CRESCIMENTO E TEOR DE EMETINA EM PLANTAS DE IPECA
(Cephadisipecacuanha A. Richard.) OBTIDASIN VITRO E SUBMETIDASAS
CONDICOESDE SOLUCOESNUTRITIVASEM CASA-DE-VEGETACAO
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RESUMO - Cephaelis ipecacuanha € uma planta
medicinal com o principio ativo emetina extraido de
raizes, o qual é utilizado efetivamente no combate a
disenteria, amebiana. O objetivo deste trabdho foi
esudar o desenvolvimento e crescimento de plantas de
Cephadlis ipecacuanha A.Richard., e corrdacionar a
adicdo de soluco nutritiva de diversas concentragtes com
a producéo do acadide emetina no sistema radicular. As
plantas foram multiplicadas in vitro e, em seguida,
transferidas para a casadevegetacdo, onde foram
submetidas semanamente as diferentes concentragdes dos
sais minerais contidos na formulaggo do meio bésico de
Murashige e Skoog (MS). ApGs 6, 9 e 12 meses de
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cultivo, foram avaliados os pesos das matérias secas da
parte aérea e do sistema radicular e o conteldo de
emetina. Para essas varidveis aos seis meses de cultivo,
a solucdo nutritiva com 25% de concentragdo dos sais
foi a que demonstrou tendéncia de maior acimulo de
biomassa e biossintese de emetina. No nono més, as
trés variavéis tiveram maores aumentos com a
utilizac8o da solugdo nutritiva de 50% de concentragdo
dos sais, enquanto que aos doze meses, a solugdo com
100% de concentragdo dos sais induziu a maior sintese
de emetina (2,325%), e a solucdo com 50% promoveu a
maior producdo de biomassa seca na parte aérea
(1,52 g) e no sistema radicular (4,94 g).

TERMOS PARA INDEXACAO: Cephaelisipecacuanha, emetina, nutrientes, planta medicinal.

GROWTH AND EMETINE CONTENT OF IPECA PLANTS (Cephaelis
ipecacuanha A. Richard) SUBMITTED ON NUTRITIVE SOLUTION IN
GREENHOUSE CONDITIONS

ABSTRACT - Cephaelis ipecacuanha is a medicinal
plant which has in its roots the active principle
emetine, which is effectivelly utilized in the combat of
amebian desintery. The goal of this work was to
investigate the development and growth of plantlets
from tissue culture relative to different levels of minera
nutrition and its correlation with the production of
alkaloid in the root system. The plantlets were
multiplied from internodal segments on Murashige
and Skoog (MS) basal medium with 6,66 mM of
benzyladenine and shoots obtained were induced to
rooting on MS medium with the haf the
concentrations of the salts, supplemented with 4,92

mM of indolbutyric acid. Rooted plantlets were
transplanted to pots in a greenhouse and subjected to
nutritional regimes weekly, utilizing as a nutritive
solution, the formulation of macro and micronutrients
of the MS medium in the following concentrations:
0, 25, 50 and 100%. The plants were evaduated six, nine
and twelve months after transplanted. At six months,
the concentration of 25% was the one which yidd
best induction of biosinthesis of the akaloid emetine,
greatest dry matter yield. At nine months, 50% of the
solution of MS salts showed the best results. At
twelve months it was verified that 100% of the solution
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was the best in inducing emetine, however, the plants
irrigated with the nutritive solution of 50%, reached

highest yield of emetine in relation to the root system
biomassa (110,37 mg).

INDEX TERMS: Cephaelis ipecacuanha, nutritive solution, emetine, medicinal plant.

INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais vem aumentando
provavelmente pela eficicia que um grande nimero de
preparagdes farmacéuticas tem demonstrado mediante
estudos comparativos com drogas sintéticas (Hambur-
guer e Hostettmann, 1991).

