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“Se teus projetos sdo para um ano, semeia o gréo;

S5e sdo para dez anos, planta uma drvore;

Se sdo para cem anos, Instrua o povo.

.Semeando uma vez o grdo, colherds wma vez;

Plantando uma drvore, colherds dez vezes;

Instruindo o povo, colherds cem vezes.

Se deres um peixe a um homem, ele comerd uma ves:

Se o ensinares a pescar, ele comerd a vida inteira.”

(Ruan-Tzu, sdbio chinés, sée. VII a.C.)
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1. INTRODUGAD

0 conhecimento das plantas medicinais e de suas
aplicacbes vEm sendo objeto da curiosidade g de gstudos do homem
desde tempos bastante remotos. Muitas espécies vegetais foram
e/pou sdo utilizadas para fTins terapfuticos por civilizaglies do
mundo todo ao longo da histdria da humanidade. Produtos derivados
de plantas tais como atropina, morfina, pilocarpina e guinina,
que passaram a farzer parte da medicina convencional apenas ha
alguns anos  Jja foram aproveltadeos por diversos povos No
tratamento das mais variadas moléstias.

A importdncia do reino vegetal como fonte de
produtos medicinais & bem documentada. De acordo com FARNSWORTH
(1990, apud STAFFORD, 1992) atualmente cerca de 119 compostos
guimicos de estrutura conhecida & derivados de plantas s&8c
utilizados como medicamento, preferindo-se a extracdo diretamente
das plantas ao invés da sintese quimica devido & complexidade
estrutural de tais compostos. 6As plantas superiores ainda
constituem a principal fonte de compostos terapfuticos 2 estima-
se que 647 da populag3o mundial as utiliza atualmente como
medicamento. Levantamentos realizados nos EUA no inicio da década
de B0 revelaram gue 25% dos medicamentos receitados pelos médicos
continham em suas formulagles ao mernos um principio ativo
retirado diretamente de plantas superiores ou um produto nmatural
modificado sinteticamente (ROBERTS, 1988). Apesar da import3mncia
das plantas como fonte de medicamentos, até hoje somente cerca de
13% das espécies vegetais conhecidas no mundo foram investigadas
com relagdo & presenga de substd3ncias de cardter medicinal.

Como o mundo atual necessita cada vez mais de
medicamentos com gualidade crescente a baixo custo, 05 processos
biotecnoldgicos aplicados As plantas medicinais apresentam-se

como  grandes alternativas para os me&todos tradicionais de
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obtengdo de produtos naturais. UOs compostos derivados de plantas
freguentemente alcancgam valores elevados de comercializac3o no
mercado, fato que Jjustifica o desenvolvimento de processos
biptecndlogicos gque possibilitem obter ssses compostos a custos
mENDres que pelos processos convenclonals, tals como extragldo em
plantas inteiras, sintese guimica ou producdo por microorganismos

(ROBERTS, 1988; ENDRESS, 1994).
A biotecnologia recebeu novos impulsos a partir

de meados da década de 70 com o inicio da utilizac3o de técnicas

de engenharia genetica (basicamente identificagao, isolamento
transferéncia de informagles genéticas especirficas de wn
individuo para outro), tornando possivel a manipulac3o de

caracteristicas relativas & producdo de metabdlitos secundarios,
embora obedecendo a certas limitagles e restrigies (LEE & AN,
1986) .

0 potencial de utilizac3o da biotecnologia & da
engenharia genética na producio de compostos secundirios aumenta
proporcionalmente ao aumento do wvalor do composto em questdo.
Estimativas mostram gue a produgdo através de culturas de células
vegetais & economicamente viavel para compostos com valor de
mercado  entre US$% 300 e US$ 1000/kg. Varios produtps naturais de
interesse medicinal, alimenticio e cosmético ¢8m valores de
mercado significativamente maiores que 0s acima citados e
Justificam o uso da biotecnologia, entre os guais podemos citar:
1. Digoxina, extraida de Digitalis lanata, de aplicag3o medicinal
& comercializada pela Boehringer Mannheim (Alemanha) ao preco de
WEs  3000/kg; 2. Jasmin, extraida deo gfnero Jasminum com
finalidades aromaticas, comercializado ao preco de US5% 5000-
6C00/kg no Japido; 3. Peroxidase de aplicacio bioguimica, extraida
de plantas do género Raphaﬁus e comercializado pelas Industrias
Toyobo (Jap3ov) no valor de US$ 2000/kgs 4. Shikonina, utilizada
nas industrias farmac®utica, cosmeética e quimica (corantes),
extraida de Lithospermum erythrorhizon e comercializada pela
Mitsui Lion Co. (Jap3%o) por US$ 4000/kg:; S. Vinblastina e

Vincristina, alcaldides de utilizagdo farmacutica extraidos de
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Catharanthus roseus e comercializados a USs 3000/kg pela E11
Lilly dos tEUA (ENDRESS, 1994).

Também devemos observar gue o0s compostos
secundarions derivados de plantas freguentemente apresentam wuma
estrutura altamente complexa, necessaria para qQue oCorra

atividade bioldgica, os gquals nido podem ser obtidos a pregps mails

acessivels atravées de sintese por mé#todos organoguimicos,
justificando mais uma vez a utilizagao e processos
biotecnoldgicos e de engenharia genética. {0 potencial

biotecnoldgico da cultura de tecidos e células de Artemisia annua
L. para produgdo da lactona sesguiterpBnice artemisinina e de
Seus precursores e derivados uwtilizados no combate & maléria
deve-se em primeiro lugar & estrutura estereoguimica da molécula
de artemisinina, impossivel de ser produzida em escala industrial
com custos economicamente viadveis {ENDRESS, 19%94). Comp a
Artemisia annua L. vemn se mostrando bastante eficaz no tratamento
de casos severos de malaris e produz compostos importantes para o
combate a dpenga, varios estudos J& foram efetuados com  bons
resultados utilizando-se técnicas de biotecnologia entre as quais
podemos citar o cultivo de plantas "in vitro" (NAIR et al., 19863
WHIPKEY et al., 1992; BROWN, 1993; 19%94; PANIEGO & GIULIETTI,
1994 e culturas de suspenstes celulares (NAIR et al., 1986;
TAWFIQ et al., 19893 CHIUNG-SHEUE et al., 1992).



2. OBJETIVOS

Este trabalho teve cComo objetivo
desenvolvimento de um  protocolo para cbtenc3do de raizes
transformadas de Artemisia annua L. utilizando-se a infecqdo por
Agrobacterium rhizogenes para a transformagio. A partir dessas
raizes visamos 0 estabelecimento do cultivo e uma 1nvestigacgdo

quimica guanta a existfncia de compostos de cardter medicinal

{anti-maldaricos) nas raizes transformadas.

[w]
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3. REVISAC DE LITERATURA

3.1. A malaria

Conhecida desde tempos bastante remotos, ja
existiam descricbes da maldéria em antigos manuscritos egipcios
datados do seculo XVYI! A.C.. Assocliads a sintomas como febres e
tremores, & doenga veio novamente a ser descrita na Grécia
clédssica por discipulos de Hipdcrates, os primeiros a perceber a
associagdo entre a maldria e a ocorr@ncia de febres a intervalos
regulares. Na mesma época, em torno do século V AL, esses mesmos
estudiosos observaram a ligacido das febres com os pantanos. No
seculo XVII os italianos acreditavam que a contaminag3o pela
malaria ocorria devido ao "ar ruim” (mal aria) gue respirava-se
proximo a locais pantanosos originando o termo malaria tal como o
conhecemos e que fol incluso na literatura médica inglesa durante
a primeira metade do século XIX. Até hoje a denominagio da doenca
em francés (paludisme) e em espanhol {paludismo) derivam do latim
palus, gue significa pdntano (KLAYMAN, 1989),

A malaria & atualmente uma das mais severas
mpléstias infecciozas existentes nos tropicos. Manifesta-se
normalmente em regiles guentes 2 Umidas com temperaturas acima de
20°C e umidade relativa do ar maior gue 55%, e encontra-se em
crescimento  em vérias areas. Segundo estimativas da Organizagio
Mundial da Saude, ocorrem anualmente 300 a S00 milhdes de casos
clinicos de maliria resultando em mais de 2,7 milhUes de mortes
(NUSSENZWELIG & LONG, 1994), sendo qgue desse total de mortes, pelo
menos 1 milh3o refere~se a criancas com menos de S5 anos de ildade
(KLAYMAN, 1989). Apenas como termo de comparagin, a revista
Lancet publicada em setembro de 1994 citou, em um artigo relativo

a vacinas, alguns numeros sobre a AIDS estimando em cerca de 2



5

milhdes os novos casos registrados a cada ano 8 aproximadamente
500 mi1l mortes anuais (CARVALHEIRO, 1995). Por esses DUMEeros
podemos perceber a seriedade do problemsa da maléria, que mata
atualmente D vezes mais que a AIDS. A grande maioria dos casos de
malaria ocorre na Africa, mas grandes areas da Asia, América
Central e Ameérica do Sul contribuem significativamente para o
aumento dessas estatisticas (NUSSENIWEIG & LONG, 1994), sendo que
somente mo Brasil foram 500 mil os rcasos notificados no ano de
1994 (BOULOS, 1995). A Organizacdo Mundial da Saude estima ainda
gue cerca de 404 da populagdo mundial sofre riscos de ser
contaminada pelo parasita ¢ gue aproximadamente 360 milhMes de
PEsSDas vivem em areas onde a doenga permanece endémica  apesar
dos esforgos realizados para a sua erradicacdo (WIRTH et al.,
1986} .

Atualmente, conhece-se ac redor de uma centena
de diferentes protozodrios do gfnero Flasmodium causadores tda
malaria e somente guatro espécies (F. vivax, F. ovale, ~,
malariae e P. falciparum) s3o capazes de causar a doenca em
humanos (KLAYMAN, 198%9). Em muitas partes do nundo, o parasita
predominante ¢ g F. falciparum, que causa a forma aguda mais
severa (a malaria cerebral), fregiuentemente fatal em criancas e
que mata uma em cada dez pessoas infectadas. 0 F. vivax causa a
segunda forma grave da doenga, Que se caracteriza por regcaidas
causadas pelos parasitas latentes que permanecem no figado (WIRTH
et al., 198&6)., A malaria & transmitida por algumas espécies de
mosquito do género Anopheles gue Carregam em sua glandula salivar
0 parasita da malaria no estagio infeccioso. Somente a fEmea
desse mosquito se alimenta de sangue £ tem a picada capaz de
penetrar a pele (KLAYMAN, 1989). Os mosquitos do género Anopheles
s3do preferencialmente rurais, habitando florestas 2 matas o suas
proximidades, principalmente perto de lagvas e aguas limpas mas
tambeém vivem dentro e  ao redor das resid@ncias proximas a  areas
de grande vegetacdo. T8m habitos Crepusculares e noturnos n3p
sendo comum se alimentarem durante o dia, proliferam—-se em 2guUas

limpas e no Brasil distribuem-se por todo © pais, com EXCECH0 das
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areas de seca no Nordeste e do extremo sul. No Estado de S3o
Paulo s3o encontrados em algumas regibes da bacia dos rios Parana
e Paranapanema e na regido da Mata Atla@ntica (litoral sul e norte
de S3o Paulo) onde s3c registrados mais de 90% dos 40 casos
anuais de transmiss3o da malaria dentro do proprio Estado,
sequndo estimativas da Superintend®ncia de Contole de Endemias
(Sucen) da Secretaria de Saude do Estado de S3o Paulo (PEREIRA,
1995, apud ADEODATO & MASCARENHAS, 1995).

(A forma infecciosa do parasita que &
introduzida no hospedeiro pela picada do mosquito corresponde aos
esporozortos, que apdés circular brevemente pela corrente

sanguinea chegam até as ceélulas do figado, onde se instalam sem

provocar sintomas e se  transformam em formas chamadas
exoeritrociticas. Cada uma  produz milhares de parasitas
{merozoitos) que, apds alguns dias caem na corrente sanguinea e

invadem as hemdcias, convertendo-se em trofozoitos. Fstes crescem
g2 convertem-se em esgulzontes que, rompendo suas células
hospedeiras ddo origem e liberam novos merozoitos que vao
parasitar outras hemacias. Alguns merozoitos se transformam em
gametocitos (masculinos e femininos), formas que poderio ser
apanhadas por um mosguito ap picar o individuo infectado,
iniciando um noveo ciclo. Os sintomas tais como calafrios e febre,
aparecem no hospedeiro quando as hemdcias s3o destruidas e 0%
merozoitos libertados (Figura 1). Como o ciclo dos parasitas &
coordenado, os atagues se repetem em intervalos regulares: no
caso de P, falciparum, as febres oocorrem a cada dois dias

(NUSSENZWEIG & NUSSENIWEIG, 1985).
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Ao contrario de muitas moléstias que produzem
resisténcia a reinfecgles ao longo da vida a malaria somente
causa 1munidade apds multas infecgles recorrentes ac  longeo dos
anps., Alem disso, a imunidade adguirida desse modo ¢ apenas
parcialmente efetiva & resulta em infecgles brandas e As verzes
assintomaticas, apesar da presenca dos parasitas. Esse tipo de
imunidade também n3o dura por muito tempo, ao menos que seja
reforgada por reinfecgBes frequentes (NUSSENZWEIG & LONG, 19%94).
No entanto, observa-se que em 4&reas endfmicas as pessoas que
sobreviveram a uma infecgdoc pelo F. falciparum durante a infancia
desenvolvem um certo grau de imunidade & doenca (KLAYMAN, 1989).
Sabe-se tambeém gue pesspas que vivem em Arpas endémicas podem ter
caracteristicas genéticas que lhes conferem uma certa resistBncia
& agdo do parasita. DIAMOND {1989, apud KLAYMAN, 198%9) observou
gue individuos africancs que possuem o gene causador da anemia
falciforme sofrem menos fortemente os efeitos da maldria causada
pelo F. falciparum em relacdo aos individuos gque NAD possuem essa
caracteristica genética e segundo MILLER (1992) a malaria & uma
das  poucas doengas para  as guais  podemos  estimar  taxas de
mortal idade (passadas e/pu futuras) com base nas frequéncias
atuais de determinados genes. Tais estimativas baseiam-se na
Mipdtese de gue uma mutacio na cadeia § da hemoglobina & que gera
a hemoglobina 5 Acaracteristica COMUM  @m indaividuos e
determinadas regites da Africa) e, oa mesma maneira glébulos
vermelhos que apresentam mutacles em proteinas da membrana
celular (ocorrendo em individuos do sudeste asiatico) foram
caracteristicas selecionadas devido ao fato de que ftals mutacgtes,
quando heterozigotas, conferem resistBncia & malaria severa. De
acordo com  tal hipdtese a mortalidade por malaria pode ser
prevista a partir da f?equ@ﬂcia desses genes mutantes dentro das
populagdes.

A solugdo adotada durante anos para o combate
dos  mosquitos transmissores foi  oa aplicacgan de inseticidas
organoclorados como o pDT, sendo eate altamente toxico e

biocumulativo. Mais tarde houve 4 substituicdo do DDT pelos
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organofosforados (de menor toxicidede) e pelos piretrdides.
Atualmente ha a tendfncia de substituigdo do controle guimico
pelo biolégico, utilizando~se uma toxina produzida pela bactéria
de solo FBacillus thuringiensis durante o seu metabolismo. &
utilizada diluidae em 4agua e vem demonstrando agio, embora  nilo
muito intensa, sobre as larvas do Anopheles (LEMOS, 1995, apud
ADECDATO & MASCARENHAS, 1995).

As tentativas de controle e tratamento da
maldria n3o s3o recentes. Em 1834 o0s guimicos franceses Pierre
Pelletier e Joseph Caventou isolaram um alcaldide da 4rvore
cinchona, a guinina, que se tornow o principal tratamento
disponivel durante muiteos anos (KLAYMAN, 1985; 198%9). Até hoje os
individuos infectados vEm sendo tratados com drogas derivadas de
quinina, principalmente a clorogquina, a mais usada £ o padrdo em

relagao  ao qual as demais drogas s3o avaliadas, embora a espécie

mais letal do mosquito (o F. falciparum) tenha se tornado
geneticamente resistente a cloroguina. Existem ainda outros
problemas: a guinina, guando ministrada em altas doses, causa

efeitos colaterais como ranger de dentes, visdo embacada e pode

causar parto prematuro em mulheres em avancado estadp de
gestagao. Existem atualmente outras drogas capazes de tratar a
doencga, como atebrina, mefloguina, amodiaguina, proguanil e

pirimetamina, cada uma delas atuando em um determinado estdgic do
ciclo de vida do parasita, Algumas ©8m propriedatdes teraputicas
superiores a quinina, mas os agentes patogBnicos apresentam forte
tend&ncia a sofrer mutagBes tornando-se resistentes ao tratamento
por todas as drogas (KLAYMAN, 1989).

A disseminagdo da maldria também parece ser
estimulada por alteragBes de caradter ambiental: com a queima das
matas & a devastagdo das florestas as temperaturas locais tendem
a subir, fazendo com gue os mosguitos infectados migrem para
regities onde a populac3o nativa n3o apresenta imunidade adguirida
8 passem assim a apresentar a doenca. Os maiores danos provocados
pela maldria aparecem em regifies proximas a  Areas endémicas.

