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RESUMO

Avaliagdo da variagdao morfolégica, anatomica e fitoquimica de Banisteriopsis caapi
(Spruce ex Griseb.) C.v. Morton e Psychotria viridis Ruiz & Pav em diferentes ambientes,
teor de alcaloides e citotoxicidade do cha Ayahuasca

B. caapi e P. viridis sao plantas de origem amazonica e as principais espécies preconizados
para preparacao do cha Ayahuasca. Um cha com efeitos enteogénico e psicotropico de uso milenar
pelos povos indigenas da Amazonia, preparado pela decoc¢ao de caules de B. Caapz, que apresenta
os alcaloides f~carbolinicos harmina (HRM), harmalina (HRL) e tetrahidrohramina (THH), e folhas
de P. viridis que contém o alcaloide NN- dimetiltriptamina (DMT). Atualmente, Ayahuasca esta em
crescente expansao de uso como sacramento religioso em nivel mundial, e junto com seu potencial
farmacoldgico no campo da neuroldgia e psiquiatria tem fomentado um nimero expressivo de
pesquisas cientificas. Os resultados cientificos tém evidenciado que Ayahuasca consumido em nivel
mundial, principalmente Europa e América do Norte, apresenta uma ampla variagao no teor dos
alcaloides bioativos, que afeta diretamente o potencial enteogénico e farmacolégico do cha. Porém,
a despeito da importancia desse cha e das plantas que o compdem, até recentemente, as pesquisas
cientificas eram focadas somente no cha Ayahuasca, nao havia estudo da relagao planta-ambiente
e das alteragoes morfologicas, anatdmicas e fitoquimicas, que podem ser as causas subjacentes das
variacOes no teor dos alcaloides na Ayahuasca preparado com plantas de diversos ambientes. Da
mesma forma, nao foi encontrado nenhum estudo desenvolvendo um método de pré-processa-
mento e secagem das plantas da Ayahuasca que permita sua exportacao e contribua com a segu-
ranca de uso desse cha. Portanto, os objetivos desse trabalho foram: i. Avaliar as alteragdes nas
caracteristicas organograficas, anatomicas e histoquimicas das folhas de trés populacoes de P. viridis
cultivadas em diferentes condi¢des ambientais no estado de Sao Paulo; ii. Verificar as variacoes na
morfologia, anatomia, histoquimica e teor de alcaloides apresentadas por folhas de P. viridis culti-
vadas em ecossistemas de Terra-firme (TF) e Campinarana (CAMP) do bioma Amazonia; iii. Veri-
ficar as diferencas morfoldgicas, anatomicas, histoquimicas e a variagao no teor dos alcaloides em
caules de B. caapi coletados em dois ecossistemas com diferentes caracteristicas ambientais na Ama-
zOnia; iv. Determinar os parametros para a padronizacao da matéria-prima vegetal utilizadas no
preparo do cha Ayahuasca tradicional: temperatura ideal de secagem para as plantas, teor e propot-
¢ao dos alcaloides DMT, HRM, HRL e THH em Ayahuascas preparado com plantas apds processo
de secagem, além de avaliar o potencial citotéxico de Ayahuasca preparado com plantas iz natura e
desidratadas sobre células de HaCaT (queratindcitos humanos). Para todas as analises morfologi-
cas, anatomicas e histoquimicas de caules de B. caapi e folhas de P. viridis foram utilizados micros-
coépio de luz e microscopia eletronica de varredura (MEV); As analises fitoquimicas foram realiza-
das usando extratos etandlicos de folhas e caules separadamente, e cha Ayahuasca preparado com
plantas 2 natura e ap6s processamento de secagem sob temperaturas de 40, 43, 45, 50, 60 °C e ao
sol. A concentracao dos compostos bioativos foi determinada por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia com Detector UV-vis com Arranjo de Diodos (CLAE-DAD), a citotoxicidade 7 vitro
foi avaliada com exposicao das amostras de cha Ayahuasca em células HaCaT e, o agente antineo-
plasico cloridrato de doxorrubicina foi usado como controle positivo. Em folhas de P. viridis tanto
de regides extra-amazonica quanto amazonica as alteragoes encontradas estdao diretamente relacio-
nadas ao esfor¢o adaptativo da espécie a disponibilidade hidrica do ambiente e mostram que, es-
tresse hidrico prolongando causa alteracGes anatdmicas que interferem no teor de alcaloides na
espécie. Com relagao a B.caapi, foram encontradas alteracdes no sistema condutor relacionados a
alteragodes nas caracteristicas do ambiente, além disso, as plantas do ecossistema de Campinarana
exibiram teor de alcaloides mais elevado, revelando relacio positiva do teor dos alcaloides f~carbo-
linicos com a disponibilidade hidrica do ambiente. As variagdes nas concentragdes de DMT, HRL,
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HRM e THH no cha Ayahuasca sofrem influéncias do ambiente de origem das plantas. O processo
de secagem mais adequado, foi alcan¢ado em estufa de circulagao for¢cada com temperaturas de 43
°C para folhas e 45 °C para caules. A Ayahuasca, nas concentragoes testadas, nao apresenta citoto-
xicidade celular relacionada a DMT, HRM, HRML e THH para queratindcitos humanos.