A planta Cephaelis ipecacuanha A. Richard.,
popularmente conhecida por ipeca, possui em suas rai-
zes 0 acaldide emeting, utilizado no combate & disente-
ria amebiana, além de possuir propriedade adstringen-
te, espectorante e antiinflamatéria (Kaplan e Gottlieb,
1990). Em decorréncia da sua exploragéo indiscrimina-
da, destruicdo das florestas e longo tempo de germina-
¢80, a ipeca se encontra em via de extingdo. Ocorre na
América Centra e naAméricado Sul (Colémbia e Brasil).
A maior parte da producdo é exportada sob a forma de
planta seca, e 0 Brasi| esta entre os principais exportadores.
A ipeca do Brasil é considerada a mais vaiosa, porque
possui maiores teores de emetina (Assis, 1993).

Os dcadides sGo compostos secundarios que
contém em sua estrutura o elemento nitrogénio, cujos
precursores sdo aminoécidos (Goodwin e Mercer,
1983). Segundo Robbinson (1974), fatores que estimu-
lam o metabolismo primério, ou o crescimento, como
0s nutrientes minerais, podem estimular a biossintese
dos alcal6ides. O acaldide emetina é sintetizado a par-
tir da descarboxilagdo do aminoacido tirosina (Piatti,
Boller e Brodelius, 1991).

Foi observado por Montanari Janior, Figueira e
Magalhdes (1993), que a adubac&o com NPK promoveu
0 aumento na acumulacdo de biomassa sem adterar o
teor do acadide. No entanto, plantas de Datura
stramonium, também utilizadas para fins medicinais,
tratadas com NO;-NH, tiveram o teor do alcaléide
hyoscyamina aumentado e também maior acimulo de
biomassa (Demeyer e Dejaegere, 1992). Os resultados
encontrados por Kharwara, Awasthi e Singh (1986)
demonstraram que plantas de Papaver somniferum,
guando tratadas com fertilizantes nitrogenados e
fosfatos, aumentaram significativamente o teor do
alcal 6ide morfina nas sementes.

A cultura de tecidos vegetais tem sido consi-
derada como uma ferramenta promissora para a pre-
servacdo de gendtipos vegetais, pela propagacdo
comercial de plantas medicinais (Miachir, 1992). De

acordo com Y oshimatsu, Kaio e Shimomura (1994),
0 mais elevado teor de emetina (1,8%) encontrado em
raizes de ipeca foi verificada em plantas propagadas
por cultura de tecidos.

O objetivo do presente trabalho, foi correlacio-
nar a producdo de emetina com o desenvolvimento e
crescimento de plantulas de ipeca provenientes da cul-
tura de tecidos crescendo em substrato comercial  su-
plementado com diferentes solucfes nutritivas.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi conduzido no Laboratério de
Cultura de Tecidos Vegetais do Departamento de Agricul-
turada Universidade Federd de Lavras - Minas Gerais.

Obtencdo de pléantulas in vitro: foram subculti-
vados segmentos internodais de plantulas assépticas. Os
segmentos foram cultivados em meio bésico MS (Mu-
rashige e Skoog 1962), sdlido com 0,7% de agar, su-
plementado com 6,66 mM de benzyl aminopurina
(BAP). Os brotos originados da terceira subcultura fo-
ram transferidos para 0 mesmo meio com a metade da
concentracdo dos sais, e suplementado com 4,92 nM de
acido indolbutirico (AIB). Apds o surgimento das rai-
zes, as plantulas foram transferidas para 0 mesmo meio
com auséncia do regulador de crescimento. Logo que as
plantulas atingiram o tamanho minimo de 3 cm de
comprimento, foram destinadas a aclimatacao.

Aclimatagdo: as plantulas foram postas inicia-
mente em copos plésticos de 250 ml, contendo o substrato
comercid Plantimax e aclimatadas em casa-de-vegetacéo
com 80% de umidade, temperatura 25 + 1°C e cobertas
com sombrite 50%. Depois de duas semanas, foram utili-
zadas, para dar inicio aos tratamentos nutricionais.