Nessas areas limitrofes a doenga manifesta-se sazonalmente e as
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populaglies ndo apresentam a mesma imunidade das populagles gue
habitam as regibes endfmicas onde a doencga ccorre durante todo o
ano (MARSHALL, 19%0).

NMa tentativa de controlar e erradicar a malaria
varios esforgos devem ser unidos, pois em muitos paises tropicais
esta doenca & um sério problema de sadde publica. Os efeitos da
malaria s3o bastante graves para a populaglo dos tropicos, indo
de simples periodos de tratamento até total incapacitagdo dos

individwos para o trabalho. Por isso a malaria vem sendo culpada

de impedir o crescimento de nacles inteiras sendo  fator
problematico quando  diz respeito  a paises tropicais em
desenvolvimento, o gque inclui o Brasil. Existem varios grupos

trabalhando no desenvolvimento de vacinas visando a imunidade a
doenga atraves de inoculagi3o de formas atenuadas do parasita ou
através de compostos sintetizados guimicamente, mas a
complexidade do parasita g o seu elevado grau de adaptac3o ao
hospedeiro n3dc permitiram ainda gue se obtivesse uma vacina
totalmente eficaz (NUSSENZIWEIG & NUSSENIWEIG, 1985; CHERFAS,
19903 MILLER, 19923 VALEROD et al., 1993; NUSSENZWEIG & LONG,
1994). De acordo com BOULOS (199%), os melhores resultados
obtidos ate agora foram do pesgquisador colombiano Manuel
Fatarrovo, com uma vacina gque apresenta cerca de 30% de eficdcia
na protecdo contra a infecgd3o, © que significa, referindo-se a
uma doenga que provoca 300 a 500 milhMes de casos climnicos
anuais, 100 a 150 milhbBes de individuos que deixariam de contrair
a doenga a cada ano. As pesquisas visando o aprimoramento das
vacinas continuam, porém até gque se consiga obté-las a precos
acessivels e promover vacinac®es em massa, a alternativa passa a
ser a utilizagdo de derivados semi-sintéticos da molécula de
artemisinina, pdeutD‘naturaI da planta Artemisia armmua L. que
vem se mostrando bastante eficaz no tratamento dos individuos

infectados pelo parasita.
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3.2. A planta Artemisia annua L.

3.2.1. Aspectos histdricos

Na Grecia antiga o género Artemisia foi assim
denominado com refer®ncia a Artemis, deusa da maternidade, pois
plantas desse género eram utilizadas como contraceptivops e para
regular desordens da menstruag3do. Também alegava-se que essas
plantas neutralizavam varios tipos de venenos, de cogumelos a

dragBes marinhos. Apesar de varias espécies de Artemisia terem

sido utilizadas pelo herbalista grego Dioscédrides para eliminacgido
de parasitas intestinais © nome popular wormwood deriva na
verdade do Anglo-saxénico wermode, que significa "protetor
mental". Especificamente para Artemisia annua L., a designag3o da
especie refere-se ap ciclo anual da planta  (FERREIRA, 19943
KEVILLE, 1994).

A Artemisia annua L. faz parte da mais
tradicional medicina chinesa, sendo conhecida como ging hao {(que
significa erva verde e pronuncia-se “ching~hao"”) e vem sendo
utilizada ha séculos para tratamento de vVvarios tipos de
moléstias, incluindo febres de diferentes origens. O relato mais
antigo de que se tem noticia estd em Receitas para 52 tipos de
mpoléstias, pertencente a dinastia Mawangdui Hamn e datado de 168
a.C., onde recomendava-se © Uso da planta para tratamento de
hemorrdidas. A espécie & novamente citada em Zhowu Hou Bej Ji Farg
(Livro de Prescrigles para Tratamentos de Emergéncia) escrito em
340 d.C., onde o©o autor, Ge Hong, recomendava, para reduzir
febres, embeber um punhado de ging hao em 1 "sheng" (cterca de 1
litro) de &gua, coar e beber. Em 1396, Li Shizen, um famoso
herbalista e farmacologista chin®s, cita em seu 8sn Cao Gang Mu
{(Comp@ndio de Matéria Médica) que & febre e o0s tremores da
malaria poderiam ser combatidos com preparados de ging hao. Uma
decocgdo de Artemisia annua também foi sugerida como tratamento

para malédria no tratado Wenbing Tiacbian em 1798 (KLAYMAN, 1985;



13

1589). Existem, no entanto, algumas diverg&ncias com relagio a
nomenclatura que relaciona ging hao a Artemisia annua .31 alguns
pesquisadores relacionam ging hao com Artemisia aplaceas ou
Artemisia dracunculus, © huang hua hao (gue significa erva de
fleres amarelas) com Artemisia annua. Apesar dessas divergéncias
atualmente a grande maioria das citagbes relativas ao ging hHao
referem—se a Artemisia annua L.,

Existem poucos relatos na literatura & pouco se
conhece a respeito do cultivo da Artemisia annua L., sendo ainda
encontrada em guantidade nos locais onde & nativa e utilizada a
partir de coletas. Planta exdtica, foi introduzida no Brasil em
1987 através de sementes provenientes dos Estados Unidos, pelo
Centro Pluridisciplinar de Pesguisas Quimicas, Bioldbgicas e
Agronédmicas (CPABA/UNICAMP) que desde entido wvem realizando
experimentns e ohservando o comportamente da especie com O
objetivo de otimizar o cultivo em nossas condigdes (FIGUEIRA,

1993) .

I.2.2. Caracteristicas botanicas

Artemisia annua k.. {(também conhecida como sweet
wormwood, annual wormwood, sweet annie ou, para nos, simplesmente
artemisia) & uma dicotileddnea anual, pertencente &4 familia
Asteraceas, tribo Anthemidae. Originaria da Asia, mais
provavelmente da China, tem sua ocorréncia natural em regifes de
clima temperado, sendo cultivada na BEuropa pelas suas gualidades
aromaticas e na China como planta medicinal (KLAYMAN, 1989; LE &
COLLET, 1991; WHIPKEY et al., 1992; WOERDENBAG et al., 1993a;
1994 .

A planta apresenta cardter arbustiveo podendo
atingir 2 metros de altura. Facil de ser cultivada, propaga-se
por sementes e prefere solos relativamente secos e pobres. As
senentes s3o fotoblésticas positivas e mantém o vigor g a

viabilidade por longo periodo (de meses a anns) guando
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armazenadas em lorails secos & a bailxa temperatura (SHEPHERD &t
al., 1292). & planta de dias curtos, tem fotoperiodo critico de
1% horas e floresce duas semanas apods a inducgdo (FERREIRA, 1994).
As caracteristicas de fotoperiodo da planta fazem com que,
ironicamente, as regiles troppicais que apresentam a maléria como
moléstia end@mica ndo mostrem-se favoravels ao cultivo da
artemisia.

Conforme descricio de ARANHA & YAHN (1984, apud
FIGUETRA, 1993) as plantas de Ariemisia aannua L. apresantam
hastes cilindricas, longitudinalmente estriadas e de coloragao
verde—palida. As folhas sd0 simples, pilosas, Com NEervUuras
principais proeminentes, profundaments partidas, sendo as
inferiores rosuladas 2 as supericres alternadas, diminuindo de
tamanho conforme S8 aproximamn do apice da planta. A
inflorescéncias distribuem—-se ao longo de toda a thaste, £
paniculas de capitulos peguenos ¢ multifloros, com recepltaculn
floral convexo & média de 50-60 flores pediceladas. O invdlucro
apresenta  bracteas em duas séries, todas  as  bracteas  com
roloragao verde e as  anteriores com  tamanho maior. As flores
marginais sdo feminlnas, dispostas em uma s série © com
coloragin  verde-amarelada, enquanto  as flores centrais s3o
hermafroditas e com coloragdo amarela. Os  frutos s¥o do tipo

agquénio g apresentam tonalidade acastanhada.



FIGURA 2 - A planta

Artemisia annua
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3.2.3. Caracteristicas gquimiotaxondmicas

(A} Artemisia annua L. pertence 4 familia
Asteraceae, gquimicamente muito distinta. A presenca de inulina,
acidos graxos, lactonas sesguiterp@nicas, 4&lcoois triterpénicos,
acido caféico, flavonas e flavondis metilados, em combinag3o com
uma total aus®ncia de taninos e de iridoides glicosilados s3o
referéncias importantes para a familia. Tambem a presenga de
compostos acetil®nicos e de dleos essencials € 2 considerada
caracteristica para as Asteraceae (HEGNAUER, 1964, apud LIMA,
1995).

A ncorréncia combinada de lactonas
sesquiterpénicas, compostos acetil®nicos e inulina € guase t¥o
caracteristica das Asteraceas guanto as suas inflorescéncias do
tipo capitulo. A Artemisia annua L. pertence & tribo Anthemidae,
produtora marcante de lactonas sesquiterp8nicas dentro da familia
Asteraceae. As lactonas sesquiterpfnicas =X fw! substdncias
incolores, com sabpr amargo, lipofilicas e representam o grupo de
substancias mais caracteristico das Asteraceae. Estido presentesg
principalmente nos tecidos foliares e podem constituir até 5% do
peso  seco da planta. Muitas s3o téxicas para o0 gado g seu
principal papel eccoldgico, na familia, parece ser o de dissuasivo
alimentar para mamiferos. Podem também ser inseticidas, mas isso
¢ menos 1mportante que seu poder dissuasivo sobre coelhos e
outros animais herbivoros. Além disso podem causar dermatites de
contato em mamiferos. Além dessas atividades bioclégicas as
lactonas sesquiterpénicas apresentam propriedades antitumorais,
fitotoxicas e podem agir como reguladores de crescimento. SXo
depositados na planta nos vasos laticiferos ou  em cavidades
subcuticulares ou pelos glandulares, sendo em geral interpretadas
como  componentes  dos Gleos essenciais gue tornaram-se n3o
volateis devido a processos de oxidac3do (LIMA, 1995).

No caso especifico da Artemisia annua L., a
artemisinina ¢ a lactona sesquiterp@nica de maior importidncia

devido & eficiente ac3o anti-malirica que apresenta, Segundo
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RODRIGUEZ et al. (1974), as lactonas sesquiterp8nicas s3o
encontradas em todos os subgBneros de Artemisia, podendo ccorrer
em varios org3dos da planta mas s3o comumente encontradas em
folhas e partes florais associadas a tricomas glandulares.
Portanto, essas subst@ncias est3o quase gue restritas as partes
a¢reas da planta. Ja os compostos acetildnicos podem ser
encontrados tanto nesses dérg3os como em orgdos subterrdneos. Em
algumas especies onde essas substdncias ocorrem  conjuntamente,
elas se mostram em Orgdos separados. Em Artemisia absinthium, por
exemplo, as lactonas sesquiterpfnicas ccorrem nas paries adreas e
03 compostos acetil@nicos nas raizes. Existem casos, no entanto,
da ocorréncia de compostos acetil@nicos tanto nas partes adéreas
guanto nas subterrdaneas (por exempleo, em Artemisia capillaris).
Em algumas espeécies, como em Ariemisia abrotanum, os compostos
acetilénicos ocorrem na ralz e nas partes aéreas aparecem

Cumarinas.

3.2.8. Produgsio de compostos anti-malaricos

No final da década de 60, um grupo  de
cientistas chineses iniciou pesguisas visando comptrovar
cientificamente a atividade anti-malarica da Artemisia annua L. e
isolar o composto guimico responsdvel pela aclo medicinal da
planta. As primeiras tentativas, com extracdo em dgua gQuente, ni3o
apresentaram resultados significativos. Posteriormente, novas
tentativas utilizando extraglo & baixa temperatura com solventes
organicos apresentaram resultados positivos no  tratamento de
ratos e macacos infectados. 0O composto ative principal, Lim
sesguiterpeno  lacténico perdéxido, foi isolado em 1972 e
denominado ging hao su (em chinBs: su = extrato dey ging hao =
erva verde) ou, para nos do Ocidente, artemisinina { KLAYMAN,
1985; 19893 FERREIRA, 1994; WOERDENBAG ot al., 1994},

A artemisinina mostrou ag3o efetiva contra

diferentes cepas de F. falciparum, tanto resistentes quanto
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suscetivels & cloroguina, bem como bons resul tados no tratamento
de malaria cerebral maligna (KLAYMAN, 198%9; WHIPKEY &f al., 1992
JAZIRI et al., 1993; PANIEGO & GIULIETTI, 1994). Ao longo da
deécada de 80 foram conduzidos varios estudos clinicos em  locais
como  China, Vietnd, Taildndia e Ga3mbia, comprovando uma rapida
eficifncia do composto & derivados no tratamento de casos severos
de malaria (ANONIMO, 1992; WHMITE =2t al., 1992).

Quimicamente a artemisinina 2 classificada como
um sesquiterpeno lactonico perdxido, sendo que o0s  mono e
sesquilterpenos s3p os compostos responsaveis pelo odor de muitas
plantas aromaticas., A guinina e todas as outras drogas anti-
maléricas s3do alcaldides e possuem atomos de nitrogénio, o gue
nieo ocorre no caso da artemisinina. Sabe-se gue a porgio
guimicamente ativa da molécula ¢ o grupo perdxido, de ocorréncia
rara em metabdlitos secundarios e que a existéncia e a
integridade do grupo s3o0 indispensavels para a atividade anti-
malarica. Compostos derivados que ndo possuem O grupo perdxido ou
o apresentam incompleto s3o desprovidos de atividade. A atividade
terapPutica consiste mna destruic3do da membrana celular do
Flasmodium, pois a artemisinina provoca mudangas estruturais nas
membranas levando & perda do citoplasma e conseguente morte do
parasita (KLAYMAN, 1989).

A sintese orgdnica total da artemisinina ja& foi
estabelecida (SCHMID & HOFHEINZ, 1983; XU et al., 198&6; AVERY &t
al., 1987; RAVINDRANATH et al., 19205 AVERY et al., 1992),. poreém
o composto e bastante complexo o que torna o processo dificil.,
Além disso, os nivels obtidos por sintese s3do extremamente baixos
tornando a sintese guimica economicamente desinteressante e
fazendo com que a planta Artemisia annua L. continue sendoc a
unica fonte valida de artemisinina mos dias de hoje.

A artemisinina & um composto incolor e inodoro,
com toxicidade relativamente baixa. DUTTA et &1.(198%9), en
experimentos com cobaias, detectou niveis de [Dmo de 5,1 g/kg
para administragdo oral e de 2,8 g/kg para administrac3o

intramuscular. Apesar da baixa toxicidade existem relatos de
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experimentos onde se verifica uma ac¢3o citotdxica da artemisinina
contra linhagens celulares tumorosas, © ainda Nesse caso D grupo
perdxido aparece como sendo responsavel pela atividade. Artenuina
B e acido artemisininico rao apresentaram as MBEMas
caracteristicas citotdxicas (ZHENG, 1994).
A artemisinina tambeém apresenta Como

caracteristica uma baixa solubilidade, tanto em dlec quanto em
agua, 0 gque dificulta bastante a sua administrac3o. VEm sendo

desenvolvidos derivados semi-sintéticos da artemisinina, Ccom

melhores caracteristicas de solubilidade, como  por exemplo
artegter g artemeter {ambos soluvels em dleo), e artesunato de
sodio e artelinato de sédic (ambos soluveis em agua). Alguns

desses compostos, além de apresentarem caracteristicas melhores
quanto a sclubilidade demonstraram ser mals potentes contra a
maléria que a artemisinina, sendo porém mais téxicos {TITULAER et
al., 1971; WOERDENBAG ef al., 1993b). FERREIRA (1994} cita gue o
arteméter em solugdo oleosa aplicavel diretamente via injisg3o
intramuscular, vem sendo  testado comercialmente na Republica
Fopular da China e recentemente foil iniciada a HLla
comercializagdo pela industria farmacfutica francesa Hhone
Poulenc na Africa sob © nome de FPaluther, snguanteo outros paises
afetados pela malaria vEm aguardando a liberac3co dessa Fforma
injetavel do arteméter para comercialilzacio.

A obtengide de outros compostos anti-malaricos
de maior solubilidade e estabilidade vem sendo desenvolvida
tomando-se como ponto de partida a artemisinina, mas este n3o & o
sesquiterpenoc encontrado em malores quantidades em Artemisia
armnua L. 8 s51m outros compostos tals como o Acido artemisininico
e a artenuina B. No caso do adcido artemisininico. por exemplo,
este & encontrado na planta em guantidades B8 a 10 vezres maiores
gue a artemisinina (ROTH & ACTON, 19873 JUNG ef al., 19907 MISRA
et al. 1293). Também a artenuvina B  encontra-se em  maior
gquantidade, o gue vem estimulando o desenvolvimento de
transformagies quimicas para estes precursores, chegando-se assim

& obteng3o indireta de artemisinina.
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fAinda existem divergéncias com relagdo a
determinados pontos da rota biossintética da artemisinina e de
seus precursores. AKHILA et al. (19873 1990) trabalhando com
isntopos radicatives (*H e 214() descreveram a biossintese da
artemisinina derivando do acido mevaldnico pela rota do isopreno
# a biossintese do acido artemisininico. Outros grupos de
pesguisadores estudando a biossintese desses compostos propuseram
que o acido artemisininico seria precurseor tanto da artemisinina
quanto da artenuina B, havendo diferencas relativas a ocorr&ncia
de processps sequencliais ou  independsntes (EL-FERALY ot al.,
198463 ROTH & ACTON, 19873 19893 JUNG et al., 1990; SANGWAN et
al., 1993) {(Figura 3).

