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RESUMO

Algumas espécies do género Bupleurum L. contém metabolitos secundarios que
apresentam atividade bioldgica e valor comercial. No entanto, apesar de apresentar grande
diversidade, poucos estudos foram efetuados nas espécies deste género presentes em Portugal.
O presente trabalho visa a valorizacdo das espécies de Bupleurum gue crescem espontaneamente
em Portugal, estudando o potencial anti-inflamatério dos seus 6leos essenciais e desenvolvendo
protocolos de micropropagacdo in vitro de algumas espécies presentes na regido da Beira
Litoral.

A extracdo dos 0leos essenciais de B. rigidum subsp. paniculatum e B. lancifolium foi
realizada através de hidrodestilacdo. A anélise da atividade anti-inflamatoria dos o0leos
essenciais de B. rigidum subsp. paniculatum e B. fruticosum foi realizada, utilizando varias
concentracdes (0,16-0,64 pl ml™) de duas amostras de dleo essencial de B. fruticosum (BFI e
BFIl) e duas amostras de 6leo essencial de B. rigidum subsp. paniculatum (BRI e BRII),
avaliando o efeito destes na producdo de NO e citotoxicidade em linhas celulares de macréfagos
de rato (Raw 264,7) estimuladas por LPS. A cultura in vitro de B. rigidum subsp. paniculatum,
B. gerardi e B. fruticosum foi estabelecida via proliferacdo de meristemas e embriogénese
somaética, utilizando o meio de cultura MS com diferentes concentracfes de benzilamino-purina
(BAP) e acido 3-indol acético (IAA). A caracterizacdo das estruturas secretoras foi efetuada
com base em observacfes em microscopia 6tica (MO) e microscopia eletrénica de varrimento
(SEM) e as suas secrecOes analisadas a partir de testes histoquimicos.

A hidrodestilagdo permitiu a extracdo do 6leo essencial de partes aéreas floridas de B.
rigidum subsp. paniculatum, no entanto, ndo foi possivel isolar o 6leo de partes aéreas em flor e
frutos secos de B. lancifolium. Os resultados da atividade anti-inflamat6ria permitiram
identificar o efeito inibitorio na produgdo de NO da amostra BRI na concentracéo de 0,64 pl ml’
'. Na micropropagacao a adigdo de 1,0 mg I de BAP e 0,5 mg I IAA, ao meio de cultura MS,
foi a mais eficiente na multiplicacdo de rebentos de B. rigidum subsp. paniculatum, em B.
fruticosum a adigdo de 1,5 mg I de BAP e 1,0 mg I IAA permitiu a multiplicacdo dos
explantes. O enraizamento das plantulas formadas foi possivel apds o cultivo durante 2 semanas
em meio de cultura MS com 1,0 mg 1™ de &cido 3-indol butirico (IBA) e 2 semanas em meio de
cultura sem reguladores de crescimento. A proliferacdo de meristemas de B. gerardi foi possivel
em meio de cultura com e sem a adigdo de BAP. No entanto, nesta espécie observou-se floragdo
in vitro e a adicdo de BAP demonstrou ter um efeito positivo na floracdo dos explantes. A
inducdo de embriogénese somatica, através de secgdes foliares de plantas estabelecidas in vitro,
realizou-se com base num protocolo constituido por duas fases: inicialmente massas pro-

embriogénicas formaram-se em meio MS suplementado com 1,0 mg I* de &cido 2,4-
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diclorofenoxiacético (2,4-D), 0,2 mg I de Cinetina (KN) e o desenvolvimento de embrides
somaéticos a partir destas ocorreu somente em meio de cultura sem reguladores de crescimento.
A caracterizacdo das estruturas secretoras permitiu identificar canais secretores em B. rigidum
subsp. paniculatum, B. gerardi e B. fruticosum e a identificacdo de secretados terpénicos em
plantas in vitro.

Os resultados obtidos permitiram, pela primeira, vez identificar o efeito anti-
inflamatdrio do 6leo essencial de B. rigidum subsp. paniculatum, estabelecer culturas in vitro de
B. rigidum subsp. paniculatum, B. gerardi e a proliferacdo via embriogénese somética de B.
fruticosum. A identificacdo da presenca de compostos terpénicos em plantas estabelecidas in
vitro comprova a capacidade destas produzirem compostos desta natureza.

Palavras-chave: canais secretores; embriogénese somatica; floracdo; inibicdo de NO;

proliferagdo de meristemas.



ABSTRACT

Some species of the genus Bupleurum L. contain secondary metabolites with biological
activity and commercial value. However, despite the great biodiversity, few studies have been
performed in species of this genus present in Portugal. This work aims to value species of
Bupleurum growing spontaneously in Portugal by studying the anti-inflammatory potential of
their essential oils and developing protocols for in vitro micropropagation of some species
present in Beira Litoral region.

The essential oil extraction of B. rigidum subps. paniculatum and B. lancifolium was
performed by hydrodistillation. The anti-inflammatory activity of the essential oils of B.
rigidum subsp. paniculatum and B. fruticosum was evaluated using different concentrations
(0.16-0.64 pl ml™) of two samples of B. fruticosum essential oil (BFI and BFII) and two
samples of B. rigidum subsp. paniculatum essential oil (BRI and BRII), by testing their effect
on NO production in a macrophages cell line (Raw 264.7) stimulated with LPS. In vitro cultures
of B. rigidum subps. paniculatum, B. gerardi and B. fruticosum were evaluated by shoot
proliferation and somatic embryogenesis, in MS culture medium supplemented with different
concentrations of BAP and IAA. The secretory structures of these species were examined by
LM and SEM and their secretion analyzed through histochemical tests.

Hidrodistillation allowed the extraction of essential oils from the flowering aerial parts
of B. rigidum subsp. paniculatum, but was unable to isolate the oils from the flowering aerial
parts and dried fruits of B. lancifolium. The results of the anti-inflammatory activity showed that
BRI at 0.64 pl mI™ had an inhibitory effect on NO production. Regarding in vitro cultures, MS
medium supplemented with 0.5 mg I IAA and 1.0 mg I BAP resulted in the best
multiplication rate of B. rigidum subsp. paniculatum; in B. fruticosum the best results were
achieved with the addition of 1.0 mg I IAA and 1.5 mg I"* BAP to the culture medium and root
formation gave the best results in two weeks culture in MS medium supplemented with 1.0 mg
I IBA and two weeks culture in hormone-free medium. Shoot proliferation of B. gerardi was
achieved in MS medium with or without BAP, however in this species, in vitro flowering was
observed and the addition of BAP to the culture medium showed a positive effect in in vitro
flowering. Somatic embryogenesis induction, using leaf sections of in vitro plantlets, was
achieved in two steps: first the formation of proembryogenic masses ocurred in MS medium
with 1.0 mg I 2.4-D and 0.2 mg I KN and only after transfer to hormone-free medium the
somatic embryos were formed. The secretory structures were identified as secretory ducts in
several tissues of B. rigidum subps. paniculatum, B. gerardi and B. fruticosum and the

histochemical tests revealed the presence of terpenic compounds in these structures.



For the first time the anti-inflammatory effect of the essential oil of B. rigidum subps.
paniculatum was identified and in vitro cultures of B. gerardi and B. rigidum subps.
paniculatum were successfully established. Also, somatic embryogenesis induction in B.
fruticosum was achieved and the identification of terpenic compounds in in vitro plantlets

proved their capacity to produce essential oils in early stages of development.

Keywords: flowering; NO inhibition; secretory ducts; shoot proliferation; somatic

embryogenesis.
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INTRODUCAO

1.1. Contextualizacdo do trabalho

A nivel global, cerca de 12,5 % (52000 espécies) das plantas vasculares sdo utilizadas
para fins medicinais. Apesar da grande procura e utiliza¢do, o cultivo para producdo comercial
de plantas aromaéticas e medicinais (PAM) ndo excede poucas centenas de espécies, grande parte
delas provenientes de colheitas espontaneas ( WHO, IUCN, & WWF., 1993). Devido a grande
procura, a colheita de plantas nem sempre é feita de forma sustentavel e muitas das populacGes
e dos habitats onde as PAM existem encontram-se ameacados.

A Flora Portuguesa é particularmente rica em espécies aromaticas e medicinais. Das
cerca de 3800 espécies que compdem a cobertura vegetal do Continente, Agores e Madeira,
cerca de 500 s&o consideradas aromaticas e/ou medicinais (Figueiredo et al., 2007). Apesar da
utilizacdo de muitas destas espécies estar fortemente enraizada nos habitos das populagdes o seu
potencial bioativo € ainda, em grande parte, desconhecido.

Neste contexto, é de grande importancia estudar o potencial bioativo das PAM da flora
portuguesa, elucidar os seus mecanismos de acdo e avaliar a viabilidade da utilizacdo destas
plantas para a producdo de compostos bioativos em larga escala. E igualmente de extrema
importancia desenvolver metodologias que permitam o cultivo de PAM de forma a minimizar o
efeito da sua colheita massiva e a consequente destruicdo dos habitats naturais. Assim,
desenvolveu-se um trabalho de investigacdo, o qual visou associar a pesquisa de compostos
naturais volateis e a avaliacdo da sua atividade terapéutica com o estudo das estruturas
secretoras das plantas e metodologias de propagagdo de plantas in vitro, de um grupo de
espécies de plantas aromaticas incluidas no género Bupleurum L.

O Centro de Ecologia Funcional do Departamento de Ciéncias da Vida da Universidade
de Coimbra e o Centro de Estudos Farmacéuticos da Faculdade de Farmécia da mesma
Universidade tém um longo historial de colaboracéo no estudo de PAM, tendo nos ultimos anos
estado envolvidos em trabalhos conjuntos de multiplicacéo in vitro e caracterizagdo dos 6leos de
varias espécies da flora portuguesa, em particular de espécies do género Lavandula e de
diversos taxa da familia Apiaceae. O presente trabalho € mais um resultado do esforco conjunto

das duas instituicdes no &mbito desta cooperagéo.
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1.2. Género Bupleurum

1.2.1. Caracterizacdo, distribui¢do geografica e importancia econdmica

O género Bupleurum esta representado por cerca de 180 taxa, o que o torna um dos
géneros mais representativos da familia Apiaceae (Umbelliferae). O nome do género tem
origem na palavra latina boupleurum (bous = boi e pleura/on = costelas), que descreve a forma
das suas raizes, uma das partes da planta muito utilizada na medicina popular (Ashour & Wink,
2011).

Neste género incluem-se plantas anuais e perenes, de morfologia bastante diversa e que
podem divergir bastante no tamanho, podendo referir-se como exemplos a espécie Bupleurum
semicompositum que ndo ultrapassa poucos centimetros e Bupleurum fruticosum que pode
atingir 3m. Todas as espécies deste género tém folhas simples, longas, estreitas, alternadas e
geralmente paralelinérveas. Séo glabras e as suas flores bissexuais, amarelas ou raramente de
cor plrpura, com 5 estames. Bracteas involucrais e bractéolas geralmente presentes, e 0s seus
frutos sdo formados por dois mericarpos sendo-lhes atribuida a designacdo de cremocarpos.
(Neves, 2003; Neves & Watson, 2004; Ashour & Wink, 2011).

As plantas deste género encontram-se distribuidas essencialmente no hemisfério norte,
Asia, Europa, América do Norte, Norte de Africa, Illhas Canérias e Madeira. No entanto, apesar
da larga distribuicdo, a maior parte das espécies sdo raras e encontram-se restritas a pequenas
areas. Apesar de crescerem em diferentes habitats, desde o nivel do mar até mais de 4000
metros de altitude, em solos salinos, calcarios, basalticos e graniticos, ao nivel morfoldgico e de
nimero de taxa a maior diversidade ocorre na regido mediterranica (Neves & Watson, 2004).

Em Portugal estdo representados 10 taxa (Tabela 1), 5 dos quais estdo presentes na
Beira Litoral: B. gerardi All., B. rigidum subsp. paniculatum Brot. H. Wolff. (Fig.1) e B.
fruticosum L. (Fig.2A), B. lancifolium Hornem. (Fig.2B), B. tenuissimum L. (Neves, 2003;

Neves & Watson, 2004; Maxia et al., 2011).
T {1 e i|=

Figura 1. Bupleurum rigidum subsp. paniculatum. A- Planta juvenil. B- Parte aérea em antese.
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Figura 2. Bupleurum spp. A- Parte aérea de um arbusto de B. fruticosum na altura da antese. B- Parte

aérea de uma planta de B. lancifolium em antese.

Tabela 1. Distribuicdo geogréfica dos diferentes taxa do género Bupleurum em Portugal.

Taxon

Localizacdo (Regido)

B. acutifolium Boiss.
B. fruticosum L.
B. gerardi All.

B. lancifolium Hornem.

B. rigidum subsp. paniculatum
(Brot.) H. Wolff

B. rigidum subsp. rigidum L.
B. rotundifolium L.

B. salicifolium R.Br.

B. semicompositum L.

B. tenuissimum L.

Baixo Alentejo
Algarve, Beira Litoral, Estremadura
Beira Litoral, Estremadura, Tras-os-Montes
Alto Alentejo, Algarve, Baixo Alentejo, Beira Litoral,
Douro litoral, Estremadura, Ribatejo

Alto Alentejo, Algarve, Beira Litoral

Alto Alentejo, Estremadura, Ribatejo

Minho

Madeira
Algarve, Beira Alta, Estremadura, Ribatejo

Baixo Alentejo, Beira litoral, Estremadura, Ribatejo

As raizes de numerosas espécies de Bupleurum (e. g. Radix Bupleuri) séo utilizadas na

medicina tradicional chinesa ha mais de 2000 anos, sendo utilizadas popularmente na China,

Japédo e Coreia no tratamento de febres, gripe, infecdes, feridas, tonturas, hepatite e malaria.
(WHO, 1999; Liu, 2008;). B. fruticosum € tradicionalmente usado na ilha da Sardenha (Itélia)

no tratamento antirreumatico (Pistelli et al., 1996) e em Espanha varias espécies sao utilizadas

como anti-inflamatorias e diuréticas (Benitez et al., 2010; Prieto et al., 2012). Algumas espécies

estdo incluidas nas farmacopeias chinesa (B. chinense DC., B. scorzoneraefolium Willd.) e

japonesa (B. falcatum L.) (Herbal Pharmacology in the People’s Republic of China, 1975; The
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Japanese Pharmacopoeia, 2011). O comércio de raizes secas de Bupleurum spp. para o fabrico
de medicamentos representa um volume de negdcios considerdvel nos paises asiaticos. Na
China, por exemplo, s&o comercializadas anualmente cerca de oito mil toneladas, para
utilizacdo interna e também para exportagdo. Por sua vez, a exportacdo e a venda de
medicamentos manufaturados ascende a 27 bilides de yens (cerca de 270 milhdes de euros)
anuais no Japao (Zhu et al., 2009). Para responder a esta enorme procura, algumas espécies tém
sido alvo de cultivo, nomeadamente B. chinense e B. scorzoneraefolium na China e B. falcatum
no Japao (Hiraoka, 1983; Liu, 2008).

Apesar de bastante estudadas e utilizadas em alguns paises asiaticos, 0 uso de espécies
do género Bupleurum na Europa é residual, sendo somente utilizadas na medicina tradicional de
alguns paises Mediterranicos. A elevada biodiversidade do género na regido mediterranica,
aliada aos interessantes resultados de estudos efetuados envolvendo a bioatividade dos seus
metabolitos secundarios, poderdo impulsionar a utilizacdo e a descoberta de novos compostos e
novas propriedades de espécies presentes nesta regido. O patenteamento recente da utilizacdo do
6leo essencial de B. fruticosum na prevencdo do envelhecimento da pele por parte de uma
multinacional francesa ligada aos cosméticos (L'Oréal) (W02012080992) comprova o interesse
e importancia das plantas deste género.

1.3. Metabolitos secundarios

Os metabolitos secundarios sdo assim designados, pois, inicialmente e durante muito
tempo, foram considerados como produtos residuais do metabolismo, sem uma fungédo
particular nas plantas. Estes compostos diferem dos metabolitos primarios (hidratos de carbono,
lipidos, proteinas e 4cidos nucleicos) por serem menos abundantes e por apresentam uma
distribuicdo mais restrita no reino vegetal, ou seja, alguns metabolitos secundarios sdo
especificos e restritos de uma determinada espécie ou de um grupo de espécies relacionadas,
enquanto que os metabolitos primarios estdo presentes em todo o reino vegetal e estdo
intimamente ligados a processos vitais para as plantas (Herbert, 1989; Taiz & Zeiger, 2002).

Alguns estudos tém mostrado que a importancia dos metabolitos secundarios nas
plantas é enorme e alguns sdo mesmo vitais para o desenvolvimento e sobrevivéncia das
espécies vegetais. Sabe-se atualmente que muitos destes compostos sdo importantes, protegendo
as plantas contra predadores e microrganismos patogénicos, funcionando como compostos
alelopaticos (conferindo uma vantagem competitiva relativamente a outras plantas), na atracdo
de agentes polinizadores ou dispersores de sementes, na protecdo contra radiagdes, no
armazenamento de azoto e na regulagdo do balanco hidrico das plantas (Fig.3) (Canhoto, 2010;
Wink, 2010).
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Figura 3. Principais fun¢des ecoldgicas e fisioldgicas dos metabolitos secundarios nas plantas (adaptado
de Wink, 2010).