Tratamentos nutricionais. as plantas foram
transferidas dos copos plasticos para sacos de polietile-
no de 1,0 litro contendo a mistura de terra e areia (1:1).
Nos tratamentos nutricionais, utilizou-se como solugéo
nutritiva a formulac&o dos sais do meio de cultura M S,
composto de quatro diferentes concentracbes dos sais:
T1- controle; T2- 25% da concentracdo dos sais (1/4
MS); T3- 50% da concentragdo (1/2 MS) e T4- 100%
da concentrag@o dos sais do meio basico de Murashige
e Skoog (/1 MS). O pH das solucgbes foi mantido em
5,5. As aplicagdes semanais (20 ml/planta) das soluctes
tratamentos foram realizadas diretamente no substrato.

Caracteristicas avaliadas: a matéria seca da parte
aérea, do sistema radicular e o contelido de emetina fo-
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ram avaliados aos seis, nove e doze meses de cultivo.
Para a obtencdo da matéria seca, 0 material vegeta foi
submetido a secagem em estufa de circulagdo forcada
(45-50°C) por 48 horas, quando alcangou peso cons-
tante. Apds a secagem, uma amostra composta foi reti-
rada para andlise do alcalGide. A andlise de emetinafoi
realizada por meio da Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE). Submeteram-se 100 mg de raiz
seca e triturada a extracdo com 4 ml de &gua e 0,025 ml
de NH,OH 2N com pH 9,0, sob agitagdo por 30 segun-
dos. Posteriormente, 10 ml de éter etilico foram adicio-
nados a emulsdo, que foi mantida sob agitacdo por 2
minutos. Essa mistura foi centrifugada a 5.000 rpm por
5 minutos. A fase aquosa foi extraida por duas vezes e
as fases orgéanicas resultantes foram reunidas e evapo-
radas até a secura, resultando no extrato final. Posteri-
ormente, o extrato foi solubilizado em 100 ni da fase
movel, dos quais 20 m foram injetados no cromatogra-
fo. As condi¢bes de trabalho foram as seguintes. Fase
movel - tampdo acetato pH 5,0 / 0,25 N acetonitrila
(80:20). Coluna - Lichrospher C-18, (Merck 5 mm/ 125

mm X 5 mm). Fluxo de 1,0 ml/min. Comprimento de
onda de UV de 282 nm (Metodologia - Comunicacgo
pessoal, Dra. Suzelei de C. Franca).

Ddineamento experimenta: inteiramente a0 acaso
(DIC), em esguema fatorid 4 x 3, condtituido de quatro
concentragdes das solugdes nutritivas e trés épocas de cul-
tivo. Cada tratamento teve 12 plantas por repeticao.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Produc&o de biomassa. Os resultados obtidos
por meio das analises de regressdo demonstram que
a matéria seca da parte aérea e do sistema radicular
aumentaram linearmente com as sucessivas épocas
de colheita (Figuras 1 e 2). Até aos seis meses de
cultivo ndo houve diferencas significativas entre as
solugBes nutritivas, indicando apenas uma leve ten-
déncia de superioridade da solugdo com 25% da
concentragtes dos sais do MS. Isso demonstra que
plantas de ipeca ndo sdo exigentes nutricional mente
durante esse estadio de desenvolvimento.
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FIGURA 1 - Influéncia da concentracdo das solugdes nutritivas no aciimulo de biomassa na parte aérea das plantas

de ipecacuanha.
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FIGURA 2 -Influéncia da concentracdo das solucfes nutritivas no acdmulo de biomassa nas raizes das plantas de

ipecacuanha.

A partir dos 6 meses, houve aumento da biomassa
em ambas as partes da planta, sendo maior naquelas que
receberam solugbes nutritivas. Mackay e Barber (1986)
comentam que a resposta de crescimento das plantas esta
na dependéncia do estégio de desenvolvimento.

Aos noves meses de cultivo, observou-se que os
maiores acimul os de biomassa na parte aérea (1,52 g) e
no sistema radicular (1,40 g) foram promovidos pela
solugdo nutritiva com 50% da concentracdo dos sais do
meio MS. Proporcionalmente ao controle, os tratamen-
tos com solucdo nutritiva direcionaram mais biomassa
para a parte aérea (Tabela 1). Esse fato € comentado
por Aung (1974). A parte aérea e o sistema radicular
estédo em constante competicao pelas substancias assi-
miladas ou sintetizadas, sendo que o sistema radicular
€ considerado um forte dreno, principalmente quando
as plantas estdo em deficiéncia nutricional (Salisbury e
Ross, 1992).