Para plantas crescidas em condigBes de campo ou
em casa de vegstagdo existem relatos de acumulo de artemisinina
em folbhas, gemas, ramos secundarios, flores e sementes (S5INGH et
al., 1988; DELABAYS et al., 19923 1993; FERREIRA, 1994), enguanto

que o caule principal contem guantidades muito pequenas e as

raizes n3do acumulam o composto (PRAS &t &l., 1991). No caso de
cultivo "in vitre" foram encontradas baixas concentragbes de
artemisinina em culturas diferenciadas e em culturas ndo

diferenciadas (calos ef/ou culturas de células) o composto n3o foi
sncontrado ou foi encontrado apenas em tragos (NAIR ef al., 19863
BROWN, 1993; 1994; FERREIRA, 19943 PANIEGO & GIULIETTI, 1994),
sugerindo que um certo grau de diferenciacio & necessdrin para a

produgdo de artemisinina (BROWN, 1993; 1994). J& segundo TAWFIQ

et al. (1989) e CHIUNG-SHEUE ot al, (1992) foi observada
atividade antiplasmodial para calos e culturas de celulas de
Artemisia annua L. mesmo em casos onde artemisinina n3o foi
detectada. NAIR et aJ. (1986) citam a liberag3o de artemisinina

no meio ligquido para culturas de células em suspens3o. Quanto aos
precursores: acido artemisininico e artenuina B também sdo
encontrados em maxima concentrag3o nas folhas, gemas e ramos

secundarios (WOERDENBAG et al., 1991).
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FIGURA 3 ~ Rotas biossintéticas propostas para artemisinina,

artenuina B e Acido artemisininico: 1. EL-FERALY
et al. (1986); ROTH & ACTON (1989); JUNG et al.
(1990); SANGWAN et al. (1993); 2. EL-FERALY et al.
(1986); JUNG et al. (1990); 3. SANGWAN et al. (1993).
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3.3. 0 processo de transformaci3o via Agrobacterium

3.3.1. As bacterias do género Agrobacterium

A familia FRhizobiacese de bactérias de solo
pode ser dividida da seguinte forma: 1. bactérias fixadoras de
nitrogénio (g€neros Rhizobium, Bradyrhizobium e FPhyllobacterium,
entre outros) gue apresentam tal caracteristicsa guando crescendo
livremente no solo em condiglMes favoraveis ou em nodulos de
raizes em plantas leguminosas, e Z. bactérias do gBnero
Agrobacterium, que s3o caracteristicas por sua capacidade de
induzir hipertrofias em plantas, especialmente dicotiledéneas. 0
ge€nern Agrobacterium compreende quatro especies, sendo elas:
Agrobacterium tumefasciens, Agrobacterium rhizogenes,
Agrobacterium radiocbacter e Agrobacterium rubi. O Agrobacterium
tumefasciens causa na planta infectada uma galha ou tumor ao
nivel da coroa (jungdo entre o caule e a raiz), sendo essa doenga
conhecida na Europa desde a Antiguidade e denominada galha da
coroa ("crown gall") pelo seu aspecto. 0 Agrobacterium rhizpogenes
causa a sindrome de raizes em cabeleira ("hairy-root disease"),
que caracteriza-se pelo crescimento lento e anormal de grande
quantidade de raizes. 0 Agrobacterium rubi infecta especies
vegetals especificas e induz tumores nas partes aéreas da planta
e Agrobacterium radiobacter e avirulenta, embora seja
frequentemente encontrada em estreita associagdo Ccom as epspécies
virulentas (GORDON, 1981).

Ha guase F0 anos atras, em 1907, oS
pesquisadores Smith e Townsend (apud HOOYKAAS & SCHILPEROORT,
1992) publicaram um artigo no qual apresentavam evidéncias de que
a bacteéria hoje conhecida como Agrobacterium tumefasciens seria o
agente causal da galha da coroa. Também ha bastante tempo se tem
conhecimento da produg3o de raizes adventicias devido & infecoio
pela bactéria que hoje sabemos ser a Agrobacterium rhizogenes,

tendo sido demonstrado em 1930 por Riker e seus colaboradores
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{apud BIROT ot al., 1987). Npo entanto, o processo de indugi3o da
galha da corva despertou inicialmente um maior interesse e foil

pesquisado com mals intensidade estimulado pela esperanca de uma

melhor compreens3o da oncogBnese em geral. Apds wn periocodo de
diminuicg3o, as pesguisas recomegaram ap perceber-se que a base
molecular da indugdo da galha da coroa poderia ser uma

transferéncia de oncogenes da bactéria para a planta © gque esse
sistema poderia vir a ser explorado em trabalhos da area de

engenharia genédtica vegetal.

A chave do processo de inducdo foi encontrada

cerca de 20 anos atrds (ZAENEN et al.. 1274; VAN LAREBEKE et al..

1975) com a descoberta de elementos extracromossémicos
(plasmideos) extremamente grandes (mais de 200 kb)) em cepas
virulentas de Agrobacterium tumefasciens, abrigando genes

diretamente envolvidos na inducdo da doenca. O descoberta da base
genetica levou os pesquisadores a outro ponto bhésico do processo,
0o fato de que a manifestaco dos sintomas estaria relacionada &
transferéncia dos genes da bactéria para a planta com uma
consequente  transformagdo no genoma da planta hospedeira. A
partir de entd3oc o Agrobacterium passbu a ser acsociado A
possibilidade de wutilizag3o como vetor para transfer®ncia de
genes entre plantas, dando inicio ao grande volume de pesquisas

executadas na area durante os Ultimos anos.

3.3.2. Propriedades gerais dos plasmideos Ti e Ri

A maioria das espécies de bactérias comtém um
ou mals plasmideos (moléculas de DNA circular separadas do DNA
cromossomico  da zona nuclear e que vivem livres no citoplasma da
relula), sendo estes os fatores responsavelis pels induc3o das
neoplasias no caso dos Agrobacterium. VAN LAREBEKE et al. {(1975),
apos a descobgrta do papel fundamental do plasmideo do
Agrobacterium tumefasciens na indugdo da galha da coroa,

denominaram-no como plasmideoc Ti ("tumour—-inducing"). Alguns anos
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mais tarde foi demonstrado por MOORE et al. (1979) que a indugio
das raizes em cabeleira pelo Agrobacterium rhizogenes devia-se
também & ac3¥o de um grande plasmideo, o qual feoi depominado
"pHr". Esse plasmideo foi, no entanto, renomeado em 1981 por
Tepfer & Tempé como plasmideo Ri ("root-inducing") passando a
acompanhar a nomenclatura do Agrobacterium tumefasciens (BIROT et
al., 1987).

A execuclo de mapas funcionais dos plasmideos
Ti e Ri permitiram a identificac3o de regibes determinadas para
cada func3o relacionada ao processo de infecgdo e manutengso da
doenca na planta hospedeira (Figura 4). A habilidade de
transformar células vegetais esté correlacionada com & presenga
nos Agrobacterium de duas importantes regilles nos plasmidecs Ti e
Ri: estas s¥o o proéprio T-DNA & a regido de virul@ncia (vir). A
regido~T do plasmideo ¢ transferida da bactéria para a planta
durante a infeccdo, passando a setr denominada T—~DNA
{"transferred-DNA") apds ser integrada no genoma vegetal. Nessa
etapa o0s genes presentes nessa regiic comegam a Se  expressar
dando inicio & mamifestacdo dos sintomas da doenga. Existem duas
diferengas basicas entre células de tecidos normais e de tecidos
transformados: 1. as células da galha da coroca e das raszes em

cabeleira s3o tumorosas porque proliferam—-se de modo autconomo na

aus®frcia dos fitohorménios {auxinas & citocininas) NECESSArios
para o crescimento de células vegetais normaisy 2. as células
tumorosas té&m capacidade de produzir e gxcretar opinas

(aminoécidos e derivados de agucares ndo sintetizados pelas
ceelulas normais & utilizados pela bactéria para sua manuteng3o).
O0s genes responsavels por ambas as caracteristicas localizam-se
na regi3o-T do plasmideo, sendo que a combinagdo na biossintegse

de fitohorménios regulada pelo T-DNA leva & morfoleogia tumorosa
dos tecidos transformados. Os genes gue controlam a biossintese
dos fitohorm&nios s3o de origem bacteriana, pois a rota
biossintética de auxinas utilizada pelo Agrobacterium nd3c &
normalmente utilizada pelas plantas (KLEE et al., 1987). A regi3o

vir ou regil3io de viruléncia & indispensavel & transfer®ncia e



FIGURA 4 — Mapa funcional do plasmiden RHi de Agrobacterium
rihizogenses cepa A4, S53o mostradas as regidbes TL- e THR-
e a regido ori (origem da replicagido), bem como as
regifies homdlogas as fungiies conhecidas para os
plasmidens Ti: Hegido de virul@ncia (vir), biossintese
de auxinas {itms), biossintese de agropina (ags),
catabolismoc de agropina (agce). (Extraido de BIROT et
al. , 1987).
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integragdo da regi3fo-T no genoma nuclear das celulas da planta
hospedeira. Localiza-se fora da regido-T do plasmideo, n3do sendo
portanto transferida (JOUANIN, 1984), & age a partir de estimulos
enviados pela ceélula vegetal apds o Tferimento {exsudatos) qgue
ativam os genes dessa regildo (KLEE et al., 1987). A regildc de
ratabolismo das opinas codifica para enzimas da bactéria as
instrugles para a degradacgdoc das opinas, porem nEo tem influ@ncia
sobre a capacidade da bactéria de induzir tumores e localiza-se
fora da regi¥o-T do plasmideo {(HUNTER & NEILL, 1990).

As diferentes cepas de Agrobacterium e sSRUS
plasmideos s3o0 classificados de acordo com a principal opina
prncontrada nos tecidos transformados (BIROT et al., 19875
HOOYKAAS & SCHILPEROORT, 1992), visto gue a bactéria ndo contem
nem sintetiza as opinas. Cada cepa especifica de Agrobacterium
tumefasciens ou Agrobacterium rhizogenes induz & produgdo e ao
armazenamento na planta infectada da opina necessaria para a
manutenc3o do metabolismo da bactéria correspondente. As opinas
s¥o produzidas tendo COmMD precursores compostos comumente
encontrados nas células vegetals, tais como alfa~ceto-acidos,
aminodcidos e agucares simples, e a cepa de Agrobacterium
responsavel pela transformag3o da planta pode utiliza-las,
seletivamente, como fonte de energla, carbono e/ou nitrogénio, de
acordo com as suas necessidades. As opinas ndo apresentam fungdo
nas celulas vegetais e sdo utilizadas somente pela Dbacteria
colonizadore gue induziu a producdoc na planta, conferindo uma
vantagem evolucionaria ao Agrobacterium e aos Ti e Ri plasmideos

em relacdo a ocutras bactérias de splo (SAITD et al., 1992).

3.3.3. 0 processo de infecgdo e a manifestagldo

dos sintomas

Desde meados do nosso século sabe-se que para
que o Agrobacterium penetre no tecido vegetal ba a necessidade de

que a planta apresente um ferimento que permita a entrada da
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bacteria (BRAUN, 1947, apud HOOYKAAS & SCHILPEROORY, 1992). Esse
ferimento pode ser resultante de lesbes provocadas por tratos
culturals, geadas ou insetos, nNo caso de plantas em condigbes de
campo, ou entido provocado por corte do tecido guando a infecgdio
ocorre  em condigles de laboratdrio, pela manipulagdo "in vitro".
As celulas vegetais quando lesadas passam a exsudar compostos
fendlicos, agucares 8 aminoacidos em resposta ao ferimento e as
bactérias s30 atraidas por esses compostos, multiplicando-se
fixando—-se nas paredes celulares (LIPPINCOTY & LIPPINCOTT, 1969,
apud HOOYKAAS & SCHILPEROORT, 1992).

Dutro fator importante para qQue oCorra  a
transferéncia de genes diz respeito a temperatura. For serem
caracteristicas de solos de clima temperado, as Agrobacterium n3o
infectam naturalmente as plantas nos solos brasileirops devido as
altas temperaturas, 2 o mesmo & valido em se tratando de
condigies de laboratdrio. Segundo MOORE et al. (197%9) para que O
pProcesso ocorra & necessario que haja um  tipo de interagdo
sensivel ac calor. Alem disso, a bactéria perde a sua capacidade
infecciosa guando exposta a temperaturas elevadas durante algumas
horas.

Uma das primeiras etapas na inducldo do tumor
refere—-se &4 ativaglo coordenada do sistema de virul®ncia,
regulado pelos genes vir, gque s3o ativados quando a bactéria,
proxima as células lesadas, percebe as subst3ncias liberadas pela
planta (STACHEL & ZAMBRYSKI, 198é). Os genes vir s3o exXpressos em
niveis muito baixos nas Agrobacterium sob condicBes normais.
Guando esses genes s3o expostos aps exsudatos de ferimentos das
células (compostps fendlicos de baixo peso molecular, tais como
aceto-siringona ou hidrgxi-aceto-siringona) passam a ser ativados
em varios niveis, em um processo lento gque leva de 8 a lé&  horas
para alcangar o©s niveis maximos de expressao (STACHEL et al.,
19855 SPENCER & TOWERS, 1988; HOOYKAAS & SCHILPEROORT, 1992).
Outras evidéncias sugeresmn gque tambem alguns flavondides
conhecidos come indutores rmod em  Rhizobium podem agir como

indutores dos genes vir (ZERBACK of al., 1989).,
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Com a ativagdo dos genes vir ocorre a
transferdncia da regido-T do plasmideo para a planta e a
express3o do T-DNA apds a integragdo no genoma vegetal. Depois de
algum tempo o tumor comega & desenvolver—se devido as divisdes
celulares estimuladas pela produg3o, comandada pelo T-DNA, de

auxinas e citocininas. Estes horménios, embora sendo moléculas

orgdnicas relativamente simples sdo poderosos agentes de
crescimento que controlam varios aspectos relativos A
proliferacio, elongamento e diferenciagc3o celulares. Como

conseguéncia de um balango hormonal desregulado induzido pelo T-
DNA, a multiplicacg¥o celular torna-se descontrolada iniciando-se
o desenvolvimento do tumor.