Palavras-chave: Ayahuasca, Banisteriopssis caapi, Psychotria viridis, Citotoxicidade, Aya-
huasca, NN-dimetiltriptamina (DMT)
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ABSTRACT

Evaluation of the morphological, anatomical and phytochemical variation of Banisteriop-
sis caapi (Spruce ex Griseb.) C.V.Morton and Psychotria viridis Ruiz & Pav in different envi-

ronments, content of alkaloids and cytotoxicity of Ayahuasca tea

B. caapi and P. viridis are plants of Amazonian origin and the main species recommended
for the preparation of Ayahuasca tea. A tea, with entheogenic and psychotropic effects, of ancient
use by indigenous peoples of the Amazon, prepared by the decoction of stems of B. Caap: , which
presents the alkaloids £ - carbolinic harmine (HRM), harmaline (HRL) and tetrahydrohydramine
(THH), and leaves of P. viridis that contain the alkaloid NN- Dimethyltryptamine (DMT). Cur-
rently, Ayahuasca is in a growing expansion of use as a religious sacrament worldwide and, together
with its pharmacological potential in the field of neurology and psychiatry, has fostered a significant
number of scientific researches. Scientific results have shown that Ayahuasca, consumed world-
wide, mainly Europe and North America, has a wide variation in the content of bioactive alkaloids,
which directly affects the entheogenic and pharmacological potential of the tea. However, despite
the importance of this tea and the plants that make it up, until recently, scientific research was
focused only on Ayahuasca tea, there was no study of the plant-environment relationship and the
morphological, anatomical and phytochemical changes, which may be the underlying cause of var-
iations in alkaloid content in Ayahuasca prepared with plants from different environments. Like-
wise, there was no study of a method for pre-processing and drying Ayahuasca plants to allow their
exportation and contribute for its safe use. Therefore, the objectives of this work were: i. Evaluate
the changes in organographic, anatomical and histochemical characteristics of the leaves of three
populations of P. viridis grown under different environmental conditions, in the state of Sao
Paulo; ii. Verify morphological, anatomical and histochemical variations of P. vzridis leaves culti-
vated in Terra-firme (TF) and Campinarana (CAMP) ecosystems of the Amazon biome; iii. Verify the
morphological, anatomical, histochemical differences and the variation in the content of the alka-
loids in stems of B. caapi collected in two ecosystems of the Amazon biome with different environ-
mental characteristics; iv. Determine the parameters for the standardization of the inputs used in
the preparation of Ayahuasca tea, such as: ideal drying temperature for the plants, content and
proportion of the alkaloids DMT, HRM, HRL and THH, prepared with plants after drying process,
and evaluate the cytotoxic potential of Ayahuasca prepared with fresh and dehydrated plants
on HaCaT cells (human keratinocytes). For all morphological, anatomical and histochemical ana-
lyzes of B. caapi stems and P. viridis leaves, a light microscope and scanning electron microscopy
(SEM) were used. Phytochemical analyzes were performed on ethanolic extracts of leaves and
stems separately, and on Ayahuasca tea prepared with fresh plants and after drying processing, un-
der temperatures of 40, 43, 45, 50, 60° C and in the sun. The concentration of bioactive compounds
was determined by High Performance Liquid Chromatography with UV-vis Diode Arrangement
Detector (HPLC-DAD). In vitro cytotoxicity was evaluated exposing Ayahuasca tea samples in Ha-
CaT cells and the antineoplastic agent hydrochloride of doxorubicin was used as a positive con-
trol. In P. viridis leaves from both extra-Amazonian and Amazonian regions, the changes found are
directly related to the species' adaptive effort to the water availability of the environment and show
that prolonged water stress causes anatomical changes that interfere in the alkaloids content in the
species. With respect to B. caapz, changes were found in the conductive system related to changes
in the characteristics of the environment, in addition, the plants of the Campinarana ecosystem
exhibited higher alkaloids content, revealing a positive relationship of f- carbolinic alkaloids with
the water availability of the environment. Variations in the concentrations of DMT, HRL, HRM
and THH in Ayahuasca tea, are influenced by the environment source of the plants. The most
suitable drying process was achieved in a forced circulation oven with temperatures of 43 °C for
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leaves and 45 °C for stems. Ayahuasca, at the concentrations tested, does not show cellular cyto-

toxicity for human keratinocytes.