Aos doze meses de cultivo, o aumento de
biomassa continuou sendo mais expressivo com 0 Uso
da solucdo nutritiva de 50% da concentragcdo dos sais
do meio MS. A parte aérea acumulou 3,14 g e araiz
4,94 g de matéria seca. A utilizagdo da solugdo com

100% da concentracdo dos sais do meio MS promoveu
a segunda maior resposta. Chapin (1980) explica que
dosagens nutricionais, acima da exigéncia de uma
determinada espécie, promovem um estado de luxdria
nutricional, em que as plantas absorvem os nutrientes,
mas ndo o convertem em biomassa.

Segundo Malzlish, Fritton e Kendall (1980),
uma dosagem de um determinado nutriente considera-
das Gtima para uma espécie, pode ndo ser para outra.
Deste modo, Leskovar, Cantliffe e Stoffella (1989) ob-
servaram gue plantas de Capsicum annuum L. requere-
ram inicialmente 84 mg/l de nitrogénio, enquanto que
durante a sua fase de floragdo essa exigéncia foi au-
mentada para 112 mg/l de nitrogénio. Do mesmo modo,
plantas de Hyoscyamus muticus tiveram sua biomassa
aumentada em relacdo ao controle, quando foram trata-
das com 90 mg/I de nitrogénio (Yadav, Mohan, Singhl
e Gupta, 1984).

Conforme observacdes feitas no sistema radi-
cular, os tratamentos com solugdes nutritivas apresenta-
ram raizes mais grossas, quando comparadas com o
sistema radicular de plantas sem aplicagdo de soluctes
nutritivas.
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TABELA 1 - Alocagdo da biomassa seca (g) na parte aérea e no sistema radicular das plantas de ipeca, submeti-
das a diferentes concentracdes das solugdes nutritivas durante trés épocas de amostragem.

Epocas (meses)
Conc. 6 9 12
da Solucéo
Nutritiva Parte Sist. Aéreal Parte Sist. Aéreal Parte Sist.  Aérea/

Aérea Radic. Raiz Aérea  Radic. Raiz Aérea Radic. Raiz
0 0,39 0,39 1,00 0,80 1,16 0,68 1,39 2,38 0,58
25% 0,37 0,42 0,88 1,00 0,87 1,14 2,28 3,67 0,62
50% 0,40 0,33 121 1,52 1,40 1,08 3,14 4,94 0,63
100% 0,38 0,29 131 1,40 1,16 1,20 2,50 3,55 0,70

Teor do alcaldide emetina: Os teores de emeti-
na aumentaram linearmente durante os doze meses de
cultivo com o uso das solugdes nutritivas, enquanto que
em plantas-controle, a producdo cresceu mais até o
nono més, quando houve uma estabilizagdo no teor do
alcal6ide (Figura3).

No sexto més, todos os tratamentos com solugéo
nutritiva induziram niveis mais elevados do principio
ativo em relacdo ao tratamento controle (0,29%). Essa
ocorréncia confirma o relato de Robinson (1974), em
gue fatores, como a disponibilidade de nutrientes mine-
rais, que estimulam o metabolismo primario ou o cres-
cimento, podem estimular a biossintese de produtos se-
cundarios.

No nono més de cultivo, as plantas de ipecairri-
gadas com solucdo nutritiva 50% apresentaram 0s maio-
res teores de emetina (1,96%), enquanto que aos doze me-
ses, 0 maior nivel (2,32%) foi promovido com o uso da
solucdo nutritiva de 100%. Esses resultados também estéo
de acordo com o comentério de Balandrin e Klocke (1988),
segundo o qual  a sintese dos produtos secundarios € feita
em funcdo do estégio de crescimento do vegetal.

Kharwara, Awasthi e Singh (1986) alcancaram
aumentos de 24% no teor de alcaléide ao tratar plan-
tas de Papaver somniferum com fosforo. Um au-
mento na ordem de 50% foi obtido quando plantas
de Hyoscyamus muticus foram supridas com 90 mg/I
de nitrogénio.

Aumento de 1,06% no teor de emetina foi en-
contrado em plantas de ipeca provenientes de mergu-
Ihia e cultivadas por dois anos em casa-de-vegetacdo,
sem receberem tratamentos nutricionais especiais (Ike-

daet al., 1988). Esses autores comentam que plantas de
ipeca provenientes de cultura de tecidos e cultivadas
por um ano em casa-de-vegetacdo, também sem trata-
mento nutricional, apresentaram 1,29% no teor de
emetina. Recentemente Y oshimatsu, Kaio e Shimomura
(1994), trabalhando com ipeca, quantificaram 1,8% de
emetina em plantas micropropagadas, que foram culti-
vadas por um ano em casa de vegetacdo e, posterior-
mente, transferidas para o campo, permanecendo ali
por sete meses.

Nos resultados referentes ao rendimento de
emetina em relagdo a producdo de biomassa (Tabela 2),
verificou-se que a solucdo nutritiva induziu maior acu-
mulo de biomassa seca , 4,94 g (Tabela 1), no sistema
radicular aos doze meses de cultivo, assim como pro-
moveu 0 segundo maior teor de emetina (2,23%), le-
vando no maior rendimento de emetina (110,37 mg)
por matéria seca total do sistema radicular (Tabela
2). Ja plantas mantidas sem solugao nutritiva tive-
ram, aos doze meses, niveis menores de matéria seca
na raiz (2,38 g), e de emetina (1,92%) que, conse-
gientemente, promoveram menor rendimento de
emetina (45,71 mg).

Resultados semelhantes foram encontrados por
Demeyer e Dejaegere (1992). Plantas de Datura
stramonium tratadas com solugdo nutritiva contendo
nitrogénio acancaram altos contelidos do alcadide
hyoscyamina e elevada producdo de biomassa e,
consequlientemente, atos rendimentos do principio
ativo. No entanto, Montanari Junior, Figueiral e
Magalhées (1993), quando nutriram plantas de Atropa
belladona com NPK, observaram que houve um

Ciénc. agrotec., Lavras, v.24, n.1, p.46-53, jan./mar., 2000



51

aumento de biomassa, mas ndo dterou o teor do

Emetina

(png /100 mg de mat. secade raiz)

3000

2500

2000

1500

1000

500

A

—/

alcaléide.

B Y=-6625,6368 + 1593,3972X - 73,3912X?
® Y= 277,7944 + 154,6933X
* Y= -28,9282 + 197,6594X
+ Y= -365,7033 + 218,0833X

R*=1,0**

R%*= 0,9984 **
R%*= 0,9076 **
R%*= 0,9633 **

9

Epocas (meses)

H0 @25%

*50% + 100%

FIGURA 3 - Efeito da concentrac@o da solugéo nutritiva e época de cultivo no acimulo do aca éide emetina em

raizes de ipeca.

TABELA 2 - Rendimento de emetina (mg) por produgéo de biomassa seca das raizes de ipeca, influenciada pelas

concentracfes das solugdes nutritivas e época de amostragem.

Concentracéo da Epocas (meses)
Solucgéo Nutritiva 6 9 12 % Relativa aos 12 meses
0 1,15 20,53 45,71 100,00
25% 513 14,82 77,98 170,59
50% 3,49 27,69 110,37 241,45
100% 2,98 16,86 82,60 180,70
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CONCLUSOES

As solugdes nutritivas influenciam no ganho de
biomassa da parte aérea e do sistema radicular durante
o desenvolvimento e crescimento da plantula.

As solugbes nutritivas induzem uma maior sin-
tese de alcaldide no sistemaradicular.

A solugdo nutritiva com 50% da concentracdo
dos sais de MS mostrou melhor desenvolvimento vege-
tativo e producdo do acaldide.
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