Com a integrac3o e express3o do T-DNA no genoma
da planta hospedeira as células contendo esse T-DNA passam a
produzir e excretar as opinas que sido consumidas especlficamente
pela bactéria colonizadora (por exemplo: cepas produtoras  de
octopina podem metabolizar octopina, mas n3o nopalina, enguanto
cepas produtoras de nopalina metabolizam nopalina, mas ndo
octopinal. A agdo das opinas ndo se limita & inducgl3o da atividade
dos genes responsavelis pelo seu catabolismo, porem também age
estimulando e ativando o sistema de tranmsfer®ncia conjugativa do
Ti/R1 plasmideo, fazendo com gue Ti/Ri plasmidens sejam
amplamente disseminados dentro de uma populago de Agrobacterium
em um tumor vegetal (HOOYKAAS & SCHILPEROORT, 1992). Como as
Agrobacterium exploram as ctélulas vegetais induzindo-as a
produzivr compostos que s3o de seu uso especifico, & fazendo isso
através de engenharia genética, o processo vem sendo denominado

"tolonizagdn gendtica” (Figura 95).
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FIGURA 5 -~ Representacdco esquemidtica do processo de colonizagio

genética, com o Agrobacterium tumefasciens contendo
DNA cromoss&mico e Ti plasmideo: (1) Fixagldo da
bactéria na célula vegetal, préoxima & regido do
ferimento. (2 Transfer8ncia do 7T-DNA & ceélula
vegetal por aglio da regido de wvirul@ncia (vir).
(3} Integrag3o do T-DNA ao genoma da célula vegetal.
(4) Transcrigdo e translagdio do T-DNA. (5 Induc3o
da divisdo celular na regidio do ferimento, resultando
na fTormagdo do tumor (galba). (Extraido de JONES &
LINDSEY, 1988).
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Ao longo dos anos, devido a&s observagbes
durante as tentativas de transformac3o nas mais variadas Especies
vegetais, o©0s cientistas passaram a assumir de forma guase
generalizada que a maioria das espécies suscetivelis & infecgdo
pelas Agrobacterium seriam dicotiledéneas, apesar da exist@ncia
de citacBes de transformagdo em plantas monpcotiledéneas (JONES &
LINDSEY, 1988; BINNS, 1990; HUNTER & NEILL, 1990j; RAINERI et al.,
1990). No entanto, sabe-se gue a formagido do  tumor ou ©
aparecimento das raizes transformadas e © resultado final de um
complexo processo gue envolve uma série de etapas {(entre elas O
reconhecimento das células feridas pelo Agrobacterium, a fixagdo
das bactérias a planta, a transfer@ncia do T-DNA, sua expressao e
integrag3o no genoma da planta) e qgue © fato de n3do haver
mamifestacido dos sintomas n3o significa que a transformagdo ni3o
ocrorreu. Podem existir alteracBes no processo, COmMo superprodugdo
de fitohorménios inibindo a divisdn celular, ou expressdo
incompleta dos genes para a produgdo dos fitohorménios, & nesses
casos & ocorréncia da transformac3o somente serd verificada pela
deteccdo das opinas correspondentes & cepa da bacteéria, 8 ndo
mais por observag3¥o visual. Essa transformag3o acompanhada de
auséncia na manifestacdo dos sintomas foi observada para varias
pepécies de monocotiledéneas, entre elas Chlorophytum & Narcissus

{HOOYKAAS-VAN SLOGTEREN &t al., 1984), Zea  mays (GRAVES &

GOLDMAN, 19863 GRIMSLEY et al., 1987), Dioscorea bulbifera
(SCHAFER et al., 1987), Triticum asstivum e Hordeum vulgare
({BOULTON &t al., 1989). Apesar de a eficifncia do sistema variar

de acordo com a espécie verificou-se que a trangformagd3o ocorre
tambem em monocotiledoneas, confirmando gue o sistema de
transferé@ncia pelo T-DNA pode ser explorado para a introdugdo de

DNA estrangeiro em uma grande variedade de espécies vegetais.
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3.3.4. Agrobacterium rhizogenes ¢ o sistema de

transformaglo: caracteristicas particulares

Embora a transformagic genética das ceélulas da
planta hospedeira também represente a base da sindrome de raizes
em cabelegira, este Processo apresenta-se com algumas
particularidades guando comparada com os tumores do tipo galha da
coroa  induzidos nas plantas atraveés da infecgdo pelo
Agrobacterium tumefasciens. Us tumores do tipo galha da coroa
consistem em uma mistura de celulas vegetais transformadas

{contendo T-DNA) e celulas normais gue representam a maior

Proporc3o das cé&lulas do tumor, sendo portanto tecidos
quimericos. Isso ocorre porque as enzimas codificadas pelos genes
do T-DNA para a sintese de auxinas e citocininas causam a
modificagdo no crescimento tanto das celulas transformadas guanto
das celulas normais assocladas & elas (VAN SLOGTEREN et al.,
19833 INIE ef al., 1984). Por outro lado, as raizes em cabeleira
induzidas através de infeccdp por Agrobacterium rhizogenes s3o
compostas somente por células transformadas, constituindo assim
clones celulares (CHILTON et al., 1982; DAVID et al., 1984;
BERCETCHE et al., 1987). Enguanto os tumores induzidos pelo
Agrobacterium tumefasciens crescem desordenadamente, as raizes em
cabeleira proliferam-se geralmente de mode organizado {embora
descontrolado), resultando em uma abundante producdo de raizes no
local da imnoculagdo. A natureza clornal das raizes em cabeleira,
aliada ao fato de que estas apresentam um fendtipo bastante

especifico e facilmente  distinguivel das células normais torna

relativamente facil o isvlamento das raizes transformadas. O
contrario ocorre nos tumores do  tipo galha de coroca, onde para
obter—-se uma populacidno constituida unicamente de celulas

transformadas & necessario trabalhar com infeceles Unicas, como
cocultivando protoplastos com Agrobacterium e regenerando esses
protoplastos posteriormente.

As raizes em cabeleira apresentam um fendtipo

bem definido em relac3o as raizes normais de uma mesma espécie



32

sendo que, guando cultivadas "in vitro”, em geral crescem mailis
rapidamente gue as culturas normais, apresentando alta incid&ncia
de ramificaches e auséncia de geotropismo (DAVID et al., 1984},

Na maioria dos casos esse proprio  fendtipo caracteristico

apresentado pelas raizes transformadas guando cultivadas "in
vitro" pode ser considerado como um bom marcador genetico para a

transformagio.

Os plasmidecs Ti e Ri apresentam algumas
diferengas basicas entre si, sendo gue as mals marcantes
localizam—se nos T-DNA que n3o s3o homdlogos entre si, exceto

pelos genes envolvidos na sintese de auxinas & cltocininas

(JOUANIN, 19843 DE PAOLIS et al., 19835), estando essas diferencas
relacionadas & capacidade de regeneracdo apresentada  pelos
tecidos transformados. A regeneracd3o de plantas a partir de
tumores do tipo galha de coroa apresenta-se bastante dificil de
ser obtida, devendo sempre vir acompanhada de rearranjos
importantes na estrutura do seu T-DNA (WULLEMS et al., 1981). Por
outro lado, consSegue—sg Com Uuma certa facilidade obter a
regeneracso  a partir de culturas "in vitro" de raizes
transtformadas, podendo esta ocorrer espontaneamente ou atraves de
modificagMes apropriadas no meio de cultura. Como & aceito de
modo geral o fato de que o T-DNA n3o sofre modificagles durante o
processo de regeneracio das raizes transformadas (DAVID et al.,
1984), & facilidade com que os regenerantes sdo obtidos a partir
dessas raizes indica que a presenga do T~-DNA do Ri plasmideo &
compativel Com esse Processo. As plantas regenerantes
freguentemente passam a exibir um fendtipo caracteristico, com
internddios curtos, redug3o da domindncia apical de raizes e de
parte agérea, alteracgdo da morfologia de folhas e flores, e
redugdo na producgdo de polen e sementes. Esse fendtipo alterado
das plantas regenerantes varia de acordo com a espécie  com O
processo da transformagdo ocorrido, podendo ser mais ou MBENOS
pronunciado de acordo com esses dois fatores (TEPFER, 1984; DAVID
& TEMPE, 1988).

Outro fator a ser citado refere-se & capacidade
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virulenta das diferentes cepas de Agrobacterium rhirogenes que
varia de modo gue algumas cepas apresentam—se mals eficientes gue
outras no processo de infecglo. A& efici®ncia das cepas difere nio
somente guanto & guantidade de espécies vegetais que s3o capazes
de infectar, como tambeém com relac3o a4s respostas de inoculag3o
em diferentes partes das plantas de uma mesma espgcie. As Cepas
de Agrobacterium rhizogenes gque apresentam Ri  plasmideos tipo
agropina (cepas A4, 1855, 15834, entre outras) carregam e inserem
no hospedeiro duas regibes T-DNA denominadas T, -DNA & Te-DNA
(JOUANIN, 1984; DE PaADLIS et al., 1985) & apresentam-se mais
virulentas que putras tipo manopina (81946, TR107) ou cucumgpina
{NCPPB2Z2659), que carregam somente uma regilo T-DNA (CHILTON ef
al., 1982; COMBARD et al., 1987). A regilo T=-DNA carrega genes
gue codificam a bilossintese de auxinas e agropinas (DE PAOLIS et
al., 1983) e a regido T_-DNA & homdloga & regildco-T unica das
cepas dos outros tipos (BPANO et al., 19823 COMBARD et al.,
1987). Ambas as reglifies possuem funcdes rizogénicaes tendo sido
demonstrado gue os genes enveolvidos na biossintese de  auxinas
{regiio do T=—DNA) s3n 0% responsavels pela diferenciaglo
primaria das raizes apdts  a infecgdo, engquanto os genes
localizados na regi3d3o do To-DNA respondem pela proliferacgao
continua de raizes, raracteristica fenotipica das raizes
transformadas. A ag3o combinada das duas reqgides de T-DNA das
cepas malis viruwlentas passa a produzir uma melhor resposta
infectiva em comparacdo a outras cepas menos virulentas, devido
ao fato de gue as cepas mais virulentas (tipo agropina) conseguemn
induzir o inicio da sintese de auxirnas nas celulas hospedeiras,
enquanto as outras cepas n3o apresentam tal capacidade

(CARDARELLI et al., 1985; 1987; VILAINE & CAGSE-DELBART, 19873;.



3.3.95. Utilizacdo das raizes transformadas para

produc3on de metabdlitos secundarios

0 cultivo de raizes transformadas obtidas a
partir da inoculacdo pelo Agrobacterium rhizogenes apresenta-se
vidvel para a obtencg3o de variocs compostos secundarios derivados
de raizes de plantas. Como as culturas de raizes transformadas
apresentam, além de elevada produtividade devida a&s altas
velocidades de crescimento, uma boa estabilidade genética e
bioquimica, observamops nos ultimos anos um aumento mnas tentativas
de desenvolvimento de protocolos viaveis para a produg3o de
metabdlitos secundérios com aplicagcies guimicas e farmacuticas.
Muitos desses compostos possusm LA valor de mercado
suficientemente elevade (mais de 1000 USs/kg), Justificando a sua
exploragdo mesmo para culturas gue apresentem uma capacidade de
sintese peguena (HAMILL et al., 1%87). Porém, apesar da
exist®ncia de varias informagles a respeitoc da acumulaglo de
metabolitos secundarios nos diferentes érgdos vegetais, ainda n3o
dispomos de conhecimentos suficientes sobre como e onde esses
produtos s3o sintetizados nas plantas, tornando-se dificil prever
0 potencial das culturas de raizes transformadas para a produclo
de um composto especifico.

Os compostos sintetizados em cultura pelas
raizes transformadas normalmente limitam~se aqueles produzidos
pelas raizes das plantas normais em uma mesma espécie (HAMILL et
al., 19863 KAMADA et al., 1986) e as eventuais diferencas
provavelmente s3do devidas & auséncia dos efeitos normais de
transporte nas plantas inteiras. Segundo ENDRESS (1994), a
produc3do dos compostos secundérios em culturas de raizes
transformadas ocorre exclusivamente como efeitoc da rizogéness
relacionada & morfologia alterada dessas raizes., Embora a
cinetica da produgdo de metabdlitos secunddrios em cultura ainda
seja pouco conhecida, a acumulagdo dos compostos produzidos em
algumas espécies estudadas segue um padrio onde a sintese parece

becorrer somente em segmentos da raiz transformada que apresentem
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uma idade fisiolégica especifica (HAMILL et al., 1986). Existem
relatos de gque, para raizes transformadas de plantas produtoras
de alcaldides a maturidade do sistema radicular pode ser um fator
importante para a produgdo (ENDD & YAMADA, 1985 HASHIMOTO et
ald, 1986). KENNEDY et al. (1993) ritam estudos comparando
seccles com idade e didmetro semelhantes de raizes normais e
transformadas de Artemisia dracunculus, verificando gue as raizes
transformadas apresentam—se muito menos maduras que as raizes
normais. No entanto PAYNE =2t al. (1987) demonstrou sintese de
hiosciamina em culturas de raizes transformadas de Datura
stramonium continuando mesmo apds cessado o0 2 crescimento  da
cultura, sendo essa uma caracteristica bastante desejiavel no caso
de rultivos para fing comerciais.

Embora as culturas de raizes ndo-transformadas
também possam ser utilizadas para a produgdo de compostos
secundarios, para muitas espécies a produgdo e manutenc3o da
cultura apresenta-se dificil e a suplementagdo de auxina
necessdria para otimizar o crescimento pode causar diminuigdo na
producdo dos metabdlitos secundérios (HASHIMOTO et al., 19863
NORTON & TOWERS, 1984&). Uma das grandes vantagens do cultive de
raizes transformadas s33o o0s altos mniveis de produtividade em
relagidoc aos metabdlitos secundarios. Como a transformagio
normalmente ndo afeta as guantidedes relativas de compostos
secundarios sintetizados e as concentragles geralmente encontram-
52 NOS MESMOS Nivelis gue nas raizes ndo transformadas (ENDRESS,
1994), as diferencas bésicas referem-se 4 taxa de crescimento das
culturas e aps niveis de produg3o constantes. 0 cultivo de raizes
transformadas & vantajoso pois origina culturas de crescimento
mais rapido que de raizes normals, sem necessidade de adig3o de
fitohormenios e sem decréscimo na produc3o de compostos.

Outra caracteristica importante diz respeito ao
numera de cromossomos das raizes transformadas, que permanece
idéntico av da planta parental da qual origina-se a cultura. Essa
estabilidade mantém-se durante varias geragles & garante a

preservagdo da integridade estrutural do sistema das raizes,
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resultando em niveis de crescimento e de sintese de compostos
secunddrios igualmente estdveis durante longos pericdos (HAMILL
et al., 1987). Como exemplos dessa estabilidade da sintese KO et
al. (1988) citam culturas de raizes transformadas de Hroscyamus
niger e Nicotiniana rustica apresentando um padr3o constante de
producdo de alcaldides durante um ano e excretando no meio de
cultura 20 a 3I0% da guantidade total de compostos sintetizados.
Também ENDRESS (1994) descreve culturas de raizes transformadas
de Lithospermum erythrorhizon com as mesmas caracteristicas de
estabilidade descritas acima.

Potencialmente, as culturas de raizes

transformadas podem ser obtidas e produzir metabdlitos
secundarios de interesse comercial a partir de qgualguer espécie
vegetal cujia produgéo DCcorra nNas  raizes e cujos tecidos
apresentem respostae & inoculagdo pelo Agrobacterium rhizogenes. A
tabela 1 mostra as espécies nas quais as  tentativas de
transformagdo foram bem sucedidas e o0s compostos obtidos de cada
cultura. Longe de ser definitiva, a variedade de espeécles citada
apenas confirma o potencial dessa técnica gue deve continuar a
ser desenvolvida para gue possam ser produzidas cada vez mais
subtdncias gue contribuam para melhorar a Qualidade de vida para

todos nos.



Tabela 1.

CLASSES DE
COnrgsTos
PRODUTIDGS

Compostos secundéarios produzidos em culturas
pstabeleridas de raizes apods transformagso por
Agrobacterium rhizogenes {(extraido de 5AITO

et al., 1992).

ESPECIES VEGETAIS

BLEALOTOES Hropa belladopna, A. cavcasia, Calystegia sepive, Jatura candida, B chloranths, B. ferox, b
TROPAICDS
fastupza, I Innexia, B, eetel, B. weteleides, D. quercifuelia, b, resel, &, sanguinea, B
strasenius, b, wrightil, Dubeisia leichardtif, b. wyeperoides, Fyescyasus albus, K. aureus, §.
babericus, B. desertorum, K. saticus, B, niger, ¥o pusiilus, Scepelia carnielica, 8. Japonicy, &
lurida, 3. strasenifelia
i
ALOALTOES Kizetiniana africana, K. cavicela, K. hesperis, B, rostica, f. tabacum, X, usbratics, Ao velutina
RICOTERICDY
ﬂiﬂﬁi@lﬁES Awsonia elliptica, Catharanthus resens, ©, trichophyllus
INDEIS
i ByTR0S Ginchena ledgeriana (alcaldides cuinslinicos), tebelia inflata (lobeline), Spartiue jumceus
ALEALDIDES
{alcaldides lupinicos), Jolanuw tuberosum (alcaldides esiprbides)
TERPENDIDES bigitalis lavata, D, purpurea (cardenolidens}, Glycverhiza aralensis (glicirrizing), lippia dulcis
I {hernandulcing o puiros mune e sesguiterpenssi, Panax ginzeng {zapeninas)
ARTRAQUIRONAS Lassia torosa, £, obtusifeifa, U, occidentalis, Bubia tincterva
puTRAS Beta vulgaris (pignentos betalainicos), Fchinacea purpurea {alcamidas), Seranivw thusbespii
COrPOSTOS

(tanings}, Lithospersup erythrorhizen (shinkunina), Swertia japenica (1antonss e aearogentina)

Yagetas patula {tiophenes)




4. MATERIAIS E M&ETODOS

4.1. Material vegetal (Planta Superior)}

Az plantas de Artemisia annua L. utilizadas
comp  fonte inicial de explantes para este trabsalho foram
germinadas "in vitro” a partir de sementes coletadas de campos

experimentais do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas GQuimicas,
Biolgicas e Agrondmicas (CPABA/UNIDAMP), localizado em Paulinia,
S5P. Para todos os experimentos as sementes foram coletadas no més
de Junho de 1993, de plantas de origem chinesa e ja aclimatadas e
selecionadas no proprio CPOBA, sendo as sementes provenientes de
uma populacdo selecionada para a caracteristica de florescimento
avs 3 meses de ldade (florescimento meédio a tardio para as nossas
condigles de clima e fotoperiodo). As sementes foram armazenadas

em condigles constantes de temperatura (10=°C) e umidade (70%).

4_.2. Material bacterioldgico (Agrobacterium tumefasciens e

Agrobacterium rhizogenes)

4.2.1. Descrigdo do material bacteriolégico utilizado

Foram wuwtilizados nestes experimentos 2 cepas
selvagens de Agrobacterium rhizogenes (8196 e 1583%4), = uma cepa
selvagem de Agrobacterium tumefasciens (€98, cedidas pelo
Laboratorio de Biologia Celular de Plantas do Departamento de

Botdnica da Universidade de S3o FPaulo, 5P.



4.2.2. Manutenc3do das bacterias

As repicagens de manutengio das bacterias foram
feitas utilizando-se alga de platina, em placas de petri de 9,0
cm de did@metro, cada placa contendo aproximadamente 10 ml de meio
AT (Tabela 2).

Apts a repicagem das bactérias as placas foram
mantidas no escuro, & temperatura de 25 + 2 =C, durante cerca de
48 horas atéd o crescimento das colénias. Apds o crescimento das
coléanias as placas eram embrulhadas em papel aluminio =2 mantidas

a 5°C em geladeira durante 30 dias até uma nova repicagem.

4.2.3. Preparo das bactérias para inoculagio

As  bactérias mantidas a 520 {em geladeira)
foram novamente repicadas utilizando-se alga de pliatina, para
meio AT em placas de petri de 92,0 cm de diametro. Apds a
repicagem as bactérias foram cultivadas durante aproximadamente
48 horas & temperatura de 25 * 2 =C no escuro, para crescimento
adequado das coldnias estando, entio, prontas para serem

inoculadas em plantas superiores.



f KH=PD4 10900,0
MgEQ,4 . 7HO 160,0
FeS0a.7H20 5,0
CalCle.2Hx0 10,0
MRClz.4H0 2,0
{(NH,4 ) =8, 1,0
Extrato de levedura 50,0

tumefasciens e Agrobacterium rhizogenes

Tabela 2. Meio AT para cultivo de Agrobacterium

mg /1
mg /1
mg/1
mg /1
mg/ 1
mg /1

mg/ 1
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Difco bacto-agar

Sacarose
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4.3. Metodologia de transformaciio da planta medicinal

Artemisia armnua L.

4.3.1. Esterilizacdo das sementes de Artemisia annua

6 esterilizacl3o das sementes de Artemisia annua
L. a serem cultivadas "in vitro" foi feita acondicionandc—as em
saquinhos de pano fino estéreis gue foram imersos em uma solug3o
a 1% de fungicida {(marca comercial Benlate, grupo guimico
benzimidazol). Apts 10 minutos, eram passados por alcool 70%
durante 20 segundos e imersos em uma solucgzo a 1% de NaOCl
(hipoclorito de sodio P.A. 5-6%) por 12 minutos. Em todas as
splucles foram adicionados 0,1 ml de agente espalhante {(Tween 20
v/v) 8 o recipiente fol mantido sob agitag3o constante durante
todo o processo de esterilizac3o. Apds a esterilizagiio foram
feitas tr&s lavagens das sementes com &dgua destilada esteril.

As sementes esterilizadas foram retiradas do
sagquinho e colocadas para secar sobre papel de filtro esteril em
placas de petri, durante 1 hora em condiglies asseépticas.

Todo o processo de  esterilizagao descrito,
desde o acondicionamento das sementes nos saguinhops atée a secagem
das sementes esterilizadas superficialmente foi executado em

camara de Tluxo laminar horizontal HLFS12 marca Veco.

4.3.2. Cultivo da planta medicinal Artemisia annua

Para inoculagdo e cultivo das sementes de
Artemisia annua L. fol utilizado o© meio de sais minerais de
MURASHIGE & SKOOG (1962), tendo como fonte de carboidratos

sacarose na concentragdo de 30 g/l. Este meip fol denominado MEIO
1 {(Tabela 3). A concentracao de &gar utilizadsa foi de 7 g/l e o
pH foi ajustado para o valor de 5,8 anteriormente a autoclavagem.

N&o houve adiglo de reguladeores de crescimento em nenhuma das
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etapas de germinagdo das sementes e cultivo de plantulas de
Artemisia annua L. "in vitro".

Apds a preparacdo o MEIO 1 fol distribuido em
frascos de vidro de 200 ml, na proporcgdo de Z95 ml de meio por
cada frasco e psterilizados em autoclave, & temperatura de 120%C
2 pressido de 1 kgf/om® durante 20 minutos.

Apds a 1noculagdo das sementes nos  frascos
contendo o MEIQO 1 estes foram mantidos & temperatura de 295 % 2°=C,
sob  luz branca incandescente (intensidade 3000 Tux) em
fotoperiodo de 16 horas. Apds a germinaglio das sementes, 0%
hrotos foram mantidos nas mesmas condigles de meioc e de cultivo
par 4 meses até apresentarem cerca de 3 com de comprimento, sendo

efetuadas repicagens a cada 30 dias.
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Tabela 3. MEIO 1 para cultivo de artemisia (Artemisia

annua L.).

g NHANG HawBO - 5,200

?KNDE MNE0aL . 7H0 22,300
icﬁcum.szu InB0a.7H:0 8,600
Mg$Ua . 7H=0 370,0 mg/l NazMola.7Hz0 0,250 mg/l
KH2POA 170,0 mg/l CuS0a.5HL0 0,025 mg/l
Na=EDTA 37,3 mg/1l CoClz.6Hz0 0,025 mg/l
Iﬁeam.mzu 27,8 mg/l K1 0,830 mg/]
Inositol 100,0 mg/l
Acido Nicotinico 0,5 mg/l
Piridoxima HC1 0,5 mg/l
Tiamina HMC1 0,1 mg/1
Glicina 2,0 mg/l
i Difco bacto-agar 7,0 g/l

éSacar&se 30,0 g/l
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4.3.3. Preparo da planta medicinal Artemisia annua e

inoculagdo com o Agrobacterium

0s brotos com cerca de 3 cm de comprimento
foram removidos do meic nutritivo, sendo separadas estacas com
eixo principal, sem o 4pice e sem as raizes, com 2 ou 3 pares de
folhas. Estas estacas foram colocadss com a extremidade basal
para cima e a extremidade apical em contato com o agar, conforme
indicado na Figura &, em meio esteril contendo apenas Aagua
destilada e agar na concentrag3o de 7,0 g/l {Tabela 4),

denominado MEIO 2, sendo acertado o valor de pH 5,8 anteriormente

& autoclavagem. Para esta stapa foram utilizados frascos de vidro
com 7,0 cm de altura por 5,5 om de diametro.

Foram inoculadas mnas estacas de Artemisia annua
L. as seguintes cepas de Agrobacterium:

1. Agrobacterium tumefasciens cepa C38.

2. Agrobacterium rhizogenes cepa BLl96.

5. Agrobacterium rhizogenes cepa 13834.

Cada umae das cepas foi inoculada,
individualmente, em 10 estacas, totalizando 30 estacas por
inoculagan. Fara a inoculacgdo as sstacas foram retiradas do
frasco com o auxilio de uma pinga, colocadas em contatoc com a

colénia de bactérias e recolocadas logo em seguida dentro do
frasco original. Todo este procedimento foi executado em cE@mara
de fluxo laminar HLFS12 marca Veco. 0 material de Artemisia
annua L. inoculado com os Agrobacterium fol mantido & temperatura
de 25 + 2°C, sob luz branca incandescente (intensidade 3000 lux)
em fotoperiodo de 16 horas. Também foram mantidos nas mesmas
condiglies de cultivo frascos-controle contendo material vegetal

(Artemisia annua L.) ndo inoculado para fins de comparagdo.



Tabela 4. Meio 2 para cultivo de artemisia {(Artemisia

annua L.).

gégua destilada

Difcm bacto-égar 7,00 g

pH = 5,8

fE%terilizar por 20 minutos a 120=C,
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- 3>

GIRO vE | |
B

8o +

FIGURA & — Esguema de corte e inoculagdo no meio de cultura das
estacas de artemisia nos frascos, com a extremidade
basal para cima e a extremidade apical em contateo com

0 agar.
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4.3.14. Isolamento das raizes transformadas obtidas da

planta medicinal Artemisia annua L.

Cerca de 30 dias apds a inoculagdo das estacas
de Artemisia annua L. com o Agrobacterium rhizogenes comegam a
surgir primégrdios das raizes no ponto de incculagdo. Inicialmente
verifica~se um inchago na reglido da incculagdo, gue transforma-se
mais tarde em raizes diferenciadas. Apds o aparecimento das
raizes, e estando estas corescidas com cerca de 1§ cm  de
comprimento, passpgu-sg a fazer a excisdo 2 © isplamento destas

raizes em placas com melio de cultura contendo antibidtico

(cefotaxime, marca comercial Claforan) visando impedir W)
crescimento & proliferag3o do Agrobacterium rhipogenes.

Para o isclamento foram testadas duas
concentragdies de antibidtico para um mesmo meio de cultura, com a
finalidade de determinar o procedimento ideal para o isolamento
das raizes transformadas de Artemisia annua L.. O meio de cultura
utilizado foi o meioc de sais minerais de MURASHIGE & SKODG (1962)
com  a concentragdo de macronubtrientes reduzida & metade (MB%),
denominado MEIQ 3 (Tabela %).

As duas concentragties testadas para o
antibidtico cefotaxime foram:

a}) 100 pg/ml de meio de cultura,

by 250 pgs/ml de meio de culturs.

{53 meins de cultura foram distribuidos em
placas de petri de 9,0 om de didmetro, para onde transferiu-se as
raizes edNcisadas das estacas de Artemisia anhua L.. Delimitou-ge,
na ccasidlo, o comprimento original (comprimento zero) de cada uma
das raizes no verso de cada placa. Estas placas foram, ent3o,
mantidas no escuro a temperatura constante de 25 + 2°C. fAs
culturas destas raizes transformadas foram repicadas 2 vezes em

intervalos de 45 dias, para meio de cultura contendo antibidtico.
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4.3.5. Cultivo das raizes em meio soOlido apods a

transformagio

Apos trfs passagens por meio de cultura
contendo antibidtico as raizes j& apresentavam-se livres de
qualguer contaminaciio pelo Agrobacterium rhizogenes, podendo-se
passar a cultiva-las em meio de cultura sem antibidtico. Nesta
etapa foram testadas duas formulagies de meio de couwltura tendo
como finalidade a otimizag3o do cultivo em meic sélido das raizes
transformadas.

Em uma primeira etapa dos testes uwtilizou-se
meio de sails minerals de MURASHIGE & SKOOG  (1962) com  a
concentracido de macronutrientes reduzida & metade, denominado
MS%, sendo mantidas as concentragles dos outros compornentes do
meio (MEIO 3). Para a segunda fase dos testes foi utilizado meio
de sais minerails de WHITE (1943) modificado uwtilizando-se a
concentragio de FeEDTA do meio MURASHIGE & SKOOG (1%942) e com
sacarose na concentragdo de 30 g/l, denominado MEID 4 (Tabela &),
Em ambas as etapas utilizou-se 4gar na concentrac3o de 7,0 g/l e
o cultivo foi conduzido em placas de petri de 9,0 cm de didmetro.
As placas foram mantidas no escuro, a 2% + 2°C g as Frepicagens

foram efetuadas a cada 45 dias.
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Tabela 3. Meio 3 (M5%) para cultivo de raizes transformadas

de artemisia (Artemisia annua L.).

NHaNO=

d KNO MNSO a4 . 7HLD 22,300
CaClg.2HR0 INS04. 7HR0 #,600

I Mg&0a . 7H=0 Na=Molla. 7Hz0

zKHzPoa CuS0a.5HL0

| NaEDTA \ CoCla.6H:0

 FeS0, . 7H0 K1

:Inmsitml 100,00 mg/1

{ fcido Nicotinico , 5 mg/l
{ Piridoxina HCI mg /]
| Tiamina HC1 mg/1

f Glicina ‘ mg /1

{Difco bacto-agar

| Sacarose

| pH = 5,8

ﬁEsterilizar por 20 minutos a 120eC.




Tabela 6. Meio 4 (White modificado) para cultivo de raizes

transformadas de artemisia (Artemisia annua L.).

f Mg S04 .7H0 720,00 mg/1l MnS0a . 4H0 5,00 mg/1
r:a(ND.—z)z.cmzo 300,0 mg/1 InS0a . 7Hz0 3,00 mg/1
éNa:ﬁOA 200,0 mg/l CuSla . 5H0 0,01 mgrl
ZNaHmpmq.HmU 16,5 mgrsl KI 0,73 mg/l
KC1 65,0 mg/l MoO= 0,01 mg/1
Na=EDTA 37,3 mg/l

Fefla. 7Hz0 27,8 mg/l

Acido Nicotinico 0,5 mg/l
Piridoxina HCI 0,1 mg/1

| Tiamina HCI1 0,1 mg/l

EGlicina 3,0 mg/l

Difco bacto-agar 7,0 g/l
Sacarose 30,0 g/l
pH = 5,8

fEsterilizar por 20 minutos & 120<C.
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4.3.6. Lultivo das raizes em meio liquido apds a

transformagio

Apos o epstabelecimento do cultivo em meio
s6lido passou-se aos testes para cultivo das raizes em melo
liquido. Raizes cultivadas em meio s0hlido (MEID 4) foram
transferidas para meio de sais minerais de WHITE (1943) liguido,
com sacarose na concentrac3o de 30 g/1 (MEIOQ 4 sem adigdo de
agar). U meio foi distribuido em erlenmayers de 200 mi, na
proporc3o de 100 ml de meio para cada erlenmayer. Us recipientes

foram, entico, mantidos sob agitacdo constante em  agitador

orbital, a4 temperatura de 25 % 2¢C sob luz branca incandescente
{intensidade 3000 lux), fotopericdo de 16 horas. As repicagens

foram feitas em intervalos de IO dias.

4.4, Andlisey gquimicas

A metodologia utilizada para estas anadlises foi
descrita por FIBUEIRA (1993), tendo sido modificada a partir de
PRAS et al. (1991).

4.4.1. Reagentes e padries

Os reagentes utilizados para as andlises
quimicas dos extratos obedeceram, em todos o0s casos, ao  padrio
P.A. Para as ana&lises por (CCD (Cromatografia de Camada Delgada)
foram utilizados os seguintes reagentes: tolueno {(para obtengio
do extrato brute), metanol g di-cloro metano (na mistura de
solventes da fase movel), Acido acético glacial, &cido sulfurico
e 4-anisaldeido (para revelacdo).

Os extratos brutos aralisados foram comparados
com padrBes de artemisinina, acido artemisininico e artenuina B

nas seguintes concentraches: 1. artemisininat 0,04 pg/ul; &

Y
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Adcido artemisininico: 0,2 ug/pl; e 3. artenuina B: 0,3 pg/ul.
Todos os padrdes utilizados para as andlises foram cedidos pelo
Laboratdrio de Fitogquimica do Centro FPluridisciplinar de

Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agronémicas (CPGBA/UNICAMP).

4.4.2. Instrumental utilizado

Em todas as andalises por CED  foram utilizadas
cromatofolhas AL de silicagel 60 Fgpea, com espessura da camada de
0,2 mm, marca comercial Merck. UOs extratos foram aplicados por
microseringas Hewlett-Fackard 9301-0246 com capacidade de 10 pl.
Utilizou-se também uma cuba cromatografica para o desenvolvimento
dos cromatogramas e uma placa aguecedora para a visualizagdo dos

resultados.

4.4.3. Obtenclo dos extratos

Apds a separacido do material vegetal a ser
analisado (raizes normals e/ ou transformadas ) este era
transferido para uma estufa de circulagdo forcada, para secagem
utilizando-se temperatura constante de 30°C durante um periodo de
36 horas.

Com o material vegetal seco passou-se & pesagem
de 100 mg de cada amostra seguidae de maceracdo com 2 ml de
tolueno P.A. durante 3 minutos. Apds a maceragdo os volumes eram
novamente completados para 2 ml obtendo-se os extratos brutos a
serem analisados.

Também foram obtidos extratos provenientes do
meio de cultura das raizes transformadas (MEIO 4 liquido) para
verificag3o de possivel liberaci3o de compostos produzidos pelas
raizes. Neste caso o extrato foi obtido utilizando-se como
solvente o clorofdrmio e separando-se a fase organica do meio com

O auxilio de um funil de separagdo. Apds a evaporacdo do solvente
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obteve—-se o extrato a ser analisado.

4.4.4. Anadlise dos extratos por CCD (cromataografia de

camada delgada)

4] aplicagio dos extratos foi feita com
microseringa nas cromatoplacas em guantidades de 7,0 yl para os
extratos e 3,0 upl para os padrdes de artemisinina, 4&cido
artemisinico e artenuina B. Os eromatogramas foram desenvolvidos
por corrida unidimensional ascendente, em cuba cromatografica
contendo soluc3o de diclorometano @ metanol (98,5 : 1,5).

Fara a revelac3o dos cromatogramas utilizou-se
uma solucgdo de acido acético glacial : Adcido sulfarico @0 4-
anisaldeido (50,0 : 1,0 : 0,5}, por imers3o durante 30 segundos.
Apts a revelacgdo as placas foram aqueclidas para permitir a

visualizagdo dos resultados.

4.95. Caracterizagldo molecular das raizes de Artemisia annua

transformadas por Agrobacterium rhizogenes cepa B196

4.5.1. Reagentes e materiais

O reagentes utilizados foram todos provenientes da
Sigma ou Merck.

0 desoxirribonucleotiden radiocativo (a=7=P)dCTP  foi
fornecido pela Amersham.

0 "Kit Multiprimer" para marcac3o radinativa da sonda
fol adguirido da Gibeo.

A resina Sephadex G~50 fina foi produzida pela Sigma

{numero de catdlogo S-58973%.

As endonucleases de restricdo foram adquiridas da
Pharmacia.
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As  membranas de nylon utilizadas para o "Dot Blot" e

para o "Southern Blot" foram as "Gene Screen Plus'" Hybridization

Transfer Membrane produzidas pela DuPont.

fixagio do

preparadas

0O filme de raip~-X e as solughes para revelagdo e

filme da membrana foram fornecidas pela Kodak.

4.5.2. Solugbes-estoque utilizadas

Todas as solugles-estogue utilizadas

de arordo com SAMBROOK et al. (1989).

f-mercaptoetanol: estoque 14,4 M.
KOAr: estogue 5 M.

Brometo de etideo: estogue 10 mg/ml.
NaQOH: estogues 10 N,

NaCl: estogus 3 M.

Na(QAc: estogue 3 M.

Tris HCL pH 7,%: estogue 1 M.

Tris pH 8,0: =stoque 1 M.

EDTA pH B,Q? estogue 0,5 M.

SD5: estogue Z0X.

85C: estogue 2Z0OX.

foram



4.5.3. Extracgao de DNA vegetal

A extrag3oc de DNA das raizes transformadas e
também de material vegetal {planta) ndo transformado para
controle foi feita segundo metodologia descrita por DELLAPORTA et
al. {1983). Esta metodologia consiste em uma minipreparagio de
DNA vegetal simples e rapida, apropriada para guantidades de

material entre 0,3 e 2,0 g, sendo 1 g considerada a quantidade

ideal.

¥ Solucles:
I - Tamp3o de extragdo: 50 mM Tris, pH B
10 mM EDTA, pH 8
100 mM NalCl
14 5D

10 mM B-mercaptoetanold

IT - KUOAc BM

111 - Isopropanocl

I¥v - Etanol 80%

V. — Tamp3o TE: 10 mM Tris, pH B

I mM EDTA, pH 8

Xk FProcedimentos

0 material vegetal foi pesado & macerado em
nitrog®nio liguido até a obtenglo de wum pd muito firo e
homog&neo. Transferiu-se ent3o as amostras maceradas para tubos
de 530 ml adicionando-se 7 ml do tamp3o de extrac3o em cada tubo e
misturando~-se vagarosamente até o macerado voltar & temperatura
ambiente. A seguir o material foi incubado a &5°C durante 30
minutos, em banho-maria. Apds esse periodo foram adicionados para
cada amostra 2,5 ml de KOAc 5M, agitando-se delicadamente. Apds a
agitagdo o material foi mantido em gelo durante 30 minutos.

A seguir os tubos foram centrifugados a 5000
rpm, a 4*C durante 30 min, {Superspeed RC-5B Sorvall, rotor 5534)

para a separagdo da fragdo contendo o DNA. Apds a centrifugagdo a
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fase agupsa foi filtrada lentamente e coletada em tubo COREX de
50 ml contendo 9% ml de isopropanol. Cada tubo for entdo invertido
lentamente varias vezes para provocar uma precipitac3o do DNA. 0O
precipitado foi recuperado apds uma nova centrifugagdo a 5000
rpm, a 4=C durante 30 min, {(Superspeed R{-5B Sorvall, rotor HG-
4} .

0 sobrenadante foi descartado e o precipitado
foi lavadeo com etanol BO%Z. Os tubps COREX foram colocados sobre a
bancada em papel de filtro na posicdo invertida ate a secagem do
etannl. 0 DNA precipitado foi ressuspendide em 500 pl de tamplo

TE, misturando-se delicadamente ate wuma perfelta homeogenegizag3o.

A remoc3do de residuos contaminantes de RNA foi feita por adiglo
de RNase as amostras na concentracdo fimal de 50 pg/ml, seguida
de incubagdo em banho-maria a 37°C durante 1 hora. 0O material foi
entdo transferido para tubos sppendorf e mantido em freezer a

~18=C.

4.5.4. Estimativa da concentragio de DNA obtida

¥ Solucbes:
I - Tamp3o TBE 20X: 1 M Tris, pH B
i M Acido Borico
20 mM EDRDTA, pH 8

I - Brometo de etideo % mg/1

¥ Procedimento:

Para estimar~se a concentrac3o de DNA obtida
apts a extragao fol feita uma eletroforese em minigel de agarose,
comparando-se o0s extratos obtidos com padrdes de DN de
bacteriafago A com concentrac3o conhecida.

O DNA foi separado em gel de agarose 0,74 em
tamp3o TBE 0©,5X, durante 1 hora sob corrente de 34 V. O gel foi
corado com 5 pl de Brometo de etidec S mg/l diluido em 20 ml de

agua destilada durante 20 min, sendo posteriormente lavado emn
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dgua destilada por 15 min em agitacdo constante. A visualizagldo
o DNA e a estimativa da concentragdo obtida foi possivel apos a

exposicido do gel & luz uwltra-vicleta.

4,5.5. Digestio do DNA

Para a caracterizagd3o molecular por "Southern
Blot" houve a necessidade de digerir o DNA do material vegetal
(as raizes transformadas 8 wuma planta n3do transformada). fa
digestdo foi efetuada com a endonucleass de resiricgio Ecoll.
Utilizou-se 10 pg de DNA  gensmico de cada amostra e o
procedimento da digestdo foi conduzideo conforme especificado pelo
fabricante. Antes da digest3d3o o DNA das amostras fol concentrado
pela adigdo de 1/10 wvolume de NalhAc 3M e 1 volume de  (DNA +
NaUfc) de etanol abscoluto. 0 volume total foi mantido durante 20
min em gelo seco g centrifugado a %000 rpm, a 4°C durante 30 min,
(Buperspeed RC-5B Sorvall, rotor HS8-4),. 0 precipitadeo foi entldo
lavado com ptanol 70% e ressuspendido em tamp3io TE (10 mM Tris,

pH 8 + 1 mM EDTA, pH B8) em 1/5 do volume inicial,.

4.95.6. Marcacgio radinativa da sonda

¥ Soluctes:
I -~ TE/8DB: 10 mM Tris, pH 8
1 mM EDRTA, pH 8
0,54 SDS

11 - "Kit Multiprimer" para marcac¢do radioativa
marca comercial Gibeo,
(contendo dATP, dBTP, dgTTF, tamp3o,

"primers” e enzima).
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¥ Procedimento:

A sonda wtilizada nesta marcagio foi o
fragmento numero &, de 7,2 kb, purificado da digest3o do
plasmideo pé6 (subclone do pRiB196) pela endonuclease de restrigdo
BamHI {ver figura 13). A purificacdo do fragmento utilizado como
sonda foi feita por eletroeluiclo, segundo metodologia descrita
por SAMBROOK et al. {1989). Para a marcagdo radioativa fpram
utilizados 100 ng de sonda e a desnaturacdo do DNA foi feita a
100=C durante 2 min. A incorporagdo do desoxirribonucleotideo
radicativo (a ==P)dCTP foi realizada wutilizando-se o "Kit
Multiprimer” em reacdn a 537°C durante 1 hora. Apds esse periodo a
sonda fpi passada por uma coluna de resina Sephadex G-50 fina,
montada em pipeta pasteur de aproximadamenite 10 cm de comprimento
@ equilibrada com o tamplo TE/SDS, para a eliminagao dos
nucleotideos n3do  incorporados durante a reacgdo. A atividade
utilizada de sonda por membrana foi de 4 x 10® cpm/ml de solugdo

de hibridizag3o.

4.5.7. Analise do DNA por "Dot Blot”

4.5.7.1. Freparaclo da membrana

¥ Soluches:
I = Solucdo desnaturante: 1,5 M Nall
0,5 M NaOH
IT ~ Solugdo de neutralizacio: 1,5 M NaCl
0,5 M Tris H{CI
pH 7,95



59

¥¥ Procedimento:

Foram preparados 300 ng de DNA n3o digerido de
cada amostra a ser analisada. As ampstras de DNA foram
desnaturadas por aguecimento, tendo sido submetidas a temperatura
de 95°C durante 5 min e logo a segulir resfriadas sobre gelo
durante 2 min. As amostras foram aplicadas sobre membrana de
nylon ("Gene Screen FPlus" hybridization transfer membrane, marca
DuPFont) em aligquotas de 2,5 pyl tomando-se o cuidado de permitir
gue as amostras secassem totalmente entre as aplicagbes. Alem das
amostras de DNA das raizes foram aplicadas como controle negativo
uma amostra de DNA de plantula de artemisia cultivada "in vitro®
e uma amostra de DNA de bacteriéfago A. Como controle positivo
foram aplicados 2 ng do fragmento numero &, de 7,2 kb, purificado
da digest3o do plasmideo pé {subcione do pRiIBLY6) pela
endonuclease de restricdo Famil. As amostras de DNA de
bacteritgfago A e o fragmento do plasmideo pb wtilizados nesta
fase foram gentilmente cedidos pela Dra. Marie~Anne Van Sluys, do
Departamento de Biolegia, 1B, Universidede de S3oc Paulo.

Apds a secagem total das amostras a membrana
foi umedecida & mantida durante 5 min mna solugdo desnaturante.
Logo & seguir foi transferida para a solugdo de neutralizacd3o
onde foi mantida também durante S min. Apds esse periodo  a
membrana foi retirada da soluglo e colocada para secar sobre
papel de filtro, onde foi deixada até gue estivesse completamente

seca (pelo menos 1 hora).

4.5.7.2. Hibridizac3o da membrana

¥ Scluches:
I - 58C 2X
Il - Solugdo de HibridizacXo: SSC SX
0,5% SDS
1% beite em po

desnatado (Molico)



&0

¥% Procedimento:

A membrana fol previamente umedecida com 55C 2X
sob agitagdo durante 2 min., Foi feita ent¥o uma pre-hibridizagao
incubando-se a membrana em soluc3o de hibridizagdo (volume em ml
igual a 20% da &rea da membrana em cm®) a 65°C durante 24 h sob
agitac3o. Apts esse periodo um volume de sonda (fragmento ndamero
4, de 7,2 kb, purificado da digest3o do plasmiden pé, subclone do
pRiIB196) pela endonuclease de restricido FamHl (ver figura 13),
marcado com o desoxirribonucleotideo radicativo (a===P)dCTP) foi
desnaturado adicionando-se 1/35 do volume da sonda de NaOH 10 N
durante 5 min, sendo logo a seguir neutralizado por adicgao de &
volume de (sonda + NaOH) de Tris 1 M pH 8,0 durante 5 mirn. O
volume obtido fpi adiciomade & secolugdco de hibridizagio. O
processo  de hibridizagio prosseguiu apds a adigido da sonda
mantendo~-se a membrana em incubag3do por mails 48 heoras a 65*0 sob

agitagdio.

4.5.7.3. Lavagem da membrana e exposiglo

X Soluges:
I - 85C 2X
Il ~ Solugldo de lavagem: S50 2X
1% 8DS

¥¥ Procedimento:

Apds a retirada da membrana da solugdoc de
hibridizag3o procedeu-se &s lavagens para eliminagdo da sonda nido
hibridizada. Primeiramente foram realizadas duas lavagens em SSC
2X & temperatura ambiente durante S min sob leve agitagl3o. Apéos
as duas lavagens, quando verificados niveis ainda elevados de
radiagido, foram realizadas mais duas lavagens em solucldo de 5SC
2X + 17 SDS & 45°C durante 30 min.

A membrana lavada foi exposta a um filme de

raio-X em chassi com intensificador, mantido em freezer a ~-70=C
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duarnte & dias. A revelag3o do filme foi feita por i1mersio
durante 3 min em revelador, seguida de imers3o por 2 min em agua
e por 5 min em fixador, sendo ent3o lavado em &gua corrente por

30 a 40 min e colocado para secar.
4.5.8. AnAlise do DNA por "Southern Blot"

4.5.8.1. Migrac3o do DNA em gel de agarose

¥ Solucles:
I — Tamp3o TBE 20X: 1 M Tris, pH B
1 M Acido Borico
20 mtt EDTA, pH 8
Il - Brometo de etideo 5 mg/l

¥% Procedimento:

Para a separacio das bandas de DNA  apds a
digest3o enzimatica fol feita uma eletroforese em gel de agarose
0,74 em tamp3op TBE 0,5X, durante 18 horas sob corrente de 20V e
10 mA. O gel foi corade com 5 pl de Brometo de etideo 5 mg/i
diluido em 20 ml de 4gua destilada durante 15 min, sendo
posteriormente lavado em &gua destilada por 30 min em agitac3o

constante.

4.5.8.2. Transfer®ncia alcalina do DNA para membrana

¥ Boluglies: I — Hidrélise: 0,25 N HCI
Il —- Desnaturacdo: C,4 N Na(H
0,6 M NaCl
ITT - Neutralizago: 0,5 M Tris, pH 8
1,0 M NaCl
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%% Procedimento:

0 gel foi imerso em solug3o 0,25 N HC1 e
mantido durante 30 min sob agitagdo. Em seguida foi transferido
para a solugdo II (NaOH/NaCl) onde foi mantide por 60 min, tambeém
sob agitagd3o. Durante esse periodo, a membrana de nylon foi
umedecida em Agua destilada e depois transferida para a solug3o
1!l durante 10 min. 0 gel foi ent3o retirado da solugio I1 e
colocado em posigdo invertida sobre um suporte coberto com papel
de filtro, estando o papel de filtro com as pontas imersas na
solug3o II. A membrana de nylon foi colocada vom & face céncava
em contato com o gel, dando inicio & transfer&ncia. Uma coluna
formada por papel de filtro (3 folhas) e papel toalha com
espessura de aproximadamente 10 cm foi colocada sobre a membrana
e o gel e compactada com um peso de 300 g. A transferéncia foi
realizada durante 16 horas, adicionando-se a solugi3o 11 guando
necessario. Apds esse periodo a pilbha foi desmontada e a membrana
imersa na solugdo 111 (Tris/NaCl) por 30 min sob leve agitagao,

sendo seca a seguir em temperatura ambiente.

4.5.8.3. Hibridizag3do da membrana

¥ Solugties:
I — 8550 2X
IT ~ Solugdo de Hibridizag3o: S58C 5X
0,5% SDhS
1% Leite em po
desnatado

(Molico}

X¥ Procedimento:
A membrana foi previamente umedecida com S5C 2X
sob agitagdo durante 2 min. Foi feita ent3o uma pré—hibridizaclo
incubando~se a membrana em solucdo de hibridizag3o (volume em m}

igual a 20% da &rea da membrana em cm®) a &5°C durante 24 h sob
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agitac¥o. Apds esse periodo um volume de sonda (fragmento numero
&, de 7,2 kb, purificado da digest¥o do plasmideo pbé, subclone do
pRiB196) pela endonuclease de restricgido FBamHl (ver figura 13),
marcado com o desoxirribonuclectideo radiocative (a ®#P)dCTP foi
desnaturado adicionando-se 1/3 do volume da sonda de NaOH 10 ™
durante 5 min, sendo logo a seguir neutralizado por adigdo de 1
volume de (sonda + NaOH) de Tris 1 M pH 8,0 durante 5 min. 0O
volume obtideo foi adicionado & solugd3o de hibridizagdo. g
processo de hibridizagio prossequiu  apods a adiglo da sonda

mantendo-se a membrana em incubag¥o por mais 48 horas a 65°C  sob

agitagio.

4.5.8.4. Lavagem da membrana e exposigip

¥ Solucghes:
I - 88C 2X
11 - Spluglo de lavagem: BGE 2ZX

14 D5

¥% Procedimento:

Apbds a retirada da membrana da solugido de
hibridizacdo procedeu—se as lavagens para eliminacdo da sonda nio
hibridizada. Primeiramente foram realizadas duas lavagens em 580
22X & temperatura ambiente durante 3 min sob leve agilitagdo. Apos
as duag lavagens, guando verificados niveis ainda plevados de
radiacdo, foram realizadas mais duas lavagens em solug3o de 56C
2X + 14 5D5 4 65=C durante 30 min.

A membrana lavada foi exposta a uwum filme de
raio—-X em chassi com intensificador, mantido em freezer a ~70%(C
durante 10 dias. A revelacgdo do filme foi feita por imersdo
durante 3 min em revelador, seguida de imers3o por 2 min em &gua
e por 5 min em fixador. Em seguida o filme foi lavado em Agua

corrente durante 30 a 40 min e colocado para secar.
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5. RESULTADDS £ DISCUSSAHD

5.1. Metodologia de transformac3o da planta medicinal

Artemisia annua L.

5.1.1. Esterilizagio das sementes de Artemisia annua

0 protocolo para esterilizagio das sementes de
Artemisia annua L. foli desenvolvido tomando-se como referéncia
WOERDENBAG et.al. (1993a), o gual descreveuw o0 processo de
esterilizagdo pela imersio das sementes &m etanpl OV,
hipoclorito de sodio 3% por 20 min, seguldas de lavagem e
secagem. Foram feiltas modificagbes neste protocolo visando
facilitar a manipulagdo das sementes adeguando a esterilizag3o as
nossas condicbes de trabalho.

A primeira dificuldade sentida foi com relag3o
ao tamanheo bastante reduzido das sementes que faz com gque a
manipulacan sem perdas seja praticamente impossivel. Neste caso,
optou—se por utilizar peguenos saguinhos de pang fino previamente
esterilizados, onde as sementes eram acondicionadas para passarem
pelos agentes esterilizadores. A grande contaminac3o por fungos
observada apos a execucdo das primeiras esterilizacbes foi
resoclvida com a utilizaclo de fungicida (marca comercial Benlate,
grupo gquimico benzimidazol) = o decorrer de diversas
esterilizagles optou~se por reduzir a concentragdo de hipoclorito
para 1% durante 12 min, quando ent3o as sementes passaram a
germinar com maior eficifncia. Apds a inoculagdo das sementes o

inicio da germinac3o era observado dentro de 2 ou 3 dias.
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5.1.2. Cultivo da planta medicinal Artemisia annua L.

finda tomando-se como  base oz experimentos de
WOERDENBAG et.al. (1993a) optou-se pelo cultivo utilizando-se O
meio de sais minerais de MURASHIGE & SKODG (1962), poreém sem &
adic3o de fitorreguladores em nenhuma das etapas de germinag3do e
cultivo. Durante 4 meses de cultivo as repicagens foram efetuadas
a cada 30 dias. A plantula de Artemisia annua L. aos 4 meses cie
idade apresentava-se conforme a figura 7, estando ent3o pronta

para ser inoculada com os Agrobacterium.



Figura 7. Plantula de Artemisia annua L.

germinada e cultivada

aos 1 meses de idade,

in vitro”.

bb
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5.1.3. Preparo da planta medicinal Artemisia annua L.

e inoculac3do com o Agrobacterium

As estacas de Artemisia annua L. foram
retiradas de plantulas com 4 meses de idade por observar—-se gue
com essa idade as plantulas j& apresentavam um crescimento
vertical suficiente para gque se pudesse obter uma estaca de
comprimento razodvel (cerca de 2 cm) apds a retirada do apice da
pl3ntula e a remogdo das raizes. Algumas folhas foram mantidas
nas estacas para gue estas permanecessem, ao menos parcialmente,

continuando a realizar normalmente as suas fungdes e tentando

assim adiar uma possivel murcha ou morte do material. A exemplo
do modelo experimental realizado com tomate, as estacas de
Artemisia annua L. foram orientadas nos frascos de cultivo
somente em uma posicdo (com a extremidade basal voltada para cima
e a extremidade apical em contato com o &gar) visando evitar
possiveis erros ao trabalhar—-se com cepas de Agrobacterium
dependentes do suprimento enddgeno de auxinas da planta, para as
guais n3o haveria resposta positiva no caso de inoculagado da
bactéria na extremidade apical da estaca.

Nesta fase Jjustifica-se a utilizaclo de meilo de
cultura sem sais minerais e sem acglucares (somente dgar e agua)
porgue a bactéria inoculada na extremidade da estaca pode
eventualmente chegar ao meio de cultura sendo carregada pelos
exsudatos liberados pela estaca ao ser cortada. Ao utilizarmos
somente Agar e Agua como suporte a bactéria gue eventualmente
chegar até o meio n3do 1rd crescer ou causar a perda do material
vegetal. Observagtes feitas por HASHIMOTO (1994, comunicag3o
pessoal) trabalhando com estacas de tomate apds a transformaco
por Agrobacterium rhiéogenes, indicaram uma menor produg3do de
raizes ao utilizar—-se somente 4&dgua e JAdgar guando comparada a
utilizagdo de meio contendo salis minerais. No caso de Artemisia
annua L. ndo existem relatos gquantificando a producdo de raizes
de acordo com o meio utilizado, ent3do optou—-se por manter a

utilizac3o de meio somente com dgua e Agar.
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) aparecimento dos sintomas em resposta as
inoculactes pelo Agrobacterium nas estacas de Artemisia annua L.
comecou a ser observado a partir dos 14 dias apts a inoculagdo.
Na ocasi3o observou—-se o aparecimento de raizes em uma pequena
porcentagem das estacas inoculadas com o Agrobacterium rhizogenes
cepa B8196. As estacas inoculadas com Agrobacterium rhizrogenes
cepa 15834 e com Agrobacterium tumefasciens cepa (058 n3o
apresentaram resposta, apesar de ter sido observado, para as duas
cepas, um pequeno inchago na regido inoculada das estacas. Nas
observagles aos 21 dias apos a inoculagdo as cepas de
Agrobacterium rhizogenes 8196 e Agrobacterium tumefasciens (58
apresentaram respostas positivas de produgdo de raizes e tumores,
respectivamente, enguanto o Agrobacterium rhizogenes cepa 15834
n3o apresentou resposta de produgao de raizes. Estas
caracteristicas de resposta permaneceram inalteradas aos 33 apos
a inoculac3o, quando foram feitas novas observactes. Us dados

obtidos est3o demonstrados na tabela 7 e nas figuras 8 e 9.



69

Tabela 7. Respostas observadas nas estacas de Artemisia annua L.
aos 14, 21 e 33 dias apds inoculagio da extremidade

basal por Agrobacterium rhizogenes e Agrobacterium

tumefasciens.

dias apts inoculagdo

bactéria 14 dias 21 dias 33 dias
e e ——— o SR
A. rhizogenes sem resposta sem resposta sem resposta
cepa 15834 de producdo de produci3o de produgdo
de raizes de raizes de raizes
A. rhizogenes raizes em 20% raizes em 5S0% raizes em BOX
cepa 8196 das estacas das estacas das estacas
inoculadas inoculadas inoculadas
A.tumefasciens fsem resposta tumores em 707 tumores em 70%
cepa (€58 de produgdo das estacas das estacas
de tumores inoculadas inoculadas
B e




de produgdo de raizes em estacas de

Figura 8. Respostas
Artemisia annua l.. inoculadas na extremidade basal

por  Agrobacterium rhizogenes cepa 8196. A. 21 dias

ap6s a inoculagdo. B. Aos 33 dias apds a inoculacio.
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Figura 9. Respostas de produc3o de tumores em estacas de
Artemisia annua L. inoculadas na extremidade basal
por Agrobacterium tumefasciens cepa C58. A. Aos 21
dias apds a inoculagdo. B. Aos 33 dias apds a

inoculaco.
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_ A cepa de Agrobdcterium rhizogenes 15834,
apesar de sé& mais virulenta com relagdo a cepa 81946 n&Eo
apresentou reépoata de pfcdugao de raizes apés a inoculaglo. No
entanto, nas tﬁ@a observactes (14, 21 e 33 dias) verificou-se o
aparecimento de um pequéno inchaco na regido inoculada das
estacas. Sabemos que o ﬁracesso de | transformag3o & bastante
complexo e en@mlve varias etapas desde o0 reconhecimento pelo
Agrobacterium das células feridas até  a integrac3o & a expressdo
do T-DNA no genoma da plaﬁta hospedeira, causando o aparecimento
dos sintomas. ELevantamse;entao a hipdtese de que a transformagio
das estacas degﬁrtemisia annua L. inoculadas com o Agrobacterium
rhizogenes ce@a 15834 tenha ocorrido, porém alguma eventual
alteracg3o relacionada & produgso de fitohormdnios nd3o tenha
permitido a manifestac¥o dos sintomas ou a produgdc de raizes.

: Decorridos 40 dias da inoculacio observou—se um
inicio de mxidagéo nas estacas gue ndo apresentaram resposta
positiva e alggng dias depois estas comegaram a secar B morrer,
ap contrario éag que tiveram resposta de produgi3o de raizes ou
tumbres, que permaneciam verdes. Comn o material controle,
mantido sem sais para crescimento (somente em agar agua)
apresentou comportamento. semelhante ao das estacas que ndo

produziram sintomas, optou-se pelo descarte do material.

5.i.4. Isolamento das raizes transformadas obtidas da

planta medicinal Artemisia annua L.

FPara o isplamento das raizes transformsdas das
estacas de Artemisia annwua L. padronizou-se gue a raiz a @ ser
isolada deveria ter cerca de 1 com de comprimento, para tornar

mais facil a manipulac¢do pois observou-se que as raizes menores

apresentam uma maior tend€ncia a romperem-se durante o
isolamento. Ainda assim, optou~se por deixar as raizes crescerem
O maximo possivel nas estacas para  entdo isola-las, tomando

somente o cuidadm de gue n3do chegassem a atingir o meio de
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cultura do frasco para gue ndo hmuvésée contaminacgdo do meio com
o Agrobacterium. |

Os testes com dua% concentragies de antibidtico
tinham como objetivo otimizar o meioédé isoplamento para que fosse
utilizada a menor Quantidade de antiﬁibtico possivel, desde gue a
concentrac3o determinada fosse eficiénia com relac3do a4 eliminagao
da bactéria das raizes. Optou-se pér; utilizar o meio de sais
minerais de MURASHIGE & SKOOG (19462) com a concentragio de
macronutrientes reduzida 3 metaée; bem Como testar A%
concentraghes de 100 e 250 pg/mil ﬂe.meio para o antibidtico,
conforme o protocolo utilizado no Laboratédrio de Biologia Celular
de Plantas do Depsartamento de Bmtaﬁica da Universidade de 530
FPaulo. :

As rarzes isola@as mas placas tiveram seu
comprimento inicial delimitade no ?uﬂdo da placa, de modo gue
fosse possivel saber posteriormente ée.houve ou n3p crescimento e
fazrer a distincgldo necessaria entre as partes original e crescida
da raiz. Essa distingdo torna-se necessaria pois o anhtibiotico
contido no meio de cuwltura ndo apr@aénta a capacidade de matar as
bactérias, apenas impede a sua multiplicac3doc atraves da inibigdo
da sintese de parede celular. 95515,-a5 repicagens posteriores
das raizes devem sempre ser feiﬁa% descartando~se a parte
original e transferindo somente é S parte  corescida  gue deve
apresentar uma menor guantidade (Bui estar livre) de bactérias.,
Apds algumas repicagens sucessivas pédéwse eliminar o antibidtico
do meio passando ent3do ao cultivo prépriamente dito.

Durante os testesipéra verificar a concentracio
ideal de antibidtico observou-se qué a porcentagem de raizes gue
apresentaram tregcimEﬁto foi malior ém'utilizarwse cefotakxime na
concentraco de 100 upg/ml, ne isolamento e na primeira repicagem.
FPor ocasi3o da segunda repicageﬁ padronizou—se, entl3c, a
utilirac3do da concentracgdo de 100 ngml para todas as raizes
obtidas nos testes para determinagéo'da concentracio ideal do
antibhiotico, passando a ser adotada esta concentrac3o em todos os

outrps experimentos executados a4 a partir do isolamento das

o
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raizes da estaca. O dados relativos & porcentagem de raizes

crescidas nos primeiros testes encontra-se especificada na tabela

8.

Tabela B. Relac3o entre a concentragam de antibidtico utilizada
e a porcentagem de erpscimento em raizes transformadas

de Artemisia annua L. apds o isolamento.

% de raizes crescidas

isplamento 13 repicagem

100 pg/ml

290 pg/ml

Oz tumores Eurgidbg nas estacas de Artemisia
annug inoculadas com o ﬁgrobacteriu@ tumefasciens cepa CSB n3o
foram isolados durante o degemvolvi@ento deste trabalho por n3o
estarem relacionados ao contexto do ébjetivu central do trabalho.
A inoculag3o das estacas, juntamenté tom a posterior observagio
dos sintomas foi executada apenas ;@m carater i1lustrativo do

Processo.

5-.1.5. Cultivo das raize$ apos a transformagio

Uma wvez livres dé gualgquer contaminac3o pelo
Agrobacterium rhizogenes as raizes transformadas de Artemisia
annua L. foram transferidas para meio de cultura solido, sem
adigdo de antibidtico. Cada raiz tﬁansfmrmada fol subeultivada

através de varias passagens pelo meio solido antes de serem
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transferidas péra o cultivo em meio liguido, de acordo com
procedimento aescrito por WEATHERS et al. {(1994). Uptou-se
inicialmente éor manter o mesmo meio de cultura utilizado para o
isplamento e ésubcultivmé das raizes, apenas eliminando-se o
antibidtico, sendo esse o meio de sals minerals de MURASHIGE &
SKOOG (1962, ¢Dm a concentrag3do de macronutrientes reduzida a
metade (MS%). | |

Apos dois subcultivos em meio MS'4 Sem
antibidtico testou-se uma reduci3o na concentragieo idnica do meio
8 S5eus pDSSiQeis efpitos sobre 0 crescimento. Na ocasido
escolheu-se mg mein de sails minerals de WHITE (1%43), de
concentragties %eduzidas se comparado ao meio M5 e amplamente
utilizado paraé culturas em suspensdo  em geral. 0 meio de WHITE
fol mmdificadé, nro esntanto, mantendo-se o FeEDTA do meio
anterior. Dbgérvou—ae, ent3do, gue a resposta das raizes com
relacdo ao crescimento foi significativamente melhor no cultivo
em meip de conﬁemtragao reduzida (meio de WHITE), sendo gque neste
melin as raizes passaram a crescer em uma velocidade cerca de duas
vezes maior gue as raizes cultivadas no mein MB%. stas mesmas
observaclies jééhaviam sido relatadas anteriormente por HAMILL et
al. (19871), ém trabalhos com raizes transformadas de Daturas
stramonium. :

De acordo com os resultados observados durante
o cultivo em meio sodlido das raizes transformadas de Artemisia
annua L., egtég foram transferidas para meio de cultura liquido,
optando-se pela utilizacldo do meio de sais minerais de WHITE
(1943, onde - as raizes apresentaram maior velocidade de
crescimento nm?cultiva em meio solido. Mo caso do cultivo em meio
WHITE liquido,;ag observagBes sobre o crescimento mostraram gue
85 raizes creséiam ainda mais rapidamente quando comparadas a0
cultive em meiﬁ WHITE sélido, sendo gue para este experimento, as
raizes transformadas cultivadas ©m meio WHITE liguido
aproximadamente dobravam sua biomassa em 4-5 dias de cultivo.
Diante de tais resul tados, podemps  confirmar a validade do

processo de thanaformaggm gue, independentemente de um  aumento
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nos teores de metabdlitos produzidos, Jj&a  torna-se  bastante
atrativo devide & velocidade de crescimento das culturas gue leva
a um consideravel aumento da biomassa em periodos de tempo

bastante curtos.



Figura

10.

Raizes transformadas de Artemisia annua

em meio solido.

L.

cultivadas
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Figura 11.

Raizes transformadas

em meio liquido.

de

Artemisia annua L.

cultivadas
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5.2. Anidlises guimicas

Existem na literatura relatos de diversos
métodos para andlise de artemisinina. A cromatografia de camada
delgada (CCD) j& foi utilizada anteriormente para arteamisinina e
citada por KLAYMAN et al. (1984), ROTH & ACTON (1989), FRAS et
al. (1991) e DELABAYS et al. (1992), tendo sido testados diversos
solventes para extrac3o a partir de material vegetal seco com
obtencd3o de teores entre 0,06 a 0,1%. H& outros metodos relatados
na literatura, como a cromatografia liquida de alta precisdo
(HPLC) com redugdo eletroguimica utilizada por ACTON et al.
(1985), necessitando de precauces especiais relacionadas a
reducdo do oxigénio molecular. EL-SOHLY et al. (1990) relataram
deteccdo HPLC/UV apds hidrolise de artemisinina com derivatizagdo
em pos—coluna, método trabalhoso e que implica em diluicgBes na
amostra. PRAS et al. (1991) descreve métodos por radicimunoensaio
e polarografia, enquanto WOERDENBAG et al. (1921) relata  a
utilizac3o de cromatografia gasosa associada a espectrometria de
massa (CG/MS).

Neste trabalho optou—se por realizar as
analises quimicas por CCD pois os outros métodos citados, apesar
de mais sensivels e especificos ainda n3do s3o apropriados a
utilizacdo em condigl®es de rotina, onde a CCD apresenta multiplas
vantagens, como facilidade de execugdo em curto espago de tempo,
boa reprodutibilidade e baixo custo. Comparacles feitas por PRAS
et al. (1991) para métodos por CCD e HPLC apresentaram estreita
correlagdo entre os resultados, sendo essa metodologia por CCD
modificada por FIGUEIRA (1993) para que pudessem ser analisados
também os teores de acido artemisininico e artenuina B. 0O meétodo
modificado e descrito por FIGUEIRA (1993) foi wtilizado para as
analises neste trabalho. Segundo DELABAYS (1994, comunicagio
pessoal) o limite de deteccdp de artemisinina pelo método
utilizado se situa em tormno de 30 ng do composto.

Como ja foi citado anteriormente na literatura,

raizes normais de Artemisia annua L. ndo possuem a capacidade de
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acumular artemisinina (PRAS et al., 1991y, sendo que este
composto & encontrado nas partes aéreas da planta, principalmente
nas folhas. Assim sendo, nossas atenctes concentraram—se
principalmente sobre os precursores (acido artemisininico e
artenuina B), devido & maior probabilidade de produg3o desses
compostos no material transformado, aliada ao grande interesse
nesses precursores em fung3o das suas aplicagBes para sintese

indireta de artemisinina.

Durante este trabalho, foram reallizadas
andlises por CCD em 20 extratos de amostras de raizes normais,
sendo que em nenhuma delas foi detectada a presenga de
artemisinina. No entanto, em todos o0s extratos analisados
detectou-se a presenca dos precursores dcido artemisininico (em
concentractes variando entre 0,01 e 0,0295% do peso seco da
amostra) e artenuina B (em tracgos). Para as raizes transformadas,
foram analisados 13 clones independentes, detectando-se a
presenca de acido artemisininico e de artenuina B, enguanto a
artemisinina n3o foi detectada em nenhuma das amostras. Esses
resul tados concordam com dados da literatura gue citam gue os
compostos sintetizados em cultura pelas raizes transformadas
normalmente s3c os mesmos produzidos pelas raizes das plantas
normais da mesma espécie (HAMILL et al., 19863 KAMADA et al.,
1986, apesar de existirem relatos recentes de detecgdo de
artemisinina em raizes transformadas de Artemisia annua L.
({WEATHERS et al., 1994: JAZIRI et al., 1993) e de compostos n3o
existentes em raizes normails em cultivo de raizes transformadas
de Artemisia absinthium (KENNEDY et al., 1993). Com relacd3o as
concentracgles de acido artemisininico e artenuina B nas raizes
transformadas, observou-se qgue o0 acido foi detectado em
quantidades relativamente mais altas que nas raizes normais,
encontrando-se na faixa de 0,02 a 0,07% do peso seco da amostra
(tabela 7). J& a artenuina B foi detectada apenas em tragos, nao
sendo possivel a sua gquantificac3o. Levando-se em conta as altas
taxas de crescimento das raizes transformadas em cultura,

associadas a uma produgdo do dcido artemisininico em quantidades
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mais altas que as produzidas normalmente pelas raizes e a uma
total auséncia de graxas que dificultam a extragdo dos compostos
quando se trabalha com plantas inteiras tornam as raizes
transformadas uma excelente fonte para futuras investigagBes.
Durante a execugl3o das analises do meio liguido
de cultivo das raizes transformadas para verificagdo de uma
possivel liberac3o de compostos pelas raizes para o meio,
observou-se total aus®ncia de artenuina B, enguanto o acido
artemisininico aparece no meio de cultura apenas em tragos. No
entanto, foi detectada a presenga de um composto desconhecido,
nunca antes detectado em nossas condigdes de rotina, para nenhum
tipo de material analisado (onde inclui-se plantas inteiras
vindas do campo, plantas inteiras cultivadas "in vitro", raizes,
brotos sem raiz, calos e culturas de células em suspensio). Us
resul tados nos levam a crer que esse composto provavelmente seria
produzido apenas pelas raizes transformadas em cultura, sendo
ent3do liberado para o meio de cultura. Experimentos vém sendo
conduzidos na tentativa de identificar esse composto, sua relagado
com os compostos anti-maléricos de interesse terap@utico e suas

possiveis aplicactes na area medicinal.
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Tabela 9. Concentracgtes de acido artemisininico detectadas em

raizes normais e transformadas.

-——————-———-m —
ABOSTRA ORIGER i. RTEH(D PS) ' ORIGEK AC.MRTER, {1P5)
e e P T S

RT-01 Clone 3.1 {A)} 1,036 RH-05 Flanta & 31k
RY-02 Clone 2.5 (A} 0,670 RH-04 Flanta & 0,017
RT-03 Clone 3.5 (Ej 1,044 BR-G7 Planta 7

R1-04 Clone 1.6 {B] {r, 00 FH~0B Flanta O

RY-05 Clone 3.3 (B} 0,060 RH-G9 Flanta ¢ RN
RT-04 Clane 3.1 iC) 0,038 FH-10 Planta 10 0,011
RY-07 Clone 7.2 (R) 0,034 Ri-13 Flanta 11 0,018
RT-08 Cione 1.4 (£} 4,051 Rid-132 Flanta 12 Y
RT-09 Clone 7.2 (B} 4,043 AH-13 Planta 13 021
EY-10 Clane 1.4 (B) 0,043 Ri-14 Flanta 14 6,023
RT-1 Clone 3.1 (B} 0,057 RH-15 Flanta 15 0,030
RT-12 Clone 1.4 {C) o, 061 fil-14 Flanta 1é RSN
R7-13 Clene 3.3 (L) 0,053 - RH-I7 Flanta 17 b0l
RN-01 Flanta i 0,013 RH-14 Planta i

RH-02 Planta 2 RE-19 Flanta 17 4,010
RH-03 Planta 3 4,022 Ri-20 Planta 20 6,011
RH-1d Planta 4 i

X As  amostras RT referem-se & raizes transformadas e as amostras
RN, & raizes normais. As raizes normals s3do provenientes de
plantas cultivadas "in vitro", com 4 meses de idade, germinadas
a partir do mesmo lote de sementes utilizado na obtenc3o de

estacas para os experimentos de transformac3o .
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5.3. Caracterizac3o molecular das raizes de Artemisia
annua L. transformadas por Agrobacterium

rhizogenes cepa 8196

Durante a execucdo das etapas anteriores deste
trabalho tornou-se claro gue a transformag3do das raizes de
Artemisia annua L. obtidas apds a inoculag3o com o Agrobacterium
rhizogenes cepa 8196 havia ocorrido, devido as observacgtes das
caracteristicas fenotipicas durante o cultivo do material obtido.
0D padr3o de crescimento das raizes em cabeleira, a velocidade do
crescimento, a auséncia de geotropismo, que no  conjunto
caracterizam fenotipicamente a ocorréncia da transformacdo ndo
deixaram duvidas de qgue tratavam-se de raizes transformadas.
Porem, apesatr de todas as evidéncias fenotipicas, foi
imprescindivel gue se executasse uma caracterizagdo dessas raizes
a nivel molecular, evidenciando definitivamente a passagem do
material genético da bactéria para a planta.

Para esta caracterizagdo molecular os trées
clones de raizes selecionados foram obtidos nos primeiros testes
de transformacdo, ou seja, material id estabelecido em cultivo
durante aproximadamente um ano, tempo suficiente para que raizes
eventualmente ndo transformadas pudessem ser diferenciadas pelo
padr3n de crescimento com relagdo as raizes transformadas.
Partindo-se de raizes em cultivo, apresentando pesons entre 0,62 e
2,60 g, © de 1 g de amostra de planta n3do transformada (controle
negativo da transformac3o), foi feita a extragido de acordo com a
metodologia descrita por DELLAPORTA et al. (198%). A escolha da
metodologia foi1 por esta ser especialmente adaptada para peguenas
quantidades de material vegetal ("miniprep'"). Apds a extracgdo do
DNA das amostras fol verificada a concentracg3o obtida através de
uma eletroforese em gel de agarose utilizando-se concentracgdes
conhecidas de DNA de bacteridfago A (variando entre 100 e 1000
ng/pl) como padrao. 0 resultado obtido apds exposicdo & luz UV
pode ser observado na figura 12. As concentragBes de DNA

estimadas por comparac3o com os padrides de concentracao foram de
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100 ng/pl para as tr€s amostras de raizes transformadas e de 70
ng/pl para a amostra de planta n3do transformada. A figura 12
mostra ainda que a metodologia utilizada para a extragxo foi
eficiente para Artemisia annua L. podendo-se observar que o DNA
extraido apresentou-se bastante puro e integro.

Apts a extracgio, inicialmente fpi escolhido o
processo de "Dot Blot" para a caracterizagdo molecular. Este
processn de hibridizac3o compreende basicamente a aplicag3o de
séries de amostras de DNA em quantidades iguails, proximas umas
das outras 2 em manchas de didmetro uniforme sobre uma membrana

de nylon ou nitrocelulose. 0O DNA ¢ desnaturado e submetido a

incubacdo em uma soluc3do contendo as sequéncias correspondentes
com marcacles radiocativas especificas (FFP), ao gual denominamos
sonda e que serd hibridizado com o material a ser testado, sendo
depois exposto a um filme de raio—X (KAFATOS et al., 1979). A
extensdo da hibridizagdo para cada mancha de DNA & avaliada semi-
guantitativamente apds a impressdo do filme, por comparagdo
visual da intensidade e do didmetro aparente das manchas com um
padrido. Devido ao tamanho grande e variavel das manchas aplicadas
ndo & possivel obter-se medidas guantitativas precisas, poreéem em
muitos casos consegue—-se ter uma boa idéia da expressdo de um
determinado gene por comparagdo relativa (THOMAS, 1983; SAMBROOK
et al., 1989 . A teécnica do  "Dot Blot" & especialmente
conveniente quando apenas estimativas semi—quantitativas s3o
necessarias, fornecendo um metodo rapido e eficiente de
"screening". Dutra wvantagem e que o método necessita de
quantidades relativamente pequenas de tecido e implica em pouca
manipulagdo de cada amostra (KAFATOS et al., 1979; WHITE &
BANCROFT, 19823 THOMAS, 1983) ndo sendo necessario, por exemplo,
digerir o DNA por enzimas de restricio.

A membranma para o "Dot Blot" foi preparada
aplicando-se amostras de 500 ng de DNA genémico das raizes
transformadas e da planta nao transformada, e 500 ng do DNA de
bacteridfago A. Como controle positivo foram aplicados 2 ng do

fragmento numero 6, de 7,2 kb, purificado da digest2do do
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Figura 12 - Eletroforese em gel de agarose para determinacdo da
concentraciio obtida apds extracdo do DNA das amostras
de raizes transformadas e de planta n3o transformada
de Artemisia annua L. As linhas 1, 2, 3, B8 e 9
representam  DNA  de bacteridfago A nas concentracties
de 100, 200, 300, 500 e 1000 ng/pl. As linhas 4, 5 e
6 referem—se a DNA de raizes transformadas e a linha

7 corresponde ao DNA de planta n3o transformada.
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plasmideo pé6 (subclone do pRiB1%6) pela endonuclease de restrigdo
BamHl. Esse mesmo fragmento foil posteriormente wtilizado como
sonda radioativa durante a hibridizac3o da membrana. Na figura 153
& mostrado o padr3o da digest¥o HamHl na regi3o do T-DNA do
plasmideo, estando identificado o fragmento 6 utilizado como

controle positivo e como sonda marcada com o (a”F=P)dCTP.



regido T-DNA pRiB196

£coRI

BamHl

5,7  1ios 7,2 5| 3,6 ] 4,2 14

1

Fragmento 8

Figura 13 - Padr3o de digest2o do pRiB1%26 na regido do T-DNA para
as endonucleases de restrigdo Ecdll e Bankl
(mostrando a regido do fragmento 6, de 7,2 kb, da
digestdo HamHl, utilizado como sonda neste trabalho).

(Extraido de TEMPE & CASSE-DELBART, 198%9).
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0 fragmento 6 utilizado como sonda foi obtido
do pRiBL96, o mesmo utilizado para a transformagdo da Artemisia
annua L. neste experimento. Como a transformagido caracteriza-se
pela passagem e integrac¢3do do T-DNA da bacteria para o genoma da
planta, apds a hibridizagdo esperava-se um sinal positivo nas
amostras de DNA das raizes, que seria resultante da ligagdo dos
nucleotideos marcados da sonda aos fragmentos do T-DNA existentes
nas raizes transformadas. Por outro lado, os controles negativos
Nn3o deveriam hibridizar-se com a sonda, n3o apresentando assim
nenhum sinal impresso no filme de raio-X. Conforme o esperado. as
amostras de raizes apresentaram o sinal positivo que caracteriza
a transformacdo. No entanto, apds a hibridizagido os controles
negativos (DNA de planta n3o transformada e de bacteridfago A)
também apresentaram um sinal impresso no filme de raio-X (figura
14). Como as amostras utilizadas no controle negativo ndo contem
o T-DNA da bactéria, esse pequeno sinal indica que talvez possa
existir uma peguena contaminag2o no  fragmento utilizado como
sonda, gue ent3o hibridizou-se com outras sequéncias existentes

nos controles negativos gque ndo seriam fragmentos do T-DNA.



Figura 14.

Autoradiografia da membrana do

exposicido de 6 dias. As amostras 1,

as raizes transformadas. A amostra
planta ndo transformada e 3 ao DNA
(controles negativos). A amostra
fragmento & da digest2io Bamll

utilizado como sonda.

"Dot Blot" apods
3 e 7 referem-se
Pl corresponde a
do bacteriédfago
5 corresponde ao

do plasmideo pé,
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Passou-se, ent3o, & caracterizagdo molecular do
material por "Southern Blot". Esse processo, apesar de ser mais
trabalhoso que o "Dot Blot" e de necessitar de maior guantidade e
maior manipulac3o do material, permite uma visualizagdo mais
detalhada com relac3do a presenca e estrutura dos genes
envolvidos. O DNA a ser estudado ¢ digerido com uma ou mais
endonucleases de restric3o, sendo cortado de maneira especifica
de acordo com a enzima utilizada. Os fragmentos resultantes da
digest3o s3o separados por tamanho com uma eletroforese em gel de
agarose, desnaturados e transferidos para uma membrana de nylon
ou nitrocelulose por um sistema que caracteriza a transferé&ncia
por "Southern Blotting” (SOUTHERN, 197%5: DARBRE, 1988). Apds a
transferéncia, a membrana & incubada 2m uma solug3do contendo as
sequéncias correspondentes aons fragmentos transferidos marcadas
radicativamente, denominados sonda, que ir3o hibridizar—-se com o
DNA na membrana. Expondo-se a membrana a um filme de raio—-X como
no processo de "Dot Blot" o filme, apds revelado, ira mostrar a
posicdo de cada fragmento de DNA gue sofreu hibridizagao com a
sonda utilizada.

Para que se pudesse fazer a separacgdo das
bandas por eletroforese o DNA foi digerido por uma endonuclease
de restric3o, utilizando-se 10 pg de DNA gendmico de cada amostra
das raizes e da planta n3do transformada para as digestdes. De
acordo com o0 padrio de digestdo na regido do T-DNA do pRiB196
para diferentes enzimas (figura 13), & levando-se em conta a
utilizacgdon do fragmento 6 da digesti3oc Hasmll como sonda, optou-se
pela utilizagdo da enzima EcoRl. Como controle positivo foram
aplicadas diretamente no gel da eletroforese duas amostras de 100
pg cada, dos fragmentos & e 14 da digest3o BasHI do pRi81%96. Como
controle negativo foi utilizado DNA de bacteridfago A previamente
digerido pela enzima Hindlll. 0 DNA digerido fol ent3o separado
por eletroforese em gel de agarose e transferido para membrana
gue foi hibridizada com a sonda e exposta ao filme de raio-X. A
figura 15 mostra a posicdo dos fragmentos obtidos apéds a

hibridizagdo com a sonda, confirmando a integrac3d3o do T-DNA nas

SR
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raizes e evidenciando a transformac3o, ao contrario dos controles
negativos, onde n3o s3o verificados os fragmentos encontrados nas

raizes transformadas.



Figura 15.

Autoradiografia da membrana do "Southern Blot" apos
hibridizac3o com o fragmento 6 (7,2 kb) purificado da
digestdo Bamil do pRi81%96. As linhas S5, b e 7
referem-se A& DNA de raizes e a linha 4 de planta n3o
transformada apts digestdo EcoRIy; as linhas 1 e 2
referem—se, respectivamente, aos fragmentos 6 e 14
purificados da digestao Bamdl do pRiB196; as linhas 3
e B8 referem-se ao DNA de bacteridfago A digerido por

Hindlll.



&. CONCLUSDES

Ao  longo do desenvolvimento deste trabalbo
pudemos verificar gque a utilizacdo da técnica de raizes
transformadas apresenta-se bastante valida para as espécies
medicinais. No caso especifico do  protocolo proposto para
Artemisia annua .., oObservamos que as raizes transformadas
mantiveram a produc3o de compostos medicinais conforme o padrd3o
normal da planta, sendo consideravel o aumenrnto observado na
velocidade de crescimento dos tecidos. Além da possibilidade de
obtenglo de quantidades significativamente maiores de biomassa em
curto espago de  tempo, a produgdo de compostos pelas raizes
transformadas tambeém apresenta vantagens devido a uma ausBncia de
graxas, gue 3s3o encontradas normalmente em plantas inteiras e
dificultam o processo de extragio.

0 Adcidp artemisininico produzido pelas raizes
transformadas de Artemisia annua L. & um composto de interesse
que pode ser transformado em artemisinina  ou outros compostos
correlatos. Sendo que a produgdo do composto pelas raizes
transformadas apresentou—se malor Que em raizes normais, as
rarzes transformadas poder3oc ser cultivadas em maior escala
utilizando-se fermentadores npu bioreatores. Futuramente, aléem do
cultivo das raizes transformadas poder3o ser dessnvolvidos
cultivos com extraci3o diretamente do meio sem a necessidade de
retirada do material vegetal. Outro enfoque futuro para a
transformagao em Artemisia annua L. seria um trabalho com raizes
moditficadas geneticamentas, incluindo ou N3 genes especificos

para determinadas fungBes n3o executadas normalmente pela planta.
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