.9 100.0
Ya 113.0+£835 1.1 100.0
Bruto 30.3+4.93 0.9 100.0
TA100 DMSO 132.0+£108 1.0 100.0
1/32 131.0+18.1 0.9 100.0
1/16 138.0+17.3 1.0 100.0
1/8 129.0+299 0.9 100.0
Y 119.0+£329 0.9 100.0
Ya 130.0+27.0 0.9 100.0
Bruto 108.0+6.24 0.8 100.0
TA102 DMSO 363.0+£889 1.0 100.0
1/32 2675+339 0.7 100.0
1/16 289.0+65.8 0.7 73.6
1/8 259.3+22.0 0.7 92.9
Y 2585+219 0.7 89.3
Ya 365.3+46.2 1.0 94.9
Bruto 388.0+18.0 1.0 100.0
TA1535 DMSO 10.5+ 3.54 1.0 100.0
1/32 12.3 £ 0.58 1.1 59.8
1/16 11.0+£2.0 1.3 56.3
1/8 11.0+£2.0 1.1 46.1
Y 11.0+ 2.0 1.0 18.9
Ya 11.0 £ 2.65 1.0 54.6
Bruto 12.5+3.54 1.1 100.0

Legenda: DP = desvio padrdo. IM = indice de mutagenicidade. Sobr = Sobrevivéncia.
Controles positivos sem S9: 4-nitroquinolino-N-6xido (4-NQO) (1,0ug/placa) para
TA97, 186+17 revertentes, e TA98 100+10 revertentes; Azida Sddia (AS) (1.0
pg/placa) para TA100, 607+56 revertentes; Mitomicina C (MMC) (0.5 pg/placa) para
TA102, 2968+34 revertentes; Metilmetano Sulfonato (MMS) (50ug/placa) para
TA104, 100+10 revertentes.
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4.5 Mensuracao da viabilidade e proliferacéo celular de CHO-K1

Na figura 5, pode ser observado que o0s Oleos testados apresentaram
comportamento dose-dependente. Foi definida, como limite para citotoxicidade, a
sobrevivéncia de 80% para CHO-K1. Assim, no periodo de 3h de exposic¢do, os 3
6leos foram citotoxicos em todas as concentraces das diluigdes 6leo/DMSO (v/v),
exceto até 5 pL/mL para os 6leos B e A e 1 pL/mL para o 6leo S.

Para o periodo de 24h de exposi¢do, apenas a menor concentragdo, 0.5 pL/mL,

do 6leo 3 ndo apresentou efeitos citotoxicos para as células.
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Figura 5: Avaliacdo da viabilidade celular de CHO-K1 em 3h e 24h de exposicéo aos

3 0Oleos de andiroba: 6leo da semente prensada (Al), 6leo da semente autoclavada e

prensada (A2) e 6leo da semente extraido em Sohxlet com éter de petrdleo (A3).

5. DISCUSSAO

O método de avaliacdo da atividade antioxidante direta pelo sequestro do

radical DPPH foi utilizado por se tratar de um método répido e eficaz para deteccdo
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de espécies quimicas capazes de reduzir radicais livres diretamente, sem a influéncia
de respostas metabdlicas, através de propriedades quimicas sequestrantes de algumas
estruturas. Este € um método considerado um ensaio sensivel e independente da
polaridade do substrato (Ani et al., 2006).

Diversos estudos apontam uma estreita relagao entre a producdo de compostos
fendlicos e a atividade antioxidante apresentada por espécies vegetais (Maizura et al.,
2011), embora esta propriedade possa estar sendo exercida por outros metabolitos
(Niki, 2011). A quantificacdo de polifendis totais realizada no presente estudo esta de
acordo com os dados observados pelos autores citados, j& que em maiores
concentragdes houve maior atividade antioxidante.

O uso do modelo de mutacdo reversa bacteriana e mensuracdo de viabilidade
celular utilizadas foram baseadas em recomendacdes feitas por agéncias reguladoras
internacionais, como o FDA e a OECD para a avaliacdo da seguranga de um potencial
farmaco, fitoterapico ou cosmético. Esses processos sdo fundamentais para a deteccao
de possiveis carcindgenos, ja que existe uma alta correlacdo entre os indices de
mutagenicidade detectados nesse modelo e o risco relativo de carcinogenicidade de
compostos (OECD, 1997; FDA, 2008, 2013).

Observando-se os valores resultados dos experimentos, ndo foi observada
mutagenicidade para nenhum dos dleos, embora tenha sido possivel verificar elevada
citotoxicidade dos 3 0leos para a TA1535 e alguns pontos de citotoxicidade para
TA102.