Keywords: Banisteriopssis caapi; Psychotria viridis; cytotoxicity; Ayahuasca; NN- dimethyltryptamine.
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1. INTRODUCAO GERAL

Banisteriopsis caapi (Spruce ex Griseb.) C.v. Morton e Psychotria viridis Ruiz & Pav
sdo plantas das familias Malpighiaceae e Rubiaceae respectivamente com centro de dispersao
em florestas tropicais amazodnicas e ampla distribuicdo em florestas tropicais da América do
Sul (Mabberley, 1997). B. caapi ¢ uma liana gigante que escala as grandes arvores para atingir
o dossel (Schultes, 1970). Enquanto P. viridis ¢ uma espécie arbustiva que se adapta bem em
locais sombreados com boa disponibilidade hidrica (Blackledge and Taylor, 2003; Miranda et
al., 2020; Taylor et al., 2015).

Caules de B. caapi e folhas de P. viridis, juntos, sdo usados no preparo da Ayahuasca:
um decocto (mais conhecido como cha) de efeito enteogénico (Ruck et al., 1979; Tupper, 2009)
e psicotropico (Dominguez-Clavé et al., 2016) que ¢ a base de rituais e curas para diversos
povos indigenas (Naranjo, 1986) desde épocas imemoriais. P. viridis contém, principalmente
em suas folhas, o alcaloide indolico N, N-dimetiltriptamina (DMT) (Soares et al., 2017) respon-
savel pelos efeitos enteogénicos e psicotropicos apresentados pelo cha Ayahuasca (Callaway
et al., 1999; Costa et al., 2005; Rodrigues et al., 2019), os caules de B. caapi por sua vez, apre-
sentam os alcaloides f-carbolinicos harmina (HRM) harmalina (HRL) e tertrahidroharmina
(THH) (Mckenna, 2004). O efeito enteogénico da Ayahuasca ativado pelo DMT ¢ inativado,
por via oral, devido a degradagdo deste composto pela monoamina oxidase visceral (MAO)
(Callaway et al., 1999). Essa degradagdo ¢ inativada pela agcdo das f3-carbolinas que sdo inibi-
dores reversiveis altamente ativos da MAO podendo proteger o DMT da desaminagao viabili-
zando seu uso oral (Mckenna, 2004).

O uso da Ayahuasca emergiu das florestas amazonicas e se tornou o veiculo sacra-
mental para novos movimentos religiosos sincréticos que estao se difundindo de seu centro de
origem no Brasil para a Europa, Estados Unidos e todo o mundo (Kaasik and Kreegipuu, 2020;
McKenna et al., 1998). Porém, a maioria do chd Ayahuasca consumido em paises extra-ama-
zOnicos sao produzidos em regides amazonicas, a partir de coletas realizadas em florestas nati-
vas ou plantios, geralmente pertencentes a religides que usam o chd como sacramento, e trans-
portados para os paises de consumo (Miranda et al., 2020).

Os estudos dos compostos bioativos do cha de Ayahuasca (Callaway et al., 1999; Pires
et al., 2009; Santos et al., 2017; Souza et al., 2019) e das plantas que o compdem foram impul-
sionados pelo aumento do uso religioso e terapéutico da Ayahuasca nos Estados Unidos e

diversos paises da Europa (Dos Santos et al., 2016; Hamill et al., 2019; Kaasik and Kreegipuu,
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2020) e também, pela tendéncia global na pesquisa de terapia psicodélica. Contudo, as pesqui-
sas tém relatado uma ampla variacao no teor dos alcaloides bioativos no chad consumido em
nivel mundial (Callaway, 2005; Kaasik and Kreegipuu, 2020; Santos and Hallak, 2020). A ori-
gem e a proporcao das plantas usadas na preparacdo da Ayahuasca, foram sugeridas como
possiveis causas dessas variacoes (McKenna, 2004). Porém, a maioria dos estudos tem focado
somente no teor dos alcaloides no cha e, na maioria das vezes as analises sao realizadas com
Ayahuasca de vérias fontes religiosas (Callaway, 2005; Callaway et al., 2005; Kummrow et al.,
2019), sem considerar as caracteristicas ambientais de origem ou as propor¢des das plantas
usadas na preparacao da Ayahuasca analisado.

E sabido que as plantas tém estreita relagdo com o ambiente no qual estdo inseridas, e
que as variacoes ambientais exercem forte influéncia sobre a variabilidade