Alguns autores defendem que os metabolitos secundarios sdo fruto de mutacdes
aleatérias nas vias metabolicas primarias que levaram a formacdo destes novos compostos.
Argumentando que quando a formacdo destes novos compostos apresenta alguma vantagem
adaptativa para a planta, esta apresenta maior capacidade reprodutiva, transmitindo estas
mutacGes aos seus descendentes prosperando estas novas vias metabdlicas nas geracOes
seguintes, por selecdo natural (Seigler, 1998; Taiz & Zeiger, 2002). De facto, os metabolitos
secundarios sdo essencialmente biossintetizados a partir de intermedidrios do metabolismo
primario (Fig.4) e dividem-se em trés grandes grupos: terpenos, compostos fendlicos e
alcal6ides (Herbert, 1989; Canhoto, 2010).
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Figura 4. Principais vias metabdlicas de biossintese dos metabolitos secundarios. AA - aminoacidos,
MEP - metileritritol fosfato (adaptado de Taiz & Zeiger, 2002).

L

Diversas investigacfes fitoquimicas foram realizadas em cerca de 50 espécies de
Bupleurum, conduzindo ao isolamento e caracterizacdo de muitos dos seus metabolitos
secundarios. Apesar da elevada variabilidade quimica entre diferentes espécies, a maioria dos
compostos isolados pertencem a 5 classes de compostos: flavondides, triterpenos com uma
elevada percentagem de saponinas triterpénicas, monoterpenos e sesquiterpenos (6leos
essenciais), linhanos e poliacetilenos (Liu, 2008; Ashour & Wink, 2011). Ensaios in vitro
comprovaram diversas propriedades bioldgicas destes metabolitos nomeadamente a atividade de
extratos e de compostos isolados de alguns destes metabolitos secundarios como anti-
inflamatorios (Lorente et al., 1989; Martin et al., 1993; Navarro et al., 2001; Yen et al, 2005;
Ashour et al., 2009), hepatoprotetores (Guinea et al., 1994; Matsuda et al., 1997; Yen et al.,
2005), antioxidantes (Yen et al., 2005; Shafaghat, 2011), antifingicos e antibacterianos
(Fernandez-Ocania et al., 2004; Li et al., 2005; Maxia et al., 2011).
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1.3.1. Oleos essenciais

O termo dleo essencial advém da contragdo do termo original dleo quintessencial.
Deriva da teoria do fildsofo grego Aristoteles que considerava a matéria constituida por quatro
elementos (Fogo, Ar, Terra e Agua). Um quinto elemento (quintesséncia) foi entdo considerado
como sendo o espirito ou a for¢a de vida. Como a destilacdo ou evaporacdo era considerada o
processo pelo qual se extraia o espirito das plantas, o dleo proveniente da destilacdo destas foi
considerado o 6leo quintessencial (Sell, 2010).

Atualmente os 6leos essenciais podem ser definidos como produtos do metabolismo
secundario presentes em todos o0s 6rgdos das plantas aromaticas, que por destilacdo e/ou por
expressao formam liquidos de aspeto oleoso e volatil (Proenca da Cunha, 2005). A sintese e a
acumulacdo destes metabolitos secundarios esta geralmente associada a estruturas secretoras
especializadas. Estas podem localizar-se na superficie dos drgaos da planta ou estar incluidas
nos seus tecidos mais internos, podendo ser classificadas como estruturas externas ou internas
respetivamente (Bruneton, 1993; Svoboda & Svoboda, 2000). As estruturas secretoras internas
incluem células secretoras (ex. Lauraceae, Zingiberaceae), cavidades (ex. Myoporaceae,
Rutaceae, Myrtaceae) e canais (ex. Apiaceae, Pinaceae, Asteraceae), enquanto que as estruturas
secretoras externas incluem células epidérmicas (ex. Rosaceae, Oleaceae), osmoéforos (ex.
Orchidaceae) e tricomas glandulares (Lamiaceae).

Quimicamente, os 6leos essenciais sdo constituidos principalmente por terpenos e
terpendides. No entanto, os fenilpropandides sdo também bastante frequentes em algumas
familias, nomeadamente Orchidaceae e Apiaceae. Os Gleos essenciais sd0 misturas bastante
complexas podendo conter dezenas de compostos em diferentes concentragfes, com 2 ou 3
constituintes maioritarios (20-70%) e alguns constituintes em concentragdes vestigiais. Os
terpenos, de acordo com o numero de atomos de carbono, podem ser considerados como
isoprenos (5 carbonos), monoterpenos (10 atomos de carbono), sesquiterpenos (15 4tomos de
carbono), diterpenos (20 atomos de carbono), triterpenos (30 &tomos de carbono) e tetraterpenos
(40 atomos de carbono). Quando os terpenos contém oxigénio sdao designados terpendides
(Bakkali et al., 2008). A biossintese dos terpenos (Fig.4) pode resultar de duas vias metabolicas
alternativas, a via do mevalonato (MVA) e a via do metileritritol fosfato (MEP) (Taiz & Zeiger,
2002).

Diversos fatores podem influenciar a biossintese de compostos volateis sendo muito
comum a variabilidade quimica nas plantas aromaticas, o que explica a existéncia, num mesmo
taxon, de dleos essenciais com composicfes quimicas muito distintas. Estes fatores podem ser
tanto de natureza intrinseca (fisioldgicos, genéticos) como resultantes das condi¢bes ambientais

em que as plantas se desenvolvem (Figueiredo et al., 2008).
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Grande parte ou praticamente todos (Ashour & Wink, 2011) os membros do género
Bupleurum tém a capacidade de produzir 6leos essenciais e, tal como muitos outros membros da
familia Apiaceae, fazem-no a partir de canais secretores (Fig.5). Os canais secretores sdo
cavidades alongadas, que frequentemente se ramificam formando uma complexa rede que se
estende desde as raizes através do caule até as folhas, flores e frutos (Manunta et al., 1992;
Svoboda & Svoboda, 2000). Os canais secretores formam-se a partir de divisGes sucessivas de
células meristematicas, originando rapidamente um conjunto de células, que constituem mais
tarde as células epiteliais que delimitam o lumen, e as células da bainha. O espaco intercelular
que sera, no futuro, o limen do canal forma-se entre as células mais internas deste macico por
um processo de esquizogenia, que envolve a degradagdo das pectinas da lamela média, ou por
um processo de lisogenia em que ocorre autdlise de uma ou mais células secretoras. Em
algumas espécies parece ocorrer um processo misto de esquizolisigenia, iniciando-se a estrutura
por esquizogenia e crescendo ulteriormente por autolise de células glandulares (Fahn, 1990;
Ascensdo, 2007). Os compostos que constituem os secretados podem ser localizados in situ

permitindo a classifica¢do das estruturas secretoras a partir de técnicas histologicas.

Figura 5. Canais secretores. A e B- Seccles transversais de um caule de Bupleurum rigidum subsp.

paniculatum. As setas indicam a localiza¢do dos canais secretores. Barra= 100um.

Das cerca de 20 espécies de Bupleurum documentadas na literatura, foram identificados
cerca de 200 compostos nos seus 0leos essenciais (Ashour & Wink, 2011). A composicao dos
Oleos essenciais de Bupleurum varia bastante entre as diferentes espécies, dentro do mesmo
taxon e nas diferentes partes das plantas. Na China, foi estudada a composi¢do dos Oleos
presentes nas raizes de 10 espécies (Li et al., 2007) tendo sido identificada uma grande
percentagem de aldeidos, principalmente hexanal e furfural. Na Turquia foram caracterizados os
6leos de frutos, flores e raizes em 6 espécies (Saragoglu et al., 2012), destacando-se a presenca
em grandes quantidades de alcanos, monoterpenos e sesquiterpenos. A espécie mais estudada na

Europa € o B. fruticosum tendo sido os seus 6leos essenciais caracterizados em Italia (Manunta
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et al.,1992; Giamperi et al., 1998; Bertoli et al., 2004; Maxia et al., 2011), Franca (Chizzola,
2008; Liu et al., 2009), Espanha (Lorente et al., 1989) e Portugal (Maxia et al., 2011). Nesta
espécie é de destacar a diferenca na composicao entre os 6leos ibéricos (em que os principais
constituintes sdo a-pineno e S-pineno) e os italianos (ricos em S-felandreno e sabineno).

1.3.1.1. Atividade anti-inflamatoria dos 6leos essenciais

A incidéncia de doencas relacionadas com infecBes aumentou nas ultimas décadas. As
dificuldades encontradas no seu tratamento, o aumento da resisténcia e dos efeitos secundarios
da medicagéo convencional justificam o desenvolvimento de novas drogas mais eficazes, menos
toxicas e mais baratas (Zuzarte et al., 2013).

A inflamacdo é uma resposta protetora do organismo com o objetivo de combater a
invasdo de um corpo estranho (virus, bactéria, fungo, parasita) e remover células hospedeiras
danificadas ou mortas (Miguel, 2010). Nas Gltimas décadas foram identificados diversos
mediadores inflamatdrios em patologias importantes tais como a Doenca de Alzheimer, doengas
cardiovasculares e cancro, que ndo estavam anteriormente ligadas a inflamag&do. A compreensdo
dos mecanismos moleculares e celulares envolvidos no processo de inflamacgéo permitiu
descobrir um grande nimero de mediadores (Fig.6) incluindo metabolitos da via do &cido
araguidénico, peptideos, citoquinas e aminoacidos excitatérios (Calixto et al., 2003).

O efeito anti-inflamatério da maioria dos metabolitos secundarios vegetais esta
relacionado com a sua interferéncia direta ou indireta com mediadores de inflamacdo, na
producdo ou acdo de segundos mensageiros (ex: célcio, proteinas cinases), na expressdo de
fatores de transcricdo, como o fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB), e proto-
oncogenes, e na expressao de moléculas pro-inflamatorias chave tais como 6xido nitrico-sintase
induzida (iNOS), cicloxigenases (ex: COX-2), lipoxigenases (ex. 5-LOX) e citoguinas como 0
fator de necrose tumoral alfa (TNFa) (Calixto et al., 2003; Issa et al., 2006; Miguel, 2010).
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Figura 6. Metabolitos envolvidos em processos inflamatorios. AA- via metabolica do A&cido
araquidonico. LOX- lipoxigenases. LTs- leucotrienos. COX- cicloxigenases. PGs- prostaglandinas.
iNOS- 6xido nitrico-sintase induzida. NO- 6xido nitrico. (Adaptado de Issa et al., 2006).

A atividade anti-inflamatoria de varios extratos do género Bupleurum foi estudada e
comprovada. Os 6leos essenciais ndo sdo exce¢do e a sua influéncia no processo inflamatério
foi avaliada em varias espécies. Por exemplo, em B. gibraltarium e B. fruticosum a atividade
dos 6leos essenciais e dos constituintes maioritarios administrados por via intraperitoneal e oral
foi avaliada em dois modelos animais, o do edema induzido por carragenina e o da avaliacdo da
formacdo do granuloma (Lorente et al., 1989; Ocete et al.,1989). Os dois 6leos mostraram
atividade anti-inflamatdria, no entanto, o efeito foi mais notdrio usando o primeiro modelo e o
Oleo de B. gibraltaricum mostrou ser mais ativo. Os principais constituintes isolados, 4-3-
careno, a-pineno e pS-pineno, mostraram atividade anti-inflamatéria quando testados
isoladamente, mas a sua acao foi inferior a do dleo essencial, tendo tal facto sido atribuido a
ocorréncia de sinergias entre os diversos constituintes dos 6leos essenciais.

Num estudo similar efetuado com 6leo de B. fruticescens (Martin et al., 1993), a
atividade anti-inflamatéria in vivo foi avaliada através do modelo de inducdo de edema por
carragenina e por prostaglandina E2 (PGE2). Nestes ensaios 0 0Oleo essencial e 0s seus
principais constituintes (a-pineno e g-cariofileno) foram administrados por via oral. Também
neste caso tanto o 6leo como os principais constituintes apresentaram atividade anti-inflamatéria
significativa, sendo a atividade do Oleo superior a dos constituintes maioritarios. Mais
recentemente, a atividade anti-inflamatdria do 6leo essencial de B. marginatum foi avaliada
(Ashour et al., 2009). Neste caso foi testada a acdo do 6leo na producdo de 5-lipoxigenase (5-
LOX) e prostaglandina E2 (PGE2) em células cancerigenas (MiaPaCa-2). O dleo essencial
demonstrou capacidade de inibir a produgéo de 5-LOX e PGE2.
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1.4. Culturas in vitro

As primeiras tentativas de estabelecer culturas de tecidos vegetais em condicdes
laboratoriais foram realizadas por Gottlieb Haberlandt no inicio do seculo XX. Todavia, s6 com
a descoberta das auxinas e de outros grupos de hormonas vegetais, foi possivel manter as
primeiras culturas in vitro por periodos prolongados (Chawla, 2002; Canhoto, 2010).

A cultura de tecidos de plantas pode ser definida como o cultivo in vitro de plantas,
sementes ou partes de plantas (incluindo uma unica célula, embrido ou um 6rgdo) num meio de
cultura em condicdes assépticas (Chawla, 2002). A cultura in vitro € baseada na capacidade de
totipoténcia das células vegetais, sendo possivel obter um elevado nimero de plantas a partir de
um dnico individuo num curto espago de tempo. A cultura de tecidos pode ser distinguida em
diferentes tipos dependendo do material utlizado para o efeito, existindo cultura de sementes, de
embrides, de 6rgdos, de calos, de células e de protoplastos. Para se proceder a cultura, o material
é colocado num meio de cultura artificial, sélido ou liquido formado por agua, uma fonte de
carbono (nomeadamente sacarose ou glucose), macronutrientes, micronutrientes, vitaminas,
aminoacidos e inositol. A adicdo de hormonas ou reguladores de crescimento (compostos que
apesar de nao existirem nos tecidos vegetais provocam respostas analogas as hormonas) ao meio
de cultura é também essencial, pois permite obter as respostas desejadas (Tabela 2). Todos 0s
recipientes de cultura, meios e instrumentos a utilizar, assim como material vegetal, sdo
esterilizados e todo o processo de preparagdo e manuseamento das culturas decorre em ambiente
asséptico (Chawla, 2002; Canhoto, 2010).

A micropropagacdo ou propagacdo clonal in vitro é a multiplicagdo de individuos
geneticamente iguais por reproducéo assexuada em que cada clone é uma populacéo de plantas
derivadas do mesmo individuo (Chawla, 2002). No processo de micropropagacdo podem ser
consideradas pelo menos cinco etapas criticas: (I)- selecéo e preparagdo da fonte do explante |1
— estabelecimento em cultura in vitro de explantes vidveis; 111 — multiplicagdo dos rebentos ;
IV— enraizamento dos rebentos; V- aclimatizacdo e estabelecimento de pléntulas ex vitro
(Loberant & Altman, 2010). Existem basicamente trés métodos de micropropagacéo: cultura ou
proliferacdo de meristemas, através dos meristemas removidos da planta-mée ou através da
multiplicacdo de meristemas; organogénese, formacdo de érgaos diretamente no explante ou a
partir da cultura de células ou calos induzidos a partir do explante; embriogénese somatica,
formacdo de uma estrutura bipolar, com meristema apical e radicular, diretamente a partir do
explante ou a partir de cultura de células ou calos induzidos no explante (Chawla, 2002).

A producdo dos dleos essenciais na natureza é condicionada pelas condi¢des ambientais
e esta sujeita aos ciclos de desenvolvimento das plantas. O estabelecimento de culturas in vitro
pode permitir a selecdo e a propagacao de linhas mais produtivas e, para além disso, as plantas

estdo disponiveis em qualquer altura do ano nas mesmas condic¢Bes de desenvolvimento. Caso
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0s Oleos essenciais de plantas cultivadas in vitro apresentem uma composi¢do quimica
semelhante & dos Oleos das plantas in vivo, pode justificar-se 0 uso destes métodos para
obtenc&o de culturas em larga escala com fins industriais. A cultura de plantas in vitro permite
também a diminuigdo de recolhas massivas de plantas no seu habitat natural, contribuindo para

a sua conservagao.

Tabela 2. Utilizacdo dos principais reguladores de crescimento em culturas in vitro.

Regulador de B o o
] Fungdes em culturas in vitro Mais utilizados
crescimento

Formacédo e manutencao de calos. IAA
¢ ¢ (acido 3-indol acético)

Formagao e manutencgdo de suspensdes
IBA

celulares. (4cido 3-indol butfrico)

Auxin x .
uxinas Indugdo do enraizamento.
< x " 2,4-D
Formagao de embrides somaticos. (4cido 2,4-diclorofenoxiacético)
Formacao de meristemas caulinares NAA
adventicios na organogénese. (4cido 1-naftaleno acético)
5 ) ) BAP
Formacéo de meristemas axilares. (benzilamino-purina.)
o Formagcé&o de calos.* KN
Citocininas B ) . (cinetina)
Formag&o de meristemas adventicios.*
F %0 d bri (i 2iP
ormacdo de embrides somaticos. (isopentenil adenina)
Zeatina
: : Alongamento de rebentos caulinares.
Giberelinas - B . GAs
Quebra de dorméncia nos embribes (&cido giberélico)
somaticos.
Evitar a germinacéo precoce de
Acido abscisico embrides somaticos. ABA

x ~ . (acido abscisico)
Maturacdo de embrifes somaticos.

* Na presenca de auxinas
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1.4.1. Proliferacio de meristemas

A proliferacdo de meristemas é a técnica mais simples de micropropagacao, pois néo
ocorre indugdo de novos meristemas mas apenas o desenvolvimento dos meristemas presentes
no explante, sendo somente necessario proceder ulteriormente ao enraizamento dos rebentos
caulinares obtidos. Esta técnica envolve diversas etapas (Fig.7): iniciagdo, multiplicacdo dos
rebentos a partir do explante, transferéncia dos rebentos para o meio de enraizamento,
transferéncia das plantas para o solo e aclimatizacdo (Canhoto, 2010).

Os principais objetivos da cultura de meristemas sdo: a propagacdo em larga escala, a
regeneracdo de plantas isentas de virus, o estudo do funcionamento do meristema e a
preservacdo do germoplasma. Este método revela-se extremamente vantajoso devido a
estabilidade genética das plantas obtidas, a possibilidade de obter uma multiplicacdo
exponencial num curto espaco de tempo, permitir obter plantas com uma elevada qualidade
fitossanitaria e um acentuado rejuvenescimento. As principais desvantagens deste método sdo o
elevado custo das plantas regeneradas, a dificuldade no estabelecimento de algumas culturas, a
obtencgéo de plantas vitrificadas e a reversdo dos meristemas ao estado floral (Canhoto, 2010).

Apices ou segmentos

nodais
Planta mae B Estabelecimento
Desinfecao in vitro
Segmentagido de Adigdo de
rebentos citocininas
-
Adicao de
auxinas
Transferéncia
para solo

v

. . o Nova planta
Aclimatizagdo va piaf
(clone)

Figura 7. Processo de propagacao de plantas in vitro através de proliferacdo de meristemas.
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Em Bupleurum vérios trabalhos foram realizados para desenvolver protocolos que
permitissem a proliferagdo de meristemas de algumas espécies deste género. Assim, em B.
fruticosum foi desenvolvido um protocolo eficiente para a cultura de meristemas a partir de
explantes nodais (Fraternale et al., 2002). Neste estudo conclui-se que a adi¢cdo da combinacdo
de 1,0 mg I'* de 4cido 3-indol acético (IAA) e 1,5 mg I de benzilamino-purina (BAP) ao meio
MS (Murashige & Skoog, 1962) era a mais eficaz na multiplicacdo de plantas. O enraizamento
foi mais eficiente usando o meio MS sem adicdo de hormonas vegetais ou 0o meio MS
suplementado com vérias concentra¢bes de acido-1l-naftaleno acético (NAA). Por ultimo, a
adicdo de triacontanol (TRIA), na concentracdo de 2 pg I*, ao meio de cultura na fase de
multiplicacéo, teve um efeito benéfico. Ulteriormente, tendo como base o protocolo anterior, foi
possivel a propagacdo de plantas in vitro e extracdo do 6leo essencial das suas partes aéreas
(Bertoli et al., 2004). A composi¢do quimica do 6leo das plantas in vitro foi comparada com a
do 6leo da planta mé&e, tendo-se verificado que a constituicdo de ambos é bastante semelhante.

Em B. kaoi, foi também elaborado um protocolo para a proliferacdo de meristemas
nodais (Chen et al., 2006). Neste caso o meio mais eficiente para a multiplicacdo dos explantes
foi 0 meio MS suplementado com 0,25 mg I de BAP. Em B. distichophyllum foi igualmente
elaborado um protocolo para a proliferacdo de meristemas nodais e apicais (Karuppusamyand &
Pullaiah, 2007). Nesta espécie, 0 meio mais eficaz para a multiplicacdo foi 0 meio MS com 1,0
mg I de BAP e o enraizamento foi possivel no mesmo meio base suplementado com 2,0 mg I"*
de acido 3-indol butirico (IBA). Em B. falcatum, foi possivel multiplicar meristemas nodais e
apicais utilizando o meio MS suplementado com 1,0 mg I'* de BA e 0,2 mg I de NAA (Hsu et
al., 1993).

1.4.2. Embriogénese somética

A embriogénese somatica é o processo pelo qual células do soma (corpo) formam
embriGes sométicos. Estes sdo, como os embrides zigbticos, estruturas bipolares com um polo
radicular e um caulinar, possuem 0 mesmo gen6tipo da planta mée e sdo, na maioria dos casos,
morfologicamente semelhantes aos embrifes zig6ticos produzidos pela mesma espécie
(Canhoto, 2010).

Este processo é sustentado pela capacidade singular que as células vegetais tém de se
desdiferenciar originando células totipotentes, ou seja, células com a capacidade de dar origem a
todos os tipos de células, que podem ser estimuladas a formar um embrido. O tipo de explante,
meio de cultura utilizado, gendtipo da planta dadora, condi¢cGes de cultura, a presenca de
reguladores de crescimento, geralmente auxinas (a mais utilizada é o 2,4-D), sdo alguns dos
pardmetros que afetam a inducdo da embriogénese somatica (Canhoto, 2010). O estado

fisioldgico das células é igualmente de grande importancia, podendo a embriogénese ocorrer de
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forma direta ou indireta dependendo da competéncia embriogénica das células. Quando a
embriogénese € indireta ocorre a formacdo de uma massa desorganizada de células com
caracteristicas meristematicas (calo) e diz-se que estas células sdo determinadas
embriogenicamente por inducdo (CDEI), as células necessitam de uma maior reprogramagao
atingindo a capacidade de expressdao da embriogénese somatica ao fim de alguns ciclos
celulares. Quando a embriogénese € direta ocorre a formacdo imediata de embrides somaticos
sendo as células designadas por células embriogénicas pré-determinadas, CEPD (Fig.8) (Sharp
et al., 1980). Em grande parte das espécies a formacao dos embrides sométicos ocorre de forma
indireta, podendo os embriGes formarem-se no mesmo meio onde se forma a massa
proembrionaria (embriogénese em uma fase) ou verificar-se a formacdo de um calo
embriogénico e somente num meio de cultura diferente ocorrer o desenvolvimento dos embrides
(embriogénese em duas fases, figura 8). A embriogénese em duas fases tem a grande vantagem
de se poderem manter os calos embriogénicos em cultura durante periodos alargados de tempo,
pois se esses calos forem fragmentados e cultivados no mesmo meio de cultura, estes voltam a
crescer e a formar novas massas proembriogénicas (Canhoto, 2010).

Apo6s o completo desenvolvimento dos embrifes somaticos, num meio propicio, pode
ocorrer a germinagdo e a conversao destes em plantas. A germinacdo de embrides somaticos é
muitas vezes dificultada pelo elevado nimero de embrides andmalos formados na fase de
inducdo (Arnold et al., 2002; Canhoto, 2010).

Explante

CEPD | CDEI

Embriogénese indireta
] |

a Meio de
Embrides Calo cultura
somaticos embriogénico s/auxinas

Mesmo meio de cultura 2

12 1
Calo Embrides
embriogénico somaticos

Figura 8. Vias de inducdo de embriogénese somatica. CEPD- células embriogénicas pré-determinadas.

CDEI- células determinadas embriogenicamente por inducdo. 1- Embriogénese em uma fase. 2-
Embriogénese em duas fases.
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Em Bupleurum foram relatadas algumas investiga¢des em que foi possivel a inducéo da
embriogénese somatica, em particular em B. falcatum e B. scorzonerifolium (Hiraoka, 1983;
Shon et al, 2004). Em B. falcatum foi possivel induzir embriogénese de anteras (Shon et al.,
2004). Para induzir o processo embriogénico foi feita a cultura de anteras em meio MS
suplementado com diferentes concentracdes de 2,4-D e picloram. Os meios mais eficientes
foram os que continham 0,075 mg I"* de 2,4-D com ou sem 0,075 mg I"* de picloram. Para a
regeneracdo de plantas, os calos formados a partir das anteras foram transplantados para um
meio MS sem hormonas. Na mesma espécie foi também possivel induzir embriogénese a partir
de folhas (Hiraoka, 1983). As plantas obtidas por embriogénese somatica foram comparadas
com plantas propagadas por semente (Hiraoka et al., 1986). As plantas propagadas via
embriogénese somatica apresentavam caracteristicas mais uniformes entre elas, no entanto, o
peso seco da raiz das plantas propagadas por via sexuada demonstrou ser superior. Também o
conteudo de saponinas nas raizes mostrou ser superior em plantas propagadas via embriogénese
somatica. Em B. scorzonerifolium foi possivel induzir embriogénese a partir de protoplastos
(Guang-min et al., 1992). Os meios de cultura mais eficazes foram o meio MS suplementado
com 1,0 mg I de 2,4-D + 0,25 mg I de cinetina (KN) e 0 meio MS suplementado com 1,5 mg
I NAA + 0,25 mg I KN.

Para as espécies europeias de Bupleurum ndo foi encontrada nenhuma publicacdo

relacionada com a inducdo da embriogénese somatica.



INTRODUCAO

1.5. Objetivos

O presente trabalho visa a valorizacdo das espécies de Bupleurum que crescem
espontaneamente em Portugal. Para a concretizacdo deste objetivo geral foram delineadas as

seguintes tarefas:

1. Extracdo dos Oleos essenciais de B. rigidum subsp. paniculatum e B.
lancifolium;
2. Avaliacdo da atividade anti-inflamatoria dos 6leos essenciais de Bupleurum

rigidum subsp. paniculatum e Bupleurum fruticosum através da avaliagcdo na inibicéo
de um mediador chave na inflamag&o (NO);

3. Avaliacdo da citotoxicidade dos Oleos de Bupleurum rigidum subsp.
paniculatum e Bupleurum fruticosum numa linha celular de macr6fagos, uma etapa
fundamental para a avaliagdo da seguranca do Oleo para futuras aplicacdes
farmacéuticas e cosméticas;

4. Desenvolvimento de protocolos efetivos de micropropagacdo através de
proliferacdo de meristemas e embriogénese somatica, para a propagacao de Bupleurum
rigidum subsp. paniculatum, Bupleurum gerardi e Bupleurum fruticosum, contribuindo
para a preservacdo de habitats naturais;

5. Anélise e caracterizacdo das estruturas secretoras de 6leos essenciais em plantas

in vitro e in vivo.
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2.1. Material Vegetal

As espécies selecionadas para este estudo foram B. rigidum subsp. paniculatum, B.
gerardi, B. lancifolium e B. fruticosum, todas elas espontaneas na flora portuguesa e disponiveis
no seu habitat natural na regido da Beira Litoral (Tabela 3). B. rigidum subsp. paniculatum é
abundante na natureza e existem sementes disponiveis desta espécie no Banco de Sementes do
Jardim Boténico da Universidade de Coimbra (JBUC). B. gerardi tem uma érea de distribui¢do
muito restrita e ndo foi colhido devido a fragilidade da Unica populacdo conhecida, optando-se
por utilizar sementes presentes no Banco de sementes do JBUC. B. lancifolium ocorre em
abundancia em habitat natural na Beira Litoral. B. fruticosum encontra-se presente em habitat
natural e esta presente no JBUC. Todas as espécies obtidas no habitat natural foram colhidas de

forma sustentavel de maneira a ndo afetar a dinamica das populacgdes e foi colhido um exemplar

de herbario em todas as colheitas.

Tabela 3. Proveniéncia do material utilizado nos diferentes procedimentos laboratoriais.

Espécie Procedimento Material Origem
Serra da Boa Viagem
B. rigidum Proliferacéo de (40°10'57.44"N 8°50'52.73"W)

subsp. paniculatum

B. rigidum

subsp. paniculatum

B. rigidum
subsp. paniculatum

B. rigidum
subsp. paniculatum

B. gerardi

B. lancifolium

B. fruticosum

meristemas

Micropropagacéo

Micropropagagédo

Extracdo dos

6leos essenciais

Micropropagagédo

Extracdo dos

0leos essenciais

Proliferacdo de

meristemas

Segmentos nodais

Sementes

Embrides zigobticos

Partes aéreas em

floracdo s/ semente

Sementes

Partes aéreas em
floracéo

Frutos secos

Segmentos nodais

Fonte Coberta
(40° 4'27.02"'N 8°28'19.80"W)
Eiras
(40°14'21.85"N 8°25'50.51"W)

Banco de sementes (JBUC)

Eiras
(40°14'21.85"N 8°25'50.51"W)

Banco de sementes (JBUC)

Eiras
(40°14'21.85"N 8°25'50.51"W)
Banco de sementes (JBUC)

Pdvoa das Pegas
(40° 423.39"N 8°26'54.56"W)
Fonte Coberta
(40° 428.08"N 8°28'20.40"W)

JBUC
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o Inducéo de
B. rigidum o ) o
) embriogénese Segmentos foliares Plantas in vitro
subsp. paniculatum .
somaética
Indugdo de
B. gerardi embriogénese Segmentos foliares Plantas in vitro
somatica
Inducéo de
B. fruticosum embriogénese Segmentos foliares Plantas in vitro

somatica

2.2 Oleos essenciais
2.2.1 Extracao dos 6leos essenciais

Partes aéreas de plantas em floragdo de B. rigidum subsp. paniculatum e de plantas em
floragdo e frutos maduros de B. lancifolium foram submetidas a um processo de hidrodestilagdo
para isolamento dos Oleos essenciais. O material vegetal destinado a extracdo de Oleos
essenciais foi submetido a uma secagem moderada, num local arejado, a temperatura ambiente e
ao abrigo da luz, durante dois dias. Apos a secagem foi cuidadosamente selecionado, de forma a
descartar contaminagfes com matéria vegetal de outra proveniéncia. Os 6leos essenciais foram
isolados por hidrodestilagdo durante 3h utilizando um aparelho de tipo Clevenger, de acordo
com o procedimento descrito na Farmacopeia Europeia (Council of Europe, 1997). Os 6leos

foram armazenados em frascos escuros, e conservados a 4° C para ensaios ulteriores.

2.2.2. Atividade anti-inflamatéria

Para testar o potencial anti-inflamat6rio e a citotoxicidade dos 6leos essenciais de
Bupleurum spp. utilizou-se 0 modelo in vitro da estimulacdo de macrofagos (Raw 264,7) com
lipopolissacarideo bacteriano (LPS). A acdo dos diferentes 6leos foi determinada tendo em
conta a capacidade de inibir a produgdo de oxido nitrico (NO) em células estimuladas e o seu

efeito na viabilidade das mesmas.
2.2.2.1. Linha celular

A linha celular obtida da American Type Culture Colection (TIB-71) foi cedida pela
Dr.2 Otilia Vieira do Centro de Neurociéncias e Biologia Celular da Universidade de Coimbra.

As células foram cultivadas em Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado
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com 10 % (v/v) de soro bovinico néo ativado, 3,02 g I'* de bicarbonato de sédio, 100 pg ml™ de
estreptomicina e 100 U ml™ de penicilina, a 37°C, numa estufa com 5% de carbono. As células
foram usadas apos atingirem 80-90% de confluéncia. A viabilidade das células foi confirmada
por contagem num hematocitometro com trypan blue e a sua morfologia monitorizada, através

da observacdo microscopica, ao longo dos ensaios.

2.2.2.2. Inibicdo da producdo de NO

Para testar a influéncia dos Oleos essenciais na producdo de NO, um importante
mediador no processo inflamatério, foi quantificada a presenca de nitritos (metabolitos estaveis
de NO) no meio de cultura através de um procedimento colorimétrico com base na reagdo de
Griess. As células (Raw 264,7) foram colocadas na concentragdo de 0,6 x 10° células por pogo
(MW 48) e deixadas a estabilizar nas condicGes referidas anteriormente durante 12 horas. De
seguida as células foram mantidas em meio de cultura sem LPS, ou estimuladas com Iug ml™
de LPS ou na presenca de LPS com diferentes concentracdes de 6leo essencial (0,16-0,64ul ml®
1) durante 24h. Apos os tratamentos, 170 pl do sobrenadante foi pipetado junto com 170 pl de
reagente de Griess para uma microplaca Elisa 96 e incubado no escuro durante 30 min. A
absorvancia foi lida a 570 nm num leitor de microplacas automatico (SLT, Austria). A
quantidade de nitritos foi determinada a partir da curva padrdo de nitrito de sédio. Todas as

experiéncias foram realizadas 3 vezes de forma independente e em duplicado.

2.2.2.2. Viabilidade celular

Para testar uma eventual citotoxicidade dos 6leos essenciais avaliou-se o seu efeito na
respiracdo celular, um indicador da viabilidade celular, através do método colorimétrico com
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT), tal como foi descrito por
Mosmann (Mosmann, 1983). As células (Raw 264,7) foram cultivadas na concentracdo de 0,6 x
10° células por poco (MW 48) e deixadas a estabilizar durante 12 horas. De seguida foram
incubadas durante 24 horas em meio de cultura (controlo) ou com as diferentes concentragdes
de 6leos essenciais (0,16-0,64ul ml™). Apos os tratamentos, 43 pl da solucéo de MTT (5mg ml™
em tampéo fosfato salino) foram adicionados a cada pogo e incubados a 37°C durante 15 min
com 5% de CO, Apo6s os 15 min, as microplacas foram colocadas em gelo de forma a parar a
reacdo e o sobrenadante foi rejeitado. Para dissolver os cristais resultantes da redugdo do MTT
(cristais de formazano) foram adicionados 300 pl de isopropanol acidificado (0.04 N HCL em
isopropanol) a cada poco. A quantificagdo do formazano foi realizada num leitor de microplacas
automatico (SLT, Austria) a 570 nm, com um filtro de comprimento de onda de 620 nm. Todas

as experiéncias foram repetidas 3 vezes de forma independente e em duplicado.
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2.3. Culturas in vitro

2.3.1. Meio de cultura

O meio de cultura utilizado neste trabalho foi 0 meio MS (Murashige & Skoog, 1962)
(Tabela 4) ao qual foi adicionada uma fonte de carbono (sacarose), um agente gelificante (agar)
e, por vezes, hormonas ou reguladores de crescimento. O pH foi previamente ajustado a 5.7 -
5.8 com o auxilio de solu¢des de NaOH ou HCI (0,1 - 1,0 M). Apds a distribuicdo do meio nos

recipientes adequados este foi autoclavado a 120°C e 1,1 atm de pressdo durante 20 minutos.

Tabela 4. Composicdo do meio MS (Murashige e Skoog, 1962).

Constituintes mg/I Solugéo stock

Macronutrientes

KNO; 1900

NH;NO; 165 20x
CaCl,.2H, 440

MgS0O,.7H,0 370

KH,PO, 170

Micronutrientes

MnS0O,.4H,0 22,3

ZnS0,.7H,0 8,6

H;BO, 6,2

Kl 0,83 100x
Na,Mo00,.2H,0 0,25

CuS0,.5H,0 0,025

CoCl,.6H,0 0,025

Fonte de Ferro

(FeEDTA)

Na,EDTA.2H,0 37,3 40x
FeS0,.7H,0 27,8

Compostos

Orgéanicos

Glicina 2

Acido nicotinico 0,5

Piridoxina — HCI 0,5 50x
(vit.B6)

Tiamina — HCI 0,1

(vit.B1)

Mioinositol 100 50x

2.3.2. Desinfegdo do material vegetal

Todo o material vegetal utilizado no decurso do trabalho foi previamente desinfetado e
somente depois inoculado no meio de cultura. Utilizou-se um protocolo de esterilizacdo no qual

o material foi lavado com &gua corrente, colocado num recipiente com uma solucéo de etanol

23



MATERIAL E METODOS

70% durante 1 minuto, decantado e lavado 3 vezes com agua bidestilada. De seguida, o material
vegetal foi colocado num recipiente com uma solucdo de hipoclorito de célcio (7-10%) ao qual
foi adicionado Tween-20 (uma gota por cada 100 ml de solucdo) e foi agitado durante 20
minutos. Apos o Ultimo passo todas as manipulacdes foram feitas em condicdes asséticas (numa
camara de fluxo laminar) e todo o material de laboratério que entrou em contacto com o
material vegetal foi previamente esterilizado. Apds 20 minutos, a solugdo de hipoclorito foi
decantada e o material lavado 3 vezes com agua bidestilada e esterilizada. No caso das
sementes, estas foram deixadas em embebicdo durante a noite, a temperatura ambiente, no dia
seguinte foram sujeitas a uma esterilizacdo com uma solu¢do com 5 % de hipoclorito de célcio
durante 20 minutos, seguida de trés lavagens com &gua esterilizada e bidestilada. Os explantes
nodais provenientes de plantas in vivo sofreram um passo adicional de desinfecdo que consistiu
na sua emersdo numa solucéo filtrada de 0,3 g I'* do fungicida benlato durante 2 minutos sob
agitacdo. Apos este tempo, os explantes foram decantados e lavados novamente 3 vezes com
agua bidestilada, seguindo-se a desinfe¢cdo com hipoclorito de célcio (10%) durante 30 minutos.

Apos a esterilizagdo o material vegetal foi inoculado no meio de cultura.

2.3.3. Bupleurum rigidum subsp. paniculatum

2.3.3.1. Germinacédo de sementes

Nos ensaios de germinacdo de sementes foram usadas sementes fornecidas pelo Banco
de sementes do JBUC e sementes colhidas em Setembro numa populacdo em habitat natural na
zona de Eiras, perto de Coimbra (Tabela 3). Apos a desinfecdo (ver seccdo 2.3.2.) foram
testados dois procedimentos diferentes de germinacao: (1) 2 sementes por tubo de ensaio, foram
inoculadas em meio MS (Tabela 4), diluido a metade da concentragdo e suplementado com 1%
(p/v) de sacarose. A amostra foi dividida em tés grupos iguais e os tubos colocados nas
seguintes condi¢fes: a) numa estufa a 25°C no escuro; b) a 4°C no escuro e ¢) a 25°C com um
fotoperiodo de 16h luz/8h escuro; (2) As sementes foram colocadas em caixas de Petri
esterilizadas (10 cm de didmetro), com o fundo revestido com um disco de papel de filtro e
algodao, previamente humedecidos com &gua bidestilada esterilizada. Em cada caixa de Petri
foram colocadas 10 sementes e cada tratamento replicado trés vezes. As caixas do grupo
controlo foram colocadas numa estufa a 20°C no escuro, engquanto as restantes foram mantidas a
4°C durante 5, 10, 15, 20 e 25 dias, e s6 depois transferidas para a estufa a 20°C. A formag&o de

plantulas foi registada ao longo de 40 dias e a percentagem de germinacéo calculada.
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2.3.3.2. Cultura de embrides zigoticos

Para a extracdo dos embrides zigoticos foram utilizadas sementes (Tabela 3). As
sementes foram esterilizadas (ver seccdo 2.3.2). Apés a esterilizacdo, os embrides foram
removidos numa camara de fluxo laminar horizontal e todo o material que entrou em contacto
com as sementes foi previamente esterilizado. A extracdo foi realizada com o auxilio de uma
lupa binocular, a qual foi devidamente desinfetada com etanol 95% (v/v). No ensaio foram
apenas usados embriGes inteiros e cujos cotilédones tinham completado o desenvolvimento. Os
embrides isolados foram inoculados em tubos de ensaio com 0 meio de cultura MS (Tabela 4),
diluido a metade da concentracdo, com 1% (p/v) de sacarose e mantidos a 25°C com um
fotoperiodo de 16h luz/8h escuro. A formacédo de plantulas foi registada ao longo de 30 dias e a

percentagem de germinacéo calculada.

2.3.3.3. Proliferagdo de meristemas

Para a proliferacdo de meristemas foram isolados segmentos, com meristemas axilares,
diretamente de plantas presentes em habitat natural na regido da Beira Litoral (Tabela 3) e os
apices (1 a 2 cm) de plantulas resultantes da germinacdo de embriBes zigoticos. As partes aéreas
das plantas colhidas foram colocadas num recipiente com agua durante 1 dia. Ap6s esse periodo
foram seccionados segmentos nodais com o comprimento entre 1 a 2 cm. Os segmentos foram
esterilizados de acordo com o procedimento indicado na seccdo 2.3.2.. Os explantes foram
inoculados em tubos de ensaio com meio MS, com 3% (p/v) de sacarose, suplementado com
diferentes concentragdes de BAP (0; 0,25; 0,5; 1 e 2 mg I™) e num meio com 1,0 mg I'* de BAP
e 0,5 mg I de IAA. O meio base MS foi usado como controlo e as culturas foram mantidos
numa camara de cultura a 25°C com um fotoperiodo de 16h luz /8h escuro. Para avaliar o efeito
dos reguladores de crescimento na multiplicagdo dos explantes, o nimero de explantes que
produziram rebentos caulinares bem como o nimero de rebentos produzidos por explante foram
registados ap6s 30 dias de cultura. De forma a testar o efeito do &cido ascorbico na oxidagéo
dos explantes, estes foram submetidos a um tratamento em que foram emergidos numa solucéo
100 mg I de é4cido ascorbico durante uma hora e de seguida inoculados em meio de cultura
MS suplementado com 0,5 mg I BAP e com 3% (p/v) de sacarose.

O enraizamento foi testado inoculando, durante 2 semanas, as plantas resultantes da
multiplicagdo de meristemas em meio de cultura MS suplementado com 1,0 mg I de 4cido 3-
indol butirico (IBA) e durante outras 2 semanas no meio de cultura MS, diluido a metade da
concentracdo, com 1% (p/v) de sacarose. Foi também testado o enraizamento diretamente em
meio de cultura MS, diluido a metade da concentracdo, com 1% (p/v) de sacarose, durante 4

Semanas.
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2.3.4. Bupleurum gerardi
2.3.4.1. Germinacdo de sementes

Nos ensaios de germinacdo de sementes foram usadas sementes de B. gerardi
fornecidas pelo Banco de sementes do JBUC (Tabela 3). Apds a esterilizacdo (ver secgdo
2.3.2.), foram inoculadas 2 sementes por tubos de ensaio com o meio de cultura MS diluido a
metade da concentracdo e 1% (p/v) de sacarose. A amostra foi dividida em dois grupos iguais,
um foi colocado numa estufa a 25°C no escuro e outro a 25°C com um fotoperiodo de 16h luz /
8h escuro. A formacdo de plantulas foi registada ao longo de 30 dias e a percentagem de

germinacéo calculada.
2.3.4.2. Proliferagdo de meristemas

Os apices caulinares (1 a 2 cm) das plantas obtidas a parir da germinacgao in vitro de
sementes (secgédo 2.3.4.1.) foram inoculados em tubos de ensaio com meio MS suplementado
com diferentes concentracdes de BAP (0; 0,5; 1,0 mg I™) e 3% (p/v) de sacarose. O meio base
MS foi usado como controlo e as culturas foram mantidas numa camara de cultura a 25°C com
um fotoperiodo de 16h luz/8h escuro. Para avaliar o efeito de BAP na multiplicacdo dos
explantes, o nimero de explantes que produziram rebentos caulinares bem como o nimero de

rebentos produzidos por explante foram registados ap6s 30 dias de cultura.
2.3.4.4. Florag&o in vivo

Na micropropagacao via proliferacdo de meristemas de B. gerardi ocorreu floracdo in
vitro. De forma a testar a influéncia dos reguladores de crescimento neste processo de
organogénese foi registada a ocorréncia de floragdo em meios de cultura suplementados com
BAP (0; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0 mg I™") e para testar a influéncia do carvéo ativado (AC) adicionou-se
2 g I" de carvdo ativado a um meio de cultura suplementado com 0,25 mg I de BAP. A

percentagem de floracdo in vitro nos diferentes meios de cultura foi registada.

2.3.5. Bupleurum fruticosum

2.3.5.1. Proliferagdo de meristemas

Os explantes utilizados para a proliferacdo de meristemas foram segmentos, com
meristemas axilares, obtidos a partir de ramos de um arbusto presente no JBUC (Tabela 3). Os

ramos de B. fruticosum foram colocados num recipiente com agua durante 1 dia e apds esse
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periodo foram seccionados fitbmeros com comprimento entre 1 a 2 cm. Os explantes foram
desinfetados de acordo com o procedimento indicado na sec¢do 2.3.2. e foram inoculados em
tubos de ensaio com meio MS suplementado com 1,5 mg I™* de BAP e 1,0 mg I IAA, com 3%
(p/v) de sacarose. O meio base MS foi usado como controlo e as culturas foram mantidas numa
camara de cultura a 25°C com um fotoperiodo de 16h luz/8h escuro. Para avaliar o efeito dos
reguladores de crescimento na multiplicacdo dos explantes, 0 nimero de explantes que
produziram rebentos bem como o nimero de rebentos produzidos por explante foram registados
apos 30 dias de cultura.

O enraizamento foi testado inoculando durante 2 semanas as plantas resultantes da
multiplicacdo de meristemas em meio de cultura MS suplementado com 1,0 mg I* de IBA e
durante outras 2 semanas no meio de cultura MS, diluido a metade da concentragdo, com 1%
(p/v) de sacarose. Foi também testado o enraizamento diretamente em meio de cultura MS,

diluido a metade da concentragéo, com 1% (p/v) de sacarose.

2.3.6. Embriogénese somatica

A inducdo da embriogénese somatica foi realizada da mesma forma para as 3 espécies
(B. rigidum subsp. paniculatum, B. gerardi e B. fruticosum). Os explantes utilizados foram
seccOes foliares obtidas a partir de plantas estabelecidas previamente in vitro. Os explantes
foram inoculados em tubos de ensaio com meio MS suplementado com 1,0 mg I"* de 4cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) e 0,2 mg I de cinetina (KN). Os tubos de ensaio ,com 3 seccdes
de folha cada, foram colocados numa estufa a 25°C, no escuro, durante 8 semanas. Apds esse
periodo foi registada a formag&o de calos embriogénicos e calculada a percentagem de inducéo
de calos na amostra. Subculturas dos calos foram mantidas em meios de cultura com a mesma
composicao. Algumas porgdes de calo embriogénico foram cultivadas em meio MS diluido a
metade da concentragdo e 1% (p/v) de sacarose, de forma a testar a capacidade do calo
embriogénico formar embriGes somaticos. Registou-se a quantidade de calos que formaram

embrides somaticos bem como o nimero de plantas formadas a partir do calo embriogénico.

2.4. Microscopia
2.4.1 Caracterizacéo das estruturas secretoras

A andlise das cavidades secretoras foi realizada a partir de plantas in vivo (raizes,
caules, folhas, flores e frutos) de B. rigidum subsp. paniculatum e B.fruticosum e de plantas in

vitro de B. rigidum subsp. paniculatum, B.gerardi e B. fruticosum (Tabela 5).
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Tabela 5. Tipos de explante e técnicas utilizadas na caracterizagdo das estruturas secretoras em

Bupleureum spp.

Taxon Explante Origem Técnicas
Histologia (MO*)
in vivo Histoquimica (MO)
Caule
SEM**
B. fruticosum in vitro Histoquimica (MO)
- SEM
Flores in vivo _ _
Histologia (MO)
Folhas in vivo Histologia (MO)
Histologia (MO)
in vivo Histoquimica (MO)
Caule
B. rigidum SEM
subsp. in vitro Histoquimica (MO)
paniculatum Folhas
- in vivo . .
Raiz Histologia (MO)
Flores
B. gerardi Caule in vivo Histologia (MO)

*MO- Microscopia 6tica. **SEM- Microscopia eletronica de varrimento

2.4.1.1. Microscopia 6tica

2.4.1.1.1. Cortes histologicos

Para a observacdo da anatomia das estruturas secretoras, segmentos de caules, folhas e
flores de B. fruticosum e segmentos de raizes, caules, folhas e flores de B. rigidum subsp.
paniculatum foram fixados em formalina-aceto-alcool (FAA; 1:1:8) durante 2 dias, sendo
depois transferidos para etanol a 70% (v/v). De seguida foram embebidos em parafina e as
secgOes (10-12 mm) foram coradas pela técnica de Mirande (9 partes de carmim aluminado de
Grenacher e 1 parte de verde iodo). As preparacdes foram observadas num microscopio 6tico
Nikon Eclipse E400 e fotografadas com uma méaquina fotogréfica digital Nikon Digital Sight
DS-U1 e o software Act-2U
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2.4.1.1.2. Caracterizagdo histoquimica

Os explantes usados na analise histoldgica (Tabela 5) foram seccionadas & médo usando
medula de sabugueiro e uma lamina ou obtidos com um seccionador de tecidos (apds incluséo
numa matriz de agar 2%). As seccOes foram imersas em diversas solugdes corantes,
dependentes do tipo de metabolitos presentes (descrito abaixo), durante o periodo de tempo
recomendado. Ulteriormente as sec¢des foram colocadas numa lamina de vidro sobre uma gota
de glicerina, observadas e fotografadas (tal como indicado na seccdo 2.4.1.1.1.). Os estudos
histoquimicos tiveram como objetivo a identificacdo dos compostos secretados, nomeadamente
terpendides e lipidos totais. Para identificacdo destes compostos procedeu-se aos tratamentos a
seguir indicados:

(i) Para a detecdo dos lipidos totais usaram-se solucfes saturadas em etanol 70% de
negro Suddo B e vermelho de Suddo B (Pearse, 1968). As sec¢des foram primeiro imersas em
etanol 70% e depois transferidas para as solugdes corantes durante 5 a 10 minutos. Antes de
serem montadas na lamina foram diferenciadas rapidamente com etanol a 70% e lavadas em
agua Dbidestilada. Para o controlo extrairam-se os lipidos com uma solucdo de
metanol:cloroférmio (1:1), durante 24 horas, a 45°C, tratando depois as sec¢des de tecido como
anteriormente referido.

(i) A presenca de terpendides foi detetada através de uma solucéo recém-preparada do
reagente de Nadi (David & Carde, 1964) durante 1 hora, no escuro, seguindo-se uma lavagem
em tampao fosfato de sédio 0,1M, pH 7,2. Os explantes controlo foram processados de forma

semelhante ao referido para os lipidos totais.

2.4.1.2 Microscopia eletronica de varrimento

Os explantes (Tabela 5) foram seccionadas a mao com uma lamina e medula de
sabugueiro e em seguida fixados durante 1,5 h, & temperatura ambiente, numa solucdo de
glutaraldeido 2,5% (v/v) em tamp&o cacodilato de sédio 0,1 M, pH 6,8, contendo umas gotas de
solucéo de cloreto de célcio 0,01 M. O material foi depois submetido a trés lavagens de 15 min
cada, no mesmo tampdo, seguindo-se uma pos-fixacdo em tetroxido de dsmio 1% (p/v)
preparado no mesmo tampdo, durante 2 h, & temperatura ambiente. Apds 3 lavagens de 15 min
em &gua destilada, as amostras foram desidratadas numa série crescente de etanol (70, 80, 90,
95 e 100 %; v/v). De seguida as amostras foram submetidas a uma secagem por ponto critico,
substituindo-se gradualmente o etanol por CO, hum aparelho CPD020 (Balzers). De modo a dar
condutibilidade a superficie, procedeu-se a metalizacdo das amostras com uma pelicula de ouro-
paladio, num metalizador JEOL JFC-1100 (1200V, 6mA, 10 minutos). As amostras foram
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depois observadas num microscépio eletronico de varrimento, JEOL JSM-5400 a 15 kV, tendo-

se captado as imagens com interesse.

2.4.2. Caracterizacao da floracéo in vitro

Com o auxilio da microscopia eletronica de varrimento (SEM) foram observadas as
inflorescéncias de B. gerardi. As inflorescéncia foram seccionadas a partir de plantulas
cultivadas in vitro durante 0, 5, 10, 15, 20 dias em meio MS suplementado com 0,5 mg I"* de
BAP e 3% (p/v) de sacarose. Apos seccionados os explantes foram fixados utilizando o mesmo
protocolo usado para a fixacdo das estruturas secretoras (seccdo 2.4.1.2) e de modo a dar
condutibilidade a superficie, procedeu-se & metalizagdo das amostras com uma pelicula de ouro-
paladio, num metalizador JEOL JFC-1100 (1200V, 6mA, 10 minutos). As amostras foram
depois observadas num microscaopio eletrénico de varrimento, JEOL JSM-5400 a 15 kV, tendo-

se captado as imagens com interesse.

2.5. Andlise estatistica

Na andlise da atividade anti-inflamatéria foram realizadas trés experiéncias
independentes, em duplicado. A analise estatistica entre mais de dois tratamentos foi efetuada
através da analise de variancias, ANOVA, seguido do pos-teste de Dunnett. A analise entre
dois tratamentos foi realizada usando o Teste t.

Nas culturas in vitro em cada tratamento um minimo de 10 tubos de ensaio foram
utilizados e as experiéncias foram realizadas trés vezes. Apds uma anélise de dados através de
médias, desvios-padrdo e percentagens, os resultados obtidos sob a forma de percentagem
sofreram uma transformacdo pelo arcoseno e a analise estatistica dos resultados obtidos foi
realizada. A comparagdo entre mais do que dois tratamentos foi realizada com base na analise
de variancias (ANOVA) seguida de um pos-teste de Tukey. A comparacdo entre dois

tratamentos foi realizada recorrendo ao Teste t.
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3.1 Extracado dos 6leos essenciais

A extracdo do 6leo essencial de B. rigidum subsp. paniculatum foi realizada a partir de
1379g de partes aéreas em flor colhidas em Eiras (seccdo 2.1) e foi possivel obter 5,4 ml de
6leo, sendo o rendimento da extracdo cerca de 0,39% (p/v) (Tabela 6). A composi¢do do 6leo
foi analisada no Laboratério de Farmacognosia da Faculdade de Farmacia da Universidade de
Coimbra através da combinacdo de técnicas de cromatografia gas-liquido de alta resolucdo
(CGL) e de cromatografia gas-liquido acoplada a espectrometria de massa (CGL-EM). Os
constituintes maioritérios identificados foram a-pineno (36%), f -pineno (26%) e limoneno
(10.5%) (Tabela 7).

A partir das partes aéreas em flor e de frutos secos de B. lancifolium ndo foi possivel
obter 6leo essencial através da metodologia utilizada (seccdo 2.2.1).

Tabela 6. Rendimento do éleo essencial de B. rigidum subsp. paniculatum .

Recipiente Massa de material Volume de 6leo Rendimento
i vegetal (9) essencial (ml) (ml / 1000)

Baldo n°1

(Colo estreito 2 litros) 130 0,64 0,49
Baldo n°2

(Colo estreito 4 litros) 250 0,99 0,40
Balao n°3

(Colo estreito 4 litros) e 1,15 0,38
Baldo n°4

(Colo largo 4 litros) 410 15 0,37
Balao n°5

(Colo estreito 4 litros) Ay 112 0,39

Total 1379 5.4 039

3.2 Avaliacgao da atividade anti-inflamatoéria

De forma a avaliar a atividade anti-inflamatéria foram utilizadas quatro amostras
diferentes de 6leos essenciais, duas de B. rigidum subsp. paniculatum (BRI e Il, Tabela 7) e
duas de B. fruticosum (BF | e 1l, Tabela 7). O 6leo essencial BR Il é a amostra obtida na sec¢do
3.1; BRI, BFI e BFII sdo amostras da cole¢do do Laboratério de Farmacognosia da Faculdade

de Farmécia da Universidade de Coimbra (Tabela 7).
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Tabela 7 . Oleos essenciais utilizados na avaliagdo da atividade anti-inflamatéria. BR- 6leo essencial de
B. rigidum subsp. paniculatum, BF- dleo essencial de B. fruticosum.

Taxon Parte da planta Compostos principais Origem

* Partes aéreas com florese  a-pineno: 27,5% -
oR | sementes maduras ﬂ_-plneno: 34% Fatima
limoneno:13,5%

Partes aéreas com flores  « -pineno: 36% )
sem sementes maduras . ;
limoneno:10.5%

BE | * Partes aéreas com flores  a - pineno: 37% ot
f - pineno: 32% oimbra
sem sementes maduras s - phellandrene:8,5%

Partes aéreas com florese « -pineno: 41% )

sementes maduras % -phellandrene:7,5%

* - 6leo essencial da colecdo do Laboratério de Farmacognosia da Faculdade de Farmécia

Os resultados provenientes da andlise da inibicdo da producdo de NO e da viabilidade
celular serdo apresentados em conjunto de forma a facilitar a analise dos resultados da atividade
anti-inflamatéria das diferentes amostras. Em todos os ensaios foi demonstrado que em

comparagéo ao controlo o LPS estimula a produg&o de nitritos (p<0,001) (Fig. 8, 10, 12, 14).
3.2.1 Oleo essencial de Bupleurum fruticosum | (BF 1)

Nos ensaios com BF | verificaram-se apenas diferengas significativas na producéo de
nitritos em células com a concentracdo 0,64pl ml™ na presenca de LPS (63,03 13,72%) em
relacdo as células estimuladas com LPS (100%), p<0,05 (Fig.8). Verificou-se também uma
ligeira diminuicdo da viabilidade celular, constatada pela reducdo do MTT, nas células
inoculadas com oOleo essencial em relagdo as células cultivadas sem a presenca deste. A
viabilidade foi menor nas células com maior concentracdo de 6leo essencial, nomeadamente,
61,03+5,66% (p<0,05) nas células com 0,32 pl ml™ de 6leo e 46,65+14,64% (p<0,01) nas

células com 0,64 ul ml™ de 6leo essencial (Fig.9).
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Figura 8. Efeito de BF | na produgdo de nitritos em macréfagos. Os macréfagos (0,6 x 10° células pogo™)
foram mantidos em meio de cultura (controlo), ou estimulados com 1ug ml™ de LPS ou na presenca de
LPS com diferentes concentragdes de 6leo essencial (0,16-0,64pl ml™). Os resultados foram expressos
em percentagem de producdo de nitritos na presenca de LPS. Cada valor corresponde & média £ SEM de
trés experiéncias independentes, realizadas em duplicado. (* p<0,05, em relacdo a LPS; ### p<0,001, em

relagdo ao controlo).
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Figura 9. Efeito de BF | na viabilidade de macréfagos (ensaio do MTT). Células RAW 264,7 foram
expostas a diferentes concentracdes de 6leo essencial (0,16-0,64 pl ml™), por 24 horas. Os resultados
estdo expressos em percentagem da reducdo do MTT por células cultivadas na presenga de meio de
cultura (controlo). Cada valor corresponde a percentagem média + SEM de trés experiéncias

independentes realizadas em duplicado. (*p<0,05, **p<0,01, em relacdo ao controlo).
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3.2.2. Oleo essencial de Bupleurum fruticosum 11 (BF11)

No que respeita a BFII verificaram-se diferencas significativas na producdo de nitritos
em células com 0,64pl ml™e 0,32 pl mlI™ de 6leo essencial na presenca de LPS (78,63+5,20% e
82,13+4,18%, respetivamente) em relacdo as células com LPS sem a presenca de Oleos
essenciais (100%), p<0,05) (Fig.10). Verificou-se também uma diminuicdo da viabilidade
celular, constatada pela reducdo do MTT, nas células inoculadas com éleo essencial em relacdo
as células cultivadas sem a presenca deste. Tendo sido maior nas células com maior
concentracdo de dleo essencial, nomeadamente, 73,84+3,45% (p<0,01) nas células com 0,16 pl
ml?, 38,99+4,41% (p<0,001) nas células com 0,32 ul ml* e 17,23+1,78% (p<0,001) nas

células com 0,64 pl ml™ de 6leo essencial (Fig.11).
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Figura 10. Efeito de BF Il na producéo de nitritos em macréfagos. Os macréfagos (0,6 x 10° células
poco™) foram mantidos em meio de cultura (controlo), ou estimulados com Ipg ml™ de LPS ou na
presenca de LPS com diferentes concentraces de 6leo essencial (0,16-0,64pl ml™). Os resultados foram
expressos em percentagem de producdo de nitritos na presenca de LPS. Cada valor corresponde a média +
SEM de trés experiéncias independentes, realizadas em duplicado. (* p<0,05, em relacdo a LPS; ###

p<0,001, em relacéo ao controlo).
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Figura 11. Efeito de BF Il na viabilidade de macré6fagos (ensaio do MTT). Células RAW 264,7 foram
expostas a diferentes concentracdes de 6leo essencial (0,16-0,64 pl ml™), por 24 horas. Os resultados
estdo expressos em percentagem da reducdo do MTT por células cultivadas na presenca de meio de
cultura (controlo). Cada valor corresponde a percentagem média £ SEM de trés experiéncias

independentes realizadas em duplicado. (**p<0,01, ***p<0,001, em relacdo ao controlo).

3.2.3. Oleo essencial de Bupleurum rigidum subsp. paniculatum | (BRI)

Nos ensaios com BF | observaram-se diferengas significativas nas células com 0,64l
ml™ na presenca de LPS (48,86+14,64%) em relacdo as células com LPS sem 6leo essencial
(100%), p<0,05 (Fig.12). Nao se verificaram alteragdes significativas na viabilidade celular das
células inoculadas com o6leo essencial em relacdo as células cultivadas sem a presenca deste.
Obtiveram-se resultados muito proximos dos do controlo (100%), 99,48+17,74 nas células com
0,16 pl ml?, 97,97+13,32% nas células com 0,32 pl mi? e 81,86+18,58% nas células com 0,64

ul mi™ de 6leo essencial (Fig.13).
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Figura 12. Efeito de BR | na producdo de nitritos em macréfagos. Os macréfagos (0,6 x 10° células
pO(;O'l) foram mantidos em meio de cultura (controlo), incubados com lpug ml™ de LPS e na presenca de
diferentes concentracdes de 6leo essencial (0,16-0,64pl ml™). Os resultados foram expressos em
percentagem de producéo de nitritos na presenga de LPS. Cada valor corresponde a média + SEM de trés
experiéncias independentes, realizadas em duplicado. (* p<0,05, em relacdo a LPS; ### p<0,001, em

relagdo ao controlo).

150-

1004 T —

504

Viabilidade Celular
(% do controlo)

Figura 13. Efeito de BR | na viabilidade de macréfagos (ensaio do MTT). Células RAW 264,7 foram
expostas a diferentes concentracdes de 6leo essencial (0,16-0,64 pl ml™), por 24 horas. Os resultados
estdo expressos em percentagem da reducdo do MTT por células cultivadas na presenca de meio de
cultura (controlo). Cada valor corresponde a percentagem média + SEM de trés experiéncias

independentes realizadas em duplicado.
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3.2.4. Oleo essencial de Bupleurum rigidum subsp. paniculatum 11 (BRII)

No ensaio com 6éleo essencial de B. rigidum Il verificaram-se diferencas significativas
nas células com a concentracdo de 0,64pl ml™ de 6leo essencial na presenca de LPS
(55,97+5,63%) em relacdo as células com LPS sem 6leos essenciais (100%), p<0,001 (Fig.14).
Verificou-se também uma ligeira diminuicdo da viabilidade celular, constatada pela redu¢édo do
MTT, nas células inoculadas com 6leo essencial em relacdo as células cultivadas sem a presenca
deste. A mortalidade foi maior nas células com maior concentracdo de 6leo essencial, em
comparagdo com o controlo. A viabilidade das células com 6leo essencial foi de 73,97+6,30%
(p<0,05) nas células com 0,16 pl ml™, 73,75+7,28% (p<0,05) nas células com 0,32 pl ml™e
55,97+5,63% (p<0,001) nas células com 0,64 ul mI™ de 6leo essencial (Fig.15).
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Figura 14. Efeito de BR Il na producéo de nitritos em macréfagos. Os macréfagos (0,6 x 10° células
pO(;O'l) foram mantidos em meio de cultura (controlo), ou estimulados com lpg ml™ de LPS ou na
presenca de LPS com diferentes concentracdes de 6leo essencial (0,16-0,64ul ml™). Os resultados foram
expressos em percentagem de producdo de nitritos por célula na presenca de LPS. Cada valor
corresponde a média + SEM de trés experiéncias independentes, realizadas em duplicado. (*** p<0,001,

em relacéo a LPS; ### p<0,001, em relagdo ao controlo).
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Figura 15. Efeito de BR |l na viabilidade de macréfagos (ensaio do MTT). Células RAW 264,7 foram
expostas a diferentes concentracdes de 6leo essencial (0,16-0,64 ul ml™), por 24 horas. Os resultados
estdo expressos em percentagem da reducdo do MTT por células cultivadas na presenca de meio de
cultura (controlo). Cada valor corresponde as médias + SEM de trés experiéncias independentes
realizadas em duplicado. (*(p<0,05 *** p<0,001).

3.3 Culturas in vitro

De forma a proceder a propagacao in vitro de B. rigidum subsp. paniculatum, B. gerardi
e B. fruticosum foram utilizados diversos procedimentos incluindo a germinagdo de sementes,
extragdo e germinacdo de embrides zigodticos, proliferacdo de meristemas, organogénese e
embriogénese somética (seccdo 2.3). Como o principal objetivo da cultura in vitro das diferentes
espécies é a multiplicacdo em larga escala e num curto espaco de tempo, procedeu-se de forma a
privilegiar procedimentos que permitissem a répida multiplicacdo das espécies estudadas. Os
resultados obtidos sdo referentes a dados relacionados com a multiplicacdo e enraizamento das
diferentes espécies estudadas.

3.3.1 Bupleurum rigidum subsp. paniculatum
3.3.1.1. Germinacdo de sementes

Na propagacdo in vitro desta espécie a principal limitacdo foi a falta de resposta dos
explantes escolhidos para iniciar a cultura in vitro. Tanto as sementes (Tabela 3) como os
meristemas axilares de plantas in vivo (Tabela 3) ndo se desenvolveram quando inoculados nos
respetivos meios de cultura e submetidos aos diferentes tratamentos.
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A germinacdo de sementes foi inicialmente testada em meio de cultura MS (Tabela 4),
diluido a metade da concentragdo e suplementado com 1% (p/v) de sacarose (sec¢do 2.3.3.1).
Foram testadas diversas condi¢fes de cultura: 40 dias a 25°C no escuro; 40 dias com um
fotoperiodo de 16h luz / 8h escuro a 25°C e 15 dias a 4° C no escuro seguido de um periodo de
40 dias a 25°C no escuro (Fig.16A). A germinagdo das sementes ndo ocorreu em nenhuma das
condi¢Oes testadas. De forma a ultrapassar a dorméncia das sementes procedeu-se de acordo
com um protocolo anteriormente testado com eficacia no Laboratério de Biotecnologia Vegetal
para outras espécies. As sementes foram colocadas em caixas de Petri com papel de filtro
embebido em &gua e sujeitas a 4°C durante varios periodos de tempo (sec¢édo 2.3.3.1). Também
neste caso ndo se observou germinagdo das sementes e, além disso, ocorreu uma elevada taxa de

contaminacdo das mesmas (Fig.16B).

3.3.1.2. Proliferagdo de meristemas

Para o estabelecimento de culturas in vitro desta espécie procedeu-se também a
proliferagcdo de meristemas axilares de plantas colhidas no seu habitat natural (Tabela 3). Apds a
desinfecéo (seccdo 2.3.2), os explantes foram colocados em meio de cultura MS suplementado
com diferentes concentragdes de BAP (seccdo 2.3.3.3). A propagacdo de meristemas axilares foi
dificultada pela grande percentagem de explantes infetados, pela sua oxidacdo e falta de
resposta (Fig.16C). A oxidagdo dos explantes ocorreu mesmo apds o tratamento com &cido
ascorbico e a inclusdo de carvao ativado e &cido ascorbico no meio. Devido a impossibilidade
de continuar a proliferagdo de meristemas a partir de meristemas axilares a investigagdo

prosseguiu recorrendo-se ao uso de pices caulinares provenientes da germinagdo de embrifes

zigoticos.

Figura 16. Estabelecimento das culturas in vitro de B. rigidum subsp. paniculatum. A- Sementes
inoculadas em tubos de ensaio. B- Sementes inoculadas em caixas de Petri. C- Segmentos nodais, com
meristemas axilares, inoculados em meio de cultura suplementado com BAP. As setas indicam locais

onde ocorreram contaminagdes flngicas. Barra= 1cm.
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3.1.1.2.1 Proliferacdo de meristemas provenientes da germinacdo de embrides zigoticos

O estabelecimento das culturas in vitro com sucesso foi possivel recorrendo a
germinacdo de embriBes zigdticos (seccdo 2.3.3.2), extraidos de sementes semelhantes as
testadas anteriormente (Fig.17A). A percentagem de embrides germinados foi em média 70,5 +
0,71% (Tabela 8). Apbs 30 dias de cultura, no meio de germinacgdo, os apices caulinares das
plantas provenientes da germinacdo dos embrifes foram utilizados na micropropagacdo via
proliferacdo de meristemas.

Para induzir a multiplicacdo dos meristemas dos apices caulinares, foram adicionados
ao meio de cultura MS diferentes concentragdes de citocininas (0; 0,25; 0,5; 1,0 e 1,5 mg I de
BAP) e um dos meios de cultura foi suplementado com uma combinacdo de auxinas e
citocininas (1,0 mg I de BAP e 0,5 mg I de IAA). Nos meios de cultura com BAP, ap6s 30
dias de cultura, ndo ocorreu a formacdo de novos rebentos caulinares, ocorrendo somente 0
desenvolvimento das folhas dos apices caulinares inoculados inicialmente (Fig.17B). No meio
de cultura suplementado com BAP e IAA, apés 30 dias de cultura, formou-se um tecido caloso
com uma tonalidade amarelada (Fig.17C) na base de todos os explantes, verificando-se a
formacdo de novos rebentos a partir do tecido caloso. Para avaliar a resposta do calo, o explante
foi mantido no mesmo meio de cultura por mais duas semanas. Ao fim desse periodo verificou-
se a formacdo de novos rebentos caulinares a partir do calo e 0s rebentos presentes
anteriormente desenvolveram-se (Fig.17D).

As plantulas formadas foram separadas em dois grupos iguais de forma a testar a sua
capacidade de enraizamento, um grupo foi mantido em meio MS sem reguladores de
crescimento e no outro foi testada a influéncia de IBA no enraizamento (seccdo 2.3.2.4). Nas
plantas mantidas em meio MS sem reguladores de crescimento ndo se verificou a formagéo de
raizes, nas plantas inoculadas no meio de cultura com IBA (Fig.17E) observou-se a formacao de

raizes em 60,0+5,0% dos explantes (Tabela 8).

Tabela 8- Micropropagacao de B. rigidum subsp. paniculatum.

Meio de cultura Resultado (%)
EEMnITRRE ol MS 705+0,71
embrides zigoticos
MS + 1mg I IBA (2 semanas)
Enraizamento + 60,0+5,0

MS (2 semanas)
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Figura 17. Cultura in vitro via proliferagdo de meristemas de B. rigidum subsp. paniculatum. A- Plantula
proveniente da germinacdo de um embrido zig6tico. B- Plantula proveniente da proliferagdo do meristema
apical, cultivado em meio MS suplementado com 0,5 mg I de BAP durante 4 semanas. C- Calo com
rebentos caulinares formados a partir da proliferacdo de um meristema apical, cultivado em meio MS
suplementado com 1,0 mg I de BAP e 0,5 mg I™* de IAA durante 4 semanas. D- Calo com rebentos
caulinares formados a partir da proliferacdo de um meristema apical, cultivado em meio MS
suplementado com 1,0 mg I de BAP e 0,5 mg I de IAA durante 6 semanas. E- Planta enraizada. a-

calo. b- rebentos caulinares. c- raizes. d- parte aérea da planta. Barra= 1cm.
3.3.2 Bupleurum gerardi
3.3.2.1. Germinag&o de sementes

A cultura in vitro de B. gerardi foi iniciada por via seminal, sendo a germinagdo das
sementes testada em meio MS diluido a metade da concentragdo e suplementado com 1% (p/v)
de sacarose (sec¢do 2.3.4.1). Metade das sementes foram colocadas a 25°C no escuro e a outra
metade a 25°C com um fotoperiodo de 16h luz / 8h escuro. Apenas as sementes mantidas no
escuro germinaram. As sementes comegaram a germinar quatro dias ap6s o inicio da cultura, no
entanto a germinacdo foi bastante descoordenada e ao fim de 30 dias em média 39,43 + 1,37 %
das sementes germinaram (Fig.20A).

3.3.2.2. Proliferacdo de meristemas

A proliferacdo de meristemas foi uma das técnicas escolhidas para a propagacao desta
espécie, os explantes utilizados para tal foram os &pices caulinares da plantas formadas via
germinacéo das sementes (Fig.20C). Para induzir a multiplicagdo dos apices caulinares foram
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adicionadas ao meio de cultura MS diferentes concentracdes de BAP (0; 0,5; 1,0 mg I™"). Apds
30 dias verificou-se a formagédo de novos rebentos caulinares e a ocorréncia de floragéo in vitro.
No meio de cultura sem adi¢do de BAP formaram-se em média 1,39 + 0,12 novos rebentos por
apice caulinar, no meio de cultura com 0,5 mg I de BAP, a taxa de multiplicagéo foi de 1,55
0,17 e no meio com 1,0 mg I* de BAP foi de 1,77 + 0,24. Ndo se verificaram diferencas
significativas no nimero de rebentos obtidos nos diferentes meios de cultura testados (Fig.18).

2.5-
2.0-
g
E 1.5 e
=
2 1.0
c:
0.5-
0.0 .
b Q‘? \?
BAP (mg 1)

Figura 18. Efeito da concentracdo de BAP no nimero de rebentos caulinares formados por proliferagdo
de meristemas de B. gerardi, durante 4 semanas de cultura. O meio sem BAP é o meio de controlo. Cada

valor corresponde @ média £ SEM de trés experiéncias.

3.3.2.3. Floracgéo in vitro

Verificou-se a formacgéo de inflorescéncias em alguns &pices caulinares, apds 3 semanas
de cultura. De forma a testar a influéncia de BAP na floracéo in vitro, adicionaram-se diferentes
concentragbes da hormona ao meio de cultura MS (0; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0 mg I de BAP). Para
testar a influéncia do carvéo ativado (AC), este foi adicionado ao meio de cultura com 0,25 mg
I de BAP (Fig.20D). Ap6s 30 dias de cultura, registou-se o nimero de explantes que floriram.
O meio de cultura onde ocorreu maior percentagem de floragdo foi 0 meio suplementado com
2,0 mg I de BAP (Fig.20E) tendo-se verificado diferencas significativas entre este e 0s meios
com 0,5 mg I de BAP (Fig.20B) (p<0,01) e com 1,0 mg I de BAP (p<0,05) (Fig.19). Néo se
verificaram diferencas significativas na percentagem de floragdo entre o meio de cultura com

AC e 0 meio com a mesma concentracdo de BAP sem AC (Fig.19). Observou-se também que
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com o aumento do ndmero de subculturas, a floragdo in vitro ocorre com maior precocidade o
que dificulta a multiplicagdo desta espécie, mesmo no meio de cultura com 0,5 mg I de BAP
(Fig.20F) onde se observou inicialmente uma menor percentagem de floracéo (Fig.19).

As inflorescéncias de B. gerardi foram também observadas ao microscopio eletronico
de varrimento (Figs. 21, 22, 23), para tal utilizaram-se seccdes de inflorescéncias de plantulas
cultivadas in vitro durante 0, 5, 10, 15 e 20 dias em meio MS suplementado com 0,5 mg I de
BAP e 3% (p/v) de sacarose (seccdo 2.4.2). A andlise microscépica permitiu observar a
formacdo de meristemas florais nos explantes com 15 dias de cultura (Fig.22) e a formacédo de

flores completamente desenvolvidas ap6s 20 dias de cultura (Fig.23).

100-
a,b
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S 60- I a
s b
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Figura 19. Efeito da concentracdo de BAP na floracdo in vitro via proliferacdo de meristemas de B.
gerardi. O meio sem BAP é o meio controlo. O meio 0,25 + AC contém 0,25 mg I de BAP e 2 g I de
AC. Cada valor corresponde a média £+ SEM de trés experiencias. a= (p<0.05). b= (p<0.05), diferencas

significativas segundo o teste de Tukey.
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Figura 20. Cultura in vitro de B. gerardi via proliferagdo de meristemas. A- Plantulas provenientes da
germinacdo de sementes. B e C- Proliferagdo de meristemas apicais, cultivado em meio MS
suplementado com 0,5 mg I de BAP durante 4 semanas. D- Proliferacdo do meristema apical, cultivado
em meio MS suplementado com 0,25 mg I* de BAP e 2 g I de AC durante 4 semanas. E- Proliferacio
do meristema apical, cultivado em meio MS suplementado com 2 mg I"* de BAP durante 4 semanas. F-
Subcultura da proliferacdo de meristemas, cultivado em meio MS suplementado com 0,5 mg 1™ de BAP

durante 4 semanas. As setas indicam formagcdo de flores. Barra= 1cm.
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Figura 21. Floragdo in vitro de B. gerardi, SEM. A- Apice caulinar ap6s 5 dias de cultura. B e C -
Pormenores da zona meristemética de um &pice caulinar ap6s 5 dias de cultura ma- meristema apical. cm-

células meristematicas em divisdo.

Figura 22. Apice caulinar de B. gerardi ap6s 15 dias de cultura, SEM. mf- meristema floral.
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Figura 23. Floragdo in vitro de B. gerardi, SEM. A-Flor formada ap6s 20 dias de cultura. B- Pormenor

de uma flor formada ap6s 20 dias de cultura sp- sépala. es- estigma.

3.3.3 B. fruticosum
3.3.3.1. Proliferagdo de meristemas

A cultura in vitro desta espécie foi realizada a partir da proliferacdo de meristemas
axilares de uma planta presente no JBUC. Apesar de se observarem algumas infe¢Ges fungicas
obteve-se uma resposta positiva dos explantes inoculados. O nimero de rebentos formados por
explante (os explantes infetados foram excluidos) foi registado ap6s 4 semanas de cultura e
observaram-se diferengas significativas na multiplicacdo dos explantes inoculados no meio de
controlo (1,25 £ 0,07), (p<0,05) (Fig.24) em comparacdo com o meio de multiplicacdo (2,8 £
0,67) (Fig.25A).

Procedeu-se ao enraizamento das plantulas obtidas na fase de multiplicacdo e ap6s 4
semanas de cultura a formacao de raizes foi registada. Observou-se apenas a formacao de raizes
nas plantulas inoculadas no meio de cultura suplementado com 1,0 mg I'* de IBA (Fig. 25B) e a

percentagem de formacédo de raizes foi em média 36,0 + 4,58 %.

47



RESULTADOS

4-
2 3
-
=
2
© 21
) a
=
e
= 14
0 T
\O
'60

Meio de cultura

Figura 24. Influéncia dos meios de cultura (controlo e multiplicacdo) no ndmero de rebentos caulinares
formados por proliferacdo de meristemas de B. fruticosum, durante 4 semanas de cultura. O meio
controlo, é o meio MS suplementado com 3% (p/v) de sacarose; o meio de multiplicacdo é o meio MS
suplementado com 1,5 mg I'* de BAP,1,0 mg I de IAA e 3% (p/v) de sacarose. Cada valor corresponde &

média £ SEM de trés experiencias. a=(p<0.05), diferencas significativas segundo o teste de Tukey.

Figura 25. Cultura in vitro de B. fruticosum via proliferacdo de meristemas. A- Rebentos caulinares
resultantes da proliferacdo de meristemas axilares, cultivados em meio MS suplementado com 1,5 mg I™*
de BAP,0,5 mg I de IAA e 3% de sacarose durante 4 semanas. B- Planta com raizes, cultivada durante 2
semanas em meio MS suplementado com 1,0 mg I™* de IBA e 2 semanas em meio MS, diluido a metade
da concentracdo e suplementado com 3% de sacarose. a- rebento caulinar. b- parte aérea da planta. c-

raizes. Barra= 1cm.
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3.3.4. Embriogénese somética

A micropropagacdo das espécies estudadas foi igualmente testada via embriogénese
somética. Em B. rigidum subsp. paniculatum e B. gerardi observou-se a formacéo de calos em
todos os explantes inoculados no meio com reguladores de crescimento (Tabelas 9). Na cultura
de B. fruticosum 63,64 % dos tubos de ensaio foram contaminados por fungos (Tabela 9) , no
entanto observou-se a formacdo de calos em todos os tubos de ensaio sem contaminacgdes
fangicas. No meio de controlo ndo se observou a formacéo de calos.

De forma a clarificar a natureza dos calos formados no meio de inducéo, inocularam-se
porcdes de calos em meio de cultura MS diluido a metade da concentracdo com 1% (p/v) de
sacarose, ao fim de 60 dias registou-se a formacdo e o desenvolvimento de embribes. Em B.
rigidum subsp. paniculatum apenas se observou desenvolvimento de estruturas esbranquigadas
semelhantes a embrides em dois 2 explantes (6,06%) (Tabela 9), essas estruturas foram
mantidas no mesmo meio de cultura de forma a completarem o seu desenvolvimento (Fig.26A).
Em B. gerardi observou-se a formagdo de um grande nimero de estruturas de tonalidade
amarela em 52,94 % dos explantes (Tabela 9). Porcdes dessas estruturas foram mantidas no
mesmo meio de cultura de forma a completarem o seu desenvolvimento (Fig.26B). Em B.
fruticosum, observou-se a formacdo de embrifes a partir dos calos e em 58,33% (Tabela 9),
destes observou-se a germinagdo dos embrides (Fig.26C). No total desenvolveram-se 47
plantas, as quais foram inoculadas no mesmo meio de cultura de forma a finalizarem o seu

desenvolvimento (Fig.26D).

Tabela 9- Inducdo de embriogénese em segmentos foliares de Bupleurum spp.

Formacéo de

- . (0
Espécie Meio de cultura Inducéo (%0) embrides ( %) *
B. rigidum subsp. 1,0mg 1" de 2-4 D + 100 6.1
paniculatum 0,2 mgll'1 de KN !
. 10mgl~de2-4D +
B. gerardi 0,2 mg I de KN 100 52,9
1,0mgl*tde2-4D +

B. fruticosum 36,4 58,3

0,2mg I"* de KN

* Meio de cultura MS suplementado com 1% (p/v) de sacarose.
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Figura 26. Inducdo de embriogénese somatica em Bupleurum spp. A- B. rigidum subsp. paniculatum. B-
B. gerardi. C e D- B. fruticosum. a e b- embrides sométicos de B. rigidum subsp. paniculatum e B.

gerardi, respetivamente. c- embrides somaticos germinados. Barra= 1cm.
3.4. Estruturas secretoras de Bupleurum spp.

De forma a identificar as estruturas onde sdo sintetizados e acumulados os 6leos
essenciais foram feitas observagbes microscopicas (MO e SEM) de seccOes de diferentes 6rgaos

das plantas em estudo (secgdo 2.4.1).
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3.4.1 B. rigidum subsp. paniculatum

Para a andlise das estruturas secretoras desta espécie foram realizados cortes
histol6gicos de caules, folhas e flores (Tabela 5).

Foram efetuados cortes histologicos transversais de seccbes de caules (Fig.27A, B)
obtidos a partir de plantas colhidas no seu habitat natural (sec¢do 2.4.1.1). A observacdo ao MO
permitiu a identificacdo de 8 a 9 canais secretores por seccdo localizados entre a zona vascular e
a zona cortical (Fig.27A). Estruturas semelhantes as identificadas nos caules foram observadas
igualmente em sec¢bes de folhas ( com 1 canal na nervura central e 1 em cada nervura
secundaria) (Fig.27C, D) e de flores (11 a 12 canais em cada secgdo floral) (Fig.27E). A
observacdo por SEM de seccdes transversais de caules permitiu igualmente identificar estruturas
semelhantes as observadas anteriormente (Fig.27G, H), permitindo observar em pormenor as
celulas que limitam o lumen do canal (Fig.27H).

Para analisar as estruturas secretoras de plantas cultivadas in vitro utilizaram-se sec¢6es
de caules de plantulas cultivadas in vitro durante 4 semanas, completamente desenvolvidas.
Observactes ao MO permitiram identificar canais semelhantes aos observados nas plantas in
vivo e a analise histoquimica de secc¢des transversais do caule permitiu identificar os secretados

contidos nos canais como compostos terpénicos (Fig.27F).

3.4.2 B. fruticosum

Para a analise das estruturas secretoras foram realizados cortes histolgicos de caules,
folhas e flores (Tabela 5).

Nos cortes histoldgicos transversais de secgdes do caule colhidos a partir da planta
existente no JBUC (seccdo 2.4.1.1), foi possivel identificar 21 a 24 canais secretores por sec¢do
localizados na zona intermédia entre o floema secundario e a zona cortical (Fig.28A). A analise
histoquimica permitiu identificar a natureza dos secretados inclusos nos canais como sendo
compostos terpénicos (Fig.28E). Estruturas semelhantes as identificadas nos caules foram
observadas igualmente em secgdes de folhas (entre 21 e 23 canais na nervura central e 2 em
cada nervura secundéria, Fig.28 B, C) e em sec¢Oes de flores (entre 8 a 10 canais, Fig.28D). A
observacéo de secgdes transversais de caules em SEM permitiu igualmente identificar estruturas
semelhantes as observadas anteriormente (Fig.28G), permitindo observar as células que limitam
o0 limen do canal (Fig.28H).

A caracterizacdo das estruturas secretoras em plantas cultivadas in vitro foi realizada
utilizando seccOes de caules de plantulas completamente desenvolvidas. A partir da observagao
destas sec¢des em MO foi possivel identificar canais semelhantes aos observados nas plantas in
vivo e a analise histoquimica de secc¢des transversais do caule permitiu identificar os secretados

contidos nos canais como compostos terpénicos (Fig.28F).
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Figura 27. Canais secretores de B. rigidum subsp. paniculatum. A e B- Secc@es transversais de um caule.
C e D- Secc0es transversais de uma folha. E- Secgéo transversal de uma flor. F- Seccdo transversal de um
caule, de uma planta estabelecida in vitro, corado com o reagente de NADI. G e H- Secgdes transversais
observadas em SEM. fl- Floema. xI- Xilema. cs- Canal secretor. f- Fibras. md- Medula. nv1- Nervura
principal. nv2- Nervuras secundarias. Im- Lamen do canal secretor. cl- Célula secretora. Barra= 100 um.
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Figura 28. Canais secretores de B. fruticosum. A- Seccdo transversal de um caule. B e C- Seccdes
transversais de uma folha. D- Seccéo transversal de uma flor. E- Corte histol6gico de um caule de uma
planta colhida no seu habitat natural, corado com o reagente de NADI. F- Corte histologico de um caule
de uma planta estabelecida in vitro, corado com o reagente de NADI. G e H- Cortes histoldgicos
observados em SEM. fl- Floema. xI- Xilema. cs- Canal secretor. md- Medula. pp- Parénquima em
palicada. pl- Parénquima lacunoso. nv2- Nervuras secundarias. Im- Lumen do canal secretor. cl- Célula

secretora. Barra= 100 pm.
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3.4.3 B. gerardi

Para a analise das estruturas secretoras desta espécie foram utilizadas sec¢des de caules
de plantas estabelecidas in vitro. A partir da observacdo destas sec¢bes ao MO foi possivel
identificar canais semelhantes aos observados nas outras espécies estudadas. A analise
histoquimica de secgdes transversais do caule permitiu, também, identificar os secretados

contidos nos canais como sendo compostos terpénicos (Fig.29).

Figura 29. Secc¢do transversal de um caule de uma planta estabelecida in vitro, corada com o reagente de

NADI. cs- Canais secretores. Barra= 100 pm.
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4.1 Extracdo dos 6leos essenciais

B. rigidum subsp. paniculatum e B. lancifolium foram as espécies selecionadas para a
extracdo dos 0Oleos essenciais, pois foi possivel encontrar populagdes que permitiram a colheita
de material vegetal suficiente sem colocar em risco a preservacdo destas.

O o6leo essencial das partes aéreas floridas sem sementes maduras de B. rigidum subsp.
paniculatum foi extraido com um rendimento de 0,39% (p/v). O dleo mostrou ser
maioritariamente constituido por hidrocarbonetos monoterpénicos sendo 0s principais
constituintes a- pineno (36%), S- pineno (26%) e limoneno (10,5%). Num estudo prévio
realizado no Laboratério de Farmacognosia da Faculdade de Farmacia, o 6leo essencial extraido
das partes aéreas floridas da planta com sementes maduras mostrou a presenca dos mesmos
constituintes maioritarios, mas com ligeiras variagbes quantitativas. No Unico trabalho
publicado sobre a composic¢do do 6leo essencial de B. rigidum subsp. paniculatum, os autores
analisaram os 6leos de plantas colhidas nos Montes Toledo, mostrando também a presenca dos
constituintes maioritarios, a e p- pinenos (Pala-Paul et al.,1999). Adicionalmente teores
elevados de mirceno (26,2%) foram identificados nessa amostra e o limoneno foi encontrado
em teores semelhantes ao do 6leo portugués (12,5%). As diferencas observadas entre os 3 6leos
isolados da mesma espécie mas provenientes de populacfes diferentes comprovam que plantas
da mesma espécie sob influéncia de diferentes fatores abidticos podem biossintetizar 6leos
essenciais com composicBes distintas. O Oleo essencial de B. rigidum subsp. paniculatum
extraido neste trabalho foi utilizado ulteriormente na avaliagdo da sua atividade anti-
inflamatoria e citotoxicidade.

O o6leo essencial das partes aéreas floridas e dos frutos secos de B. lancifolium
apresentou um rendimento muito baixo, ndo sendo possivel a recolha do 6leo essencial para
estudos de bioatividade. No entanto, num trabalho anterior foi possivel a extracdo de 6leo,
utilizando a mesma metodologia (hidrodestilagdo), os constituintes maioritarios encontrados
foram espatulenol (15,4%) e a-pineno (10,8%) em flores e hexacosano (13,0%) e pentacosano
(12,0%) em frutos (Saragoglu et al., 2012). O diminuto teor de dleo essencial nas plantas
utilizadas no presente trabalho podera ser justificado pela eventual influéncia de fatores
intrinsecos ou das condi¢des ambientais em que as plantas se desenvolveram (Figueiredo et al.,
2008).
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4.2. Atividade anti-inflamatoria

O efeito anti-inflamatdrio do 6leo essencial de diversas espécies de Bupleurum tem sido
reportado usando modelos in vitro e in vivo (Ashour & Wink, 2011). Considerando as espécies
alvo no presente trabalho, somente para B. fruticosum foi reportado o potencial anti-
inflamatdrio do 6leo, em edemas de rato induzidos por carragenina (Lorente et al., 1989).

No presente estudo foi selecionado um modelo in vitro (linha celular de macréfagos),
otimizado para o efeito, como método de avaliacdo da atividade anti-inflamatdria dos 6leos. O
parametro anti-inflamatorio analisado foi a inibicdo da producédo de NO em células estimuladas
por LPS. O NO é um mediador pro-inflamatdrio produzido em elevada quantidade durante os
processos inflamatérios. As linhas celulares de macrdfagos de ratos ap6s estimulagdo com LPS
(simula uma infecdo) expressam a principal enzima envolvida neste processo, a 0xido nitrico
sintase induzivel , INOS (Calixto et al., 2003). A inibicdo desta enzima e a consequente
diminuicdo dos niveis de NO tem sido vista como uma estratégia na busca de novos agentes
anti-inflamatérios (Vallance & Leiper, 2002). Paralelamente a citotoxicidade dos 6leos foi
analisada de forma a determinar concentragdes bioativas e seguras dos mesmos.

Nos testes efetuados com Oleos essenciais de B. fruticosum ambas as amostras
evidenciaram diminuicBes significativas na produgdo de nitritos pelos macréfagos na
concentracdo de 0,64 pl ml™, em comparagdo com os macréfagos estimulados somente com
LPS (controlo). Na amostra Il também se verificou uma diminuicdo significativa na
concentracio de 0,32 pl ml™ . Apesar de se constatar a diminuicdo da producéo de nitritos nas
células em contacto com as concentragdes anteriormente referidas, verificou-se igualmente,
através do ensaio do MTT, que estas concentragdes eram citotdxicas. Tais resultados
evidenciam que a diminuicdo da producdo de nitritos esta relacionada com a morte celular. Ou
seja, a menor producdo de nitritos deve-se a diminuicdo do nimero de células e ndo & inibicdo
da producdo de nitritos causada pelo 6leo essencial.

Lorente demonstrou a atividade anti-inflamatéria do 6leo essencial de B. fruticosum
(Lorente et al., 1989), no entanto como utilizou um modelo in vivo ndo se sabe qual o
mecanismo de acdo. Tendo por base os presentes resultados, 0 mecanismo de a¢do nado estara
relacionado com inibicdo da producdo de NO mas com outro mecanismo, como por exemplo o
efeito nos metabolitos da via do acido araquidonico (LOX, COX) ou na producédo de citoquinas
pro-inflamatdrias (Issa et al., 2006; Miguel, 2010).

Apesar dos dois 6leos de B. fruticosum ndo mostrarem atividade anti-inflamatéria, foi
possivel determinar as concentragdes seguras destes Oleos. A amostra | mostrou ser menos

toxica comparativamente & amostra Il. Apesar de as duas amostras apresentarem 0s mesmos
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constituintes maioritarios (« e S pineno), os 6leos essenciais sd&o uma mistura complexa de
compostos, podendo a diferente toxicidade ter origem em compostos minoritarios presentes em
diferentes concentracbes nas duas amostras, bem como nas variagfes quantitativas dos
principais compostos. As diferencas quantitativas na composic¢éo dos 6leos devem-se ao facto
das plantas terem sido colhidas em alturas diferentes, com estados de desenvolvimento distintos.
Lorente et al. (1989) comprovaram que a atividade anti-inflamatéria de B. fruticosum se deve
em grande parte aos seus dois principais constituintes, « e # pineno. No entanto a atividade dos
compostos isolados demonstrou ser relativamente menor que a do dleo essencial o que
demonstra a existéncia de sinergias entre os diversos constituintes dos 6leos.

Ambos os 0Oleos essenciais de B. rigidum subsp. paniculatum, mostraram diminuicoes
significativas na producdo de nitritos pelos macréfagos na concentragio de 0,64 pl ml™ em
comparagdo com o0s macréfagos estimulados somente com LPS (controlo). Na amostra II,
apesar de se constatar a diminui¢do da producgdo de nitritos nas células em contacto com 6leo
essencial, verificou-se igualmente, através do ensaio do MTT, que esta concentracdo é
citotoxica para as células. Tais resultados evidenciam, mais uma vez, que a diminuicdo da
producdo de nitritos deve-se a morte celular. A amostra I, por sua vez, mostrou potencial anti-
inflamatdrio pois ndo apresentou toxicidade para as células na concentracdo bioativa (0.64 pl
ml™). Mais uma vez ficou patente que amostras da mesma espécie podem apresentar resultados
distintos. As duas amostras foram obtidas de duas populagdes diferentes, cujos 6leos essenciais
apesar de apresentarem 0s mesmos constituintes maioritarios demonstram alguma variabilidade
em termos quantitativos.

Outros autores demonstraram, também, a eficacia de dleos essenciais com elevados
teores de « ou B-pineno na inibicdo da producdo de NO, nomeadamente os Oleos de Artemisia
capillaris (Cha et al., 2009), Abies koreana (Yoon et al., 2009) e Juniperus oxycedrus (Neves et
al., 2010).

4.3 Culturas in vitro

No presente trabalho foram estabelecidos, pela primeira vez, protocolos de cultura in
vitro, eficientes para a multiplicacdo em larga escala de B. rigidum subsp. paniculatum, B.
gerardi e B. fruticosum da flora portuguesa e para tal foram utilizados diversos procedimentos
incluindo a germinacdo de sementes, extracdo e germinacao de embrides zigoticos, proliferacdo
de meristemas, organogénese e embriogénese somatica.

A propagacdo das espécies em estudo por via seminal foi realizada com o objetivo de
obter material vegetal para a proliferacdo de meristemas, em alternativa a utilizacdo de

meristemas provenientes de plantas colhidas no habitat natural. Apesar de ndo permitir a
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manutencdo do gendtipo das plantas propagadas esta técnica demonstrou ser bastante
importante no estabelecimento inicial das culturas de B. gerardi e B. rigidum subsp.
paniculatum, que foram propagadas pela primeira vez por esta via. De facto, a propagagéo via
seminal de Bupleurum spp. é limitada devido & rapida perda de viabilidade das sementes e a
presenca frequente de dorméncia (Fraternale et al., 2002). Por outro lado, fatores como a
temperatura e as condi¢des de luz também podem influenciar diretamente a germinacdo das
sementes (Madakadze et al., 1993).

Para além da proliferacdo de meristemas apicais de plantas formadas por via seminal,
referida anteriormente, foram também estabelecidas culturas in vitro usando meristemas axilares
obtidos a partir de plantas de B. rigidum subsp. paniculatum e B. fruticosum colhidas no seu
habitat natural. A micropropagacéo via proliferacdo de meristemas axilares € uma metodologia
vantajosa em relacdo a micropropagacdo com meristemas provenientes da germinagdo de
sementes, pois permite a conservagdo do genotipo e a obtencdo de clones geneticamente iguais a
planta-m&e. No entanto neste tipo de cultura in vitro é necessario prestar especial aten¢do a
desinfecdo dos explantes devido a grande suscetibilidade destes a contaminagdes, neste caso
adicionou-se ao protocolo de desinfegdo um antifingico sistémico (0,3 g I*Benlato). Apesar de
ocorrerem algumas infecGes a metodologia utilizada permitiu o estabelecimento de um elevado
numero de culturas assépticas.

Finalmente, foi igualmente avaliada a propagacdo das espécies via embriogénese
somatica. Nesta técnica apesar de existir maior probabilidade de ocorréncia de variacdes
genéticas, a subcultura de calos com capacidade embriogénica é possivel durante um alargado

periodo de tempo e as plantas geradas ndo necessitam de uma etapa de enraizamento.

4.3.1 Bupleurum rigidum subsp. paniculatum

B. rigidum subsp. paniculatum existe em relativa abundancia da Beira Litoral, onde
foram identificadas 3 populacdes (Serra da Boa Viagem, Fonte coberta e Eiras) de grande
dimensdo. No entanto a propagacdo de meristemas provenientes de plantas colhidas nestas
populagdes ndo foi eficaz, a adicdo de BAP ao meio de cultura ndo influenciou o
desenvolvimento de novos rebentos caulinares. Nos explantes axilares para alem de ndo se
desenvolverem novos rebentos verificou-se a ocorréncia de uma elevada taxa de oxidag&o,
mesmo ap6s o tratamento dos explantes com um antioxidante (&cido ascorbico).
Adicionalmente, a inclusdo de carvao ativado ao meio de cultura ndo influenciou a proliferacédo
de meristemas axilares apesar deste composto ser frequentemente utilizado com éxito em
algumas espécies devido a sua capacidade de absor¢do de substancias inibidoras da proliferacdo
(Pan & Staden, 1998).
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Em alternativa testou-se a propagacdo de meristemas apicais provenientes da
germinagdo de sementes. A propagacdo via seminal revelou-se igualmente ineficiente nesta
espécie apesar das diversas condigdes testadas, nomeadamente luz e temperatura variaveis.
Desta forma, a obtencdo de plantas apenas foi possivel apds a extragdo dos embribes zigéticos
das sementes e a germinacdo destes em meio MS diluido a metade da concentracdo e
suplementado com 1% (p/v) de sacarose, com um fotoperiodo de 16h luz/8h escuro a 25°C.
Uma possivel explicacdo para o facto das sementes ndo germinarem gquando sujeitas as mesmas
condicBes onde ocorreu a germinagdo dos embrides zigoticos extraidos das sementes da mesma
colheita, é a existéncia de uma dorméncia fisiol6gica pouco profunda destas, provavelmente
devido a grande impermeabilidade da testa ou a presenca de substancias que inibam a sua da
germinacédo (Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006).

Utilizando os meristemas apicais como explantes, verificou-se o alongamento e
desenvolvimento das folhas, no entanto ndo ocorreu a indugdo de novos rebentos. Apesar de a
adicdo de BAP ter sido reportada eficazmente na fase de multiplicagdo de outras espécies de
Bupleurum, nomeadamente, B. kaoi (Chen et al., 2006) e B. distichophyllum (Karuppusamyand
& Pullaiah, 2007), a forte dominancia apical em B. rigidum subsp. paniculatum podera ser
responsével pela a auséncia de desenvolvimento de novos meristemas, mesmo apo6s a adi¢do de
BAP (Canhoto, 2010). A adic¢do de auxinas e citocininas, em simultdneo no meio de cultura,
tem demonstrado ser mais eficiente na proliferacdo de meristemas em algumas espécies de
Bupleurum em contraste com a adigdo de citocininas isoladas (Fraternale et al., 2002; Bertoli et
al., 2004). De forma a testar o efeito combinado destas hormonas na proliferacdo de meristemas
apicais desta espécie, adicionou-se 1,0 mg 1™ BAP e 0,5 mg I IAA ao meio de cultura. Apds 4
semanas de cultura, verificou-se a formagéo de calos na zona de contacto entre o explante e 0
meio. Os calos formados originaram novos rebentos que aumentaram consideravelmente de
namero ap6s 6 semanas de cultura. A formagao de novos rebentos a partir do calo denomina-se
organogenese e difere da proliferagdo de meristemas, pois neste tipo de propagacdo ocorre a
formacdo de um novo meristema a partir de células diferenciadas (Canhoto, 2010; Geneve,
2011). Tal como verificado noutras espécies, a formacéo de novos rebentos adventicios por esta
via de propagacdo foi fortemente influenciada pela presenca de uma elevada relacdo
citocininas/auxinas. No entanto, plantas regeneradas a partir de rebentos adventicios tém maior
probabilidade de apresentarem variagdes somaclonais, em comparacdo com plantas formadas
via proliferagdo de meristemas (Geneve, 2011). Apesar das desvantagens desta técnica, a
propagacdo via organogénese foi a Unica forma eficiente de propagar B. rigidum subsp.
paniculatum in vitro. Os rebentos formados foram enraizados e a formag&o de raizes ocorreu em
60+5% dos rebentos, apds 2 semanas em cultura em meio MS suplementado com 1,0 mg I IBA
, Seguido de 2 semanas de cultura em meio MS sem reguladores de crescimento. Por dltimo, a

inducdo de embriogénese somatica foi também avaliada nesta espécie (sec¢do 4.3.4).
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4.3.2 Bupleurum gerardi

B. gerardi apesar de ter uma ampla distribuicdo geografica (Europa e Sudoeste
Asidtico), as suas populagdes sdo de dimensGes muito reduzidas e dispersas (Neves et al.,
2009), sendo dificil efetuar colheitas sem comprometer a biodiversidade das populacdes
naturais. Na Unica populacdo referenciada na Beira Litoral, Serra da Boa Viagem, ndo foi
possivel identificar nenhuma planta desta espécie nas deslocacBes efetuadas ao local,
impossibilitando a colheita de material vegetal. Devido a sua escassez e a impossibilidade de
colheita de plantas para o estabelecimento das culturas in vitro recorreu-se ao uso de sementes
cedidas pelo banco de sementes do JBUC. A germinacdo das sementes in vitro foi realizada em
meio MS diluido a metade da concentracdo e suplementado com 1% (p/v) de sacarose, no
escuro a 25°C. Apds 30 dias de cultura a taxa de germinagdo foi de 39,43+1,37%. Os
meristemas axilares das plantas obtidas foram utilizados como explantes para a propagacao
desta espécie via proliferacdo de meristemas, ultrapassando a limitacdo da auséncia de plantas
no habitat natural. Na proliferacdo de meristemas apicais de B. gerardi observou-se o
desenvolvimento de rebentos axilares e a formacdo de inflorescéncias ap6s 3 semanas de
cultura. A adicdo de diferentes concentragdes de BAP ao meio de cultura ndo influenciou
significativamente a multiplicacdo desta espécie, no entanto verificou-se uma correlacdo entre a
concentracdo de BAP e a inducdo da floracéo.

A maior percentagem de floragdo foi obtida no meio de cultura testado com maior
concentragdo de BAP, 2,0 mg I'*. A influéncia desta hormona na indugéo da floragéo in vitro,
foi também demostrada em Fortunella hindsi (Jumin & Nito, 1996), Boronia megastigma
(Roberts et al., 1993), Murraya paniculata (Jumin & Ahmad, 1999) e Bambusa edulis (Lin et
al., 2003). A agdo de BAP na floragdo estd geralmente relacionada com a sua influéncia nas
divisGes celulares do meristema apical e posterior formagdo de meristemas florais (Corbesier et
al., 2003; Mahesh & Jeyachandran, 2013). Na andlise da floracdo in vitro através de
microscopia foi possivel observar células meristeméaticas de um meristema apical, cultivado
durante 5 dias num meio de cultura com 0,5 mg I* de BAP, em divisdo celular. Na cultura in
vitro de B. gerardi a floracdo ocorre nos meios de cultura com e sem a presenca de BAP, no
meio de cultura sem a adicdo de BAP a floracéo pode ser justificada pela acdo de reguladores de
crescimento enddgenos, tal como acontece reportado para outras espécies (Mahesh &
Jeyachandran, 2013). Observacbes ao SEM permitiram observar o desenvolvimento de
meristemas florais ap6s 15 dias de cultura, bem como o completo desenvolvimento de uma flor
apos 20 dias de cultivo.

A floragdo in vitro pode ser usada como uma ferramenta importante para o estudo da

inducdo e desenvolvimento floral mas revela-se prejudicial na multiplicacdo in vitro pois, apos
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varias subculturas, os explantes perdem a capacidade de formar novos rebentos privilegiando a
floragdo, que ocorre precocemente. Tal facto podera ser explicado pelo acumular de reguladores
de crescimento nos tecidos das plantas cultivadas in vitro. A propagacdo via embriogénese
somatica foi testada nesta espécie como alternativa a propagacao via proliferagdo de meristemas
(4.3.4).

4.3.3 Bupleurum fruticosum

A proliferacdo de meristemas de B. fruticosum foi testada usando meristemas axilares
provenientes de um arbusto presente no JBUC. Em trabalhos anteriores, Fraternale et al. (2002)
e Bertoli et al. (2004) concluiram que a multiplicacdo desta espécie era beneficiada pela adigdo
de BAP e IAA em simultaneo ao meio de cultura. Nesse sentido, 0 meio de multiplicacdo usado
no presente trabalho foi suplementado com 1,5 mg I* de BAP e 1,0 mg I de 1AA, verificando-
se um efeito positivo na formacéao de rebentos axilares.

O enraizamento das plantulas formadas durante a fase de multiplicagdo foi possivel ap6s
2 semanas de cultura em meio suplementado com 1,0 mg I IBA, seguido de mais 2 semanas de
cultura em meio sem reguladores de crescimento, registando-se uma taxa de enraizamento de
36% (+4,58) dos explantes. Foi igualmente testada a propagacao desta espécie via embriogénese
somaética (4.3.4).

4.3.4 Embriogénese somatica

A inducdo de embriogénese somatica efetuou-se a partir de secgdes foliares de plantas
estabelecidas in vitro de B. rigidum subsp. paniculatum, B. gerardi e B. fruticosum. A adicao de
2,4-D e de 2,4-D em associacdo com KN tem sido eficaz na inducéo de embriogénese somatica
em diversas espécies de Bupleurum, particularmente B. falcatum (Hiraoka, 1983; Hiraoka et al.,
1986; Shon et al., 2004) e B. scorzonerifolium (Guang-min et al., 1992). Nesse sentido, a
capacidade de inducdo de embriGes somaticos foi testada utilizando meio de cultura com a
adicdo de 1,0 mg I de 2,4-D e 0,2 mg I de KN. Apds 8 semanas de cultura no escuro, todos os
explantes de B. rigidum subsp. paniculatum e B. gerardi formaram massas proembriogénicas
(calos). Na cultura de B. fruticosum verificou-se a indugdo em 36,36% dos explantes. Os
explantes que ndo formaram calos embriogénicos apresentavam contaminagdes, provavelmente
de natureza fangica, o que poderd ter ocorrido durante a inoculagéo ou durante a cultura in vitro.
Nos calos formados durante este processo ndo se observou a formagéo de embrides somaticos.
Os embrides somaticos nas espécies estudadas, bem como na generalidade das espécies
(Canhoto, 2010; Loberant & Altman, 2010), formaram-se num processo de duas fases, primeiro

desenvolveram-se os calos induzidos que proliferaram na presenca da auxina e 0s embrides
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somaticos desenvolveram-se somente quando os calos foram transferidos para um meio de
cultura sem reguladores de crescimento. Assim, apds 8 semanas de cultura em meio sem
reguladores de crescimento, observou-se a formacdo de embrides somaticos em todas as
espécies e a germinagdo dos embriGes formados em B. fruticosum. Paralelamente, por¢des de
calos foram mantidas no mesmo meio de cultura onde ocorreu a inducdo, verificando-se uma
continua proliferacdo dos mesmos.

A embriogénese somatica pode revelar-se uma técnica de propagacdo vantajosa para a
micropropagacdo das espécie em estudo, pois permite, apés inducdo e em alternativa a
propagacdo via proliferacdo de meristemas, a manutencdo da cultura durante um alargado

periodo de tempo e consequente formagdo de um grande numero de plantas.

4.4 Estruturas secretoras

As estruturas secretoras de B. rigidum subsp. paniculatum, B. gerardi e B. fruticosum
foram caracterizadas recorrendo a varias técnicas de microscopia. As estruturas secretoras
envolvidas na produgdo e acumulagdo dos dleos essenciais foram identificadas como sendo
canais secretores, tal como observado por outros autores em espécies do género Bupleurum
(Manunta et al., 1992) e na familia Apiaceae (Svoboda & Svoboda, 2000).

As observagdes microscopicas permitiram também identificar canais secretores em
plantas estabelecidas in vitro e identificar os secretados contidos nestas estruturas como sendo
de origem terpénica. A identificacdo de compostos terpénicos em pléntulas cultivadas in vitro
comprova que as técnicas de cultura in vitro ndo interferem na biossintese destes compostos
gue se encontram presentes mesmo em etapas iniciais do desenvolvimento das plantas (rebentos
formados in vitro). Varios trabalhos tém mostrado que os 6leos essenciais produzidos por
plantas propagadas in vitro apresentam uma composi¢do quimica semelhante aos 6leos isolados
das respetivas plantas-mée (Arikati et al., 2004; Avato et al., 2005; Zuzarte et al., 2010),

incluindo um estudo realizado em B. fruticosum (Bertoli et al., 2004).
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5.1. Conclusdes

No presente trabalho, com base numa abordagem multidisciplinar e visando a
valorizagdo das espécies de Bupleurum spp. que crescem espontaneamente em Portugal, foi
possivel estudar as potencialidades de B. rigidum subsp. paniculatum e B. lacifolium ao nivel da
producdo de Oleo essencial, investigar o efeito do dleo essencial de B. rigidum subsp.
paniculatum e B. fruticosum na inibicdo de NO (um mediador chave da inflamagdo) bem como
avaliar a citotoxicidade destes e desenvolver protocolos de micropropagacdo para B. rigidum
subsp. paniculatum, B. fruticosum e B. gerardi.

Foram identificadas, na regido da Beira Litoral, varias populacdes espontaneas de B.
rigidum subsp. paniculatum e B. lancifolium, as quais permitiram a colheita de material vegetal
de forma a proceder-se a extracdo dos seus 0leos essenciais. A extracdo por hidrodestilagdo do
material vegetal colhido, permitiu a obtencdo de 6leo de B. rigidum subsp. paniculatum. O
rendimento do 6leo essencial foi de 0,39% (p/v) e os constituintes maioritarios do 6leo foram
identificados como sendo a-pineno, S-pineno e limoneno.

O efeito do 6leo essencial de B. rigidum subsp. paniculatum e B. fruticosum no
processo inflamatorio foi avaliado com base na inibicdo de NO. O 6dleo essencial de B. rigidum
subsp. paniculatum obtido de partes aéreas de plantas em flor e sementes maduras colhidas em
Féatima apresentou propriedades anti-inflamatérias, pois na concentragdo de 0,64ul ml™ inibiu a
producéo de nitritos e ndo revelou toxicidade. As outras amostras ndo inibiram a producédo de
nitritos e, exceto o 6leo de B. fruticosum de partes aéreas de plantas com flores e sem sementes
maduras na concentracdo 0,16pl ml™, todas mostraram toxicidade.

O estabelecimento de culturas in vitro foi testado via proliferagédo de meristemas e por
embriogénese somatica de B. rigidum subsp. paniculatum, B. gerardi e B. fruticosum. Nos
ensaios de propagacdo de meristemas de B. rigidum subsp. paniculatum apenas os explantes
provenientes da germinacdo de embrides zigdticos permitiram a propagacgdo desta espécie, no
entanto a propagacgdo deu-se via organogenese e ndo a partir de proliferacdo de meristemas. Os
apices caulinares cultivados em meio de cultura MS suplementado com 1,0 mg I1de BAP e 0,5
mg I"* de IAA permitiram o desenvolvimento indireto de um grande nimero de rebentos
adventicios, o enraizamento destes ocorreu quando cultivados durante 2 semanas em meio
suplementado com 1,0 mg I IBA e mais 2 semanas em meio de cultura sem reguladores de
crescimento. Na proliferacdo de meristemas apicais, provenientes de plantas obtidas via
seminal, de B. gerardi verificou-se o desenvolvimento de rebentos caulinares em meio de
cultura com e sem BAP, no entanto, observou-se a floracdo in vitro dos explantes, o que
prejudicou a propagacao desta espécie por esta via ao fim de algumas subculturas. Em B.
fruticosum a proliferacdo de meristemas axilares, provenientes de segmentos colhidos num

arbusto presente no JBUC, em meio de cultura suplementado com 1,5 mg I de BAP e 1,0 mg I"*
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de IAA permitiu o desenvolvimento de rebentos caulinares e a multiplicacdo desta espécie in
vitro. O enraizamento das plantulas ocorreu quando cultivadas durante 2 semanas em meio
suplementado com 1,0 mg I IBA e mais 2 semanas em meio de cultura sem reguladores de
crescimento. A inducdo de embriogénese, a partir de segmentos foliares de plantas estabelecidas
in vitro, das trés espécies ocorreu em duas fases. Observou-se a formagdo de uma massa pro-
embriogénica nos explantes cultivados no meio de cultura suplementado com 1,0 mg 1™ de 2,4-
D e 0,2 mg I'* de KN e somente quando estes foram transferidos para um meio de cultura sem
reguladores de crescimento observou-se o desenvolvimento de embrides somaticos. Os
embrides de B. fruticosum germinaram no mesmo meio onde se desenvolveram formando
plantas completamente desenvolvidas. As massas pro-embriogénicas mantidas em meio de
cultura com 1,0 mg I de 2,4-D e 0,2 mg I de KN continuaram a desenvolver-se, possibilitando
a manutencdo da cultura das espécies por esta via.

A analise das estruturas secretoras permitiu identificar canais secretores em B. rigidum
subsp. paniculatum, B. gerardi e B. fruticosum e identificar compostos terpénicos nos

secretados contidos nos canais de plantulas estabelecidas in vitro e de plantas in vivo.

5.2 Perspetivas futuras

O género Bupleurum apresenta grande biodiversidade na regido Mediterranica e em
Portugal estdo representados 10 taxa deste género, B. acutifolium, B. fruticosum, B. gerardi, B.
lancifolium, B. rigidum subsp. paniculatum , B. rigidum subsp. rigidum, B. rotundifolium, B.
salicifolium, B. semicompositum e B. tenuissimum. Apesar da grande diversidade a investigacao
nestas espécies em Portugal é muito residual, pelo que seria importante dar continuidade aos
estudos fitoquimicos nestes taxa.

Atendendo aos resultados positivos obtidos na avaliagdo da atividade anti-inflamatoria
do 6leo essencial de B. rigidum subsp. paniculatum podera ser igualmente interessante testar o
efeito deste 6leo noutros mediadores importantes no processo inflamatério, bem como avaliar as
possiveis atividades bioldgicas de outros 6leos essenciais, extratos e compostos deste género.

O estabelecimento de culturas in vitro poderd permitir a selecdo e a propagacdo em
larga escala de espécies de Bupleurum spp., tendo em conta o grande potencial como plantas
ornamentais de algumas espécies do género.

No caso da produgdo de 6leos essenciais, caso 0s 0leos essenciais de plantas cultivadas
in vitro apresentem uma composi¢do quimica semelhante a dos 6leos das plantas in vivo, 0s
métodos de propagacéo in vitro poderdo permitir a obtencdo de culturas em larga escala e de
linhas mais produtivas, o0 que podera possibilitar a producdo industrial. A cultura de plantas in

vitro poderd permitir também a propagacdo de plantas ndo disponiveis em habitat natural, por
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exemplo B. gerardi, bem como a diminuicdo de recolhas massivas de plantas, contribuindo para

a sua conservagao.
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