Como dito anteriormente, a mutacdo hisG46 em TA1535 e TA100 ocorre no
gen hisG, que codifica a primeira enzima da biossintese de histidina. Esta mutagdo
substitui C-G por A-T. Sendo assim estas cepas detectam mutagenos que causam

metilacdes e substitui¢des de pares de base G-C (Maron e Ames, 1983).
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TA1535 possui frequéncia de reversdo consideravelmente mais baixa que a
TA100, sendo mais conveniente para a detec¢cdo de mutagenos que ndo revertem a
TA100.

A linhagem TA102 possui uma mutacio no locus hisG428, ou seja, possui 0
par de base A-T no local critico da reversdo, identificando mutacdes por substituicio
de pares de bases G-C por A-T. Esta linhagem também sofre reversdo por mutagenos
capazes de induzir dano oxidativo e a manutencio do seu sistema de reparo por
excisdo de nucleotideos (gene uvrB chl bio) permite a deteccio de agentes cross-
linking (Maron e Ames, 1983).

Esses dados levam a crer que os 3 6leos possuem um ou mais compostos, que
na auséncia de um sistema de metabolizacdo, possui carater citotoxico para a
TA1535, e que este(s) composto(s) estd em maior quantidade no 6leo B, levando em
conta suas menores concentragdes nos experimentos e, ainda assim, apresentando
menores porcentagens de sobrevivéncia das bactérias.

E importante ressaltar que baixas taxas de sobrevivéncia podem mascarar uma
possivel mutagenicidade do composto, devido a morte das bactérias.

Os ensaios indiretos de mensuracéo da viabilidade celular, através da reducéo
de sais de tetrazolio pela atividade de enzimas desidrogenases mitocondriais evitam o
uso de técnicas radioativas, reduzindo riscos durante o decorrer do experimento.

Para os estudos de toxicidade aguda, citotoxicidade &rgdo-especifica e
toxicogendmica, podem ser utilizadas culturas priméarias de explantes teciduais de
animais, mas também sdo frequentemente utilizadas culturas permanentes, como
células CHO-K1 (Ovario de Hamster Chinés), V79 (fibroblastos de pulméo de
Hamster Chinés), Células HepG2 (Hepatocarcinoma Humano), e MCL-5 (linhagem

linfobastoide humana) para a avaliagdo de danos provocados por agentes quimicos.
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O uso de linhagem de células permanentes é indicado, pois seu
comportamento é mais uniforme e a reprodutibilidade dos ensaios € maior. As
linhagens CHO-K1 e V79 sdo amplamente usadas em estudos de genotoxicidade e
seus protocolos de testagem foram validados por estudos multicéntricos sob
orientacdo da OECD (Von Der Hude et al., 2000; Aardema et al., 2006).

O uso de ceélulas ovarianas pode ser uma importante ferramenta para a
deteccdo de compostos capazes de causar danos ao sistema reprodutor e
contaminantes emergentes causadores de atividade desreguladora enddcrina.

Os 3 O6leos se mostraram toxicos para CHO-K1 em quase todas as
concentragdes, exceto nas concentragdes mais baixas do experimento.

Apesar da toxicidade in vitro vista neste estudo, outro estudo reportou que,
quando o dleo da andiroba é utilizado na alimentacdo ratas Winstar prenhas (0.375 -
3.0 g/ kg, do 7° ao 14° dia de gestacdo), ndo é verificada nenhum tipo de alteragdo
clinica na saude da rata ou de seus fetos em relacdo ao grupo controle (Costa-Silva et
al., 2007).

Em outro estudo, doses subagudas de Oleo de andiroba por um periodo
prolongado (0.375 - 1.50 g/ kg, por 30 dias) causaram alteracdo nos niveis de alanina
aminotranferase (aumento de 30%) e aumento da massa do figado, indicando possivel
toxicidade (Costa-Silva etal., 2008). Entretanto, é importante levar em cosideracao
que o Oleo utilizado nesse estudo citado foi extraido com n-hexano, podendo haver
resquicios do solvente no 6leo que causaram as alteragOes hepaticas.

Compostos como triterpenos, tetraterpenos, alcaldides e limonoides, que s&o
caracteristicos de todos os membros da familia Meliaceae, ja foram isolados de
Carapa guianensis (Connolly et al., 1966, Banerji and Nigam, 1984, Pereira et al,,

1999, Andrade et al.,, 2001 and Qi et al., 2004). Apesar das similaridades dos
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compostos quimicos entre as espécies, o 6leo da andiroba ndo apresentou efeitos
toxicos para as células do sistema reprodutivos estudadas, ao contrario de uma
espécie proxima, o Nim, que apresentou problemas embriogénicos em ratas
Winstar (Pillai and Santhakumari, 1984 and Srivastava and Raizada, 2001). A
andiroba possui grande quantidade de limonéides em suas sementes e parte dos
créditos de suas caraceristicas terapéuticas ja citadas se devem a eles (Henriques
e Penido, 2014) . Por outro lado, plantas da mesma familia que possuem também
grandes quantidades de limondides podem ser letais ao ser humano, como é o
caso de Melia Azedarach, que possui diversos casos de envenenamento poés
ingestdo de seus frutos ou infusao de partes da planta (Phua et al, 2008). Apesar
de nao se saber ao certo qual limondide é responsavel pela toxicidade ao
humano, alguns ja isolados e testados em porcos se comportaram como toxina
(Ahn e Lee, 1994; Takeya et al,, 1996).

Seguindo o modelo procarioto, que foi feito na auséncia de metabolizacéo, as
células CHO-K1 possuem baixa atividade metabdlica, ao contrario de células como a
HepG2, que possui alta atividade metabolica. Os dados indicam que, na situacao de
células de baixo metabolismo, os 6leos se mostram toxico. Assim, faz-se necessario
investigagdo sobre como células de taxa metabdlica mais elevada se comportariam na

presenca desses 6leos, assim como as bactérias testadas.

6. CONCLUSAO

- Os trés oOleos apresentaram perfil oléico e propriedades fisicas semelhantes.
Apesar disso, houve algumas respostas diferentes entre os 0leos.

- Os oleos B e A apresentaram caracteristicas antioxidantes, enquanto o 6leo S

apresentou essa caracteristica menos acentuada em relagao aos dois primeiros.
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- Né&o foi verificada resposta mutagénicas no teste de Ames sem
metabolizacdo exdgena. O dleo B apresentou mais pontos de citotoxicidade (TA97,
TA102 e TA1535) enquanto os 6leos A e S apresentaram citotoxicidade apenas para
TA1535, podendo esta citotoxicidade estar mascarando com a morte celular um
possivel resposta mutagéncia.

- Os 3 bleos se mostraram citotoxicos no teste de mensuracdo de viabilidade
celular em células CHO-K1 no periodo 3h e 24h.

Tendo em vista estes resultados, faz-se necessario o aprofundamento da
avaliacdo toxicoldgica dos 6leos de andiroba, afim de verificar qual forma de extracéo
é mais eficiente para as indicacGes terapéuticas, causando 0 menor risco possivel para
a salde, e a verificacdo de possiveis efeitos protetores tendo em vista a propriedade

antioxidante.
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CAPITULO5
CONCLUSAO GERAL

- Foi obtida a indugdo de calos no cultivo in vitro de explantes foliares de
Carapa guianensis com o fitorregulador 2,4D, mas ndo houve producdo de embrides
somaticos ou organogénese a partir destes. Também houve o desenvolvimento de
brotos a partir de explantes de gemas apicais.

- O estudo sobre germinacdo e desenvolvimento ex vitro de sementes de
Carapa guianensis concluiu que temperaturas mais altas (30 e 40 °C) e substrato com
retencdo de umidade sdo os mais favoraveis ao desenvolvimento inicial dessa espécie.

- Apesar de os trés 6leos de Carapa guianensis obtidos de formas diferentes
terem apresentado perfil oléico e propriedades fisicas semelhantes, houve diferencas
entre eles quanto a atividade antioxidante, sendo os 6leos B e A mais expressivos
nesse caréater, e quanto a atividade citotoxica em bactérias, onde o 6leo B apresentou
mais pontos de citotoxicidade para bactérias. Para células CHO-K1, todos os 3 dleos

se mostraram toxicos nas condi¢des apresentadas.
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CAPITULO 6
PERSPECTIVAS
Aprimoramento do cultivo in vitro, buscando a rizogénese do broto
regenerado a partir da geme apical; aclimatizacdo de plantulas geradas in vitro e
novos testes para avaliar surgimento de embrides somaticos a partir dos calos obtidos.
Tendo em vista estes resultados de toxicologia, faz-se necessario o
aprofundamento da avaliacdo das 3 amostras, afim de verificar quais compostos estdo
em cada uma; executar o Teste de Ames com metabolizagdo (+S9); avaliar a
sobrevivéncia e proliferacdo celular em células de mamiferos com metabolismo mais
alto do que as utilizadas no presente trabalho, como hepatécitos, e os efeitos

mutagénicos nessas células através do teste de microndcleo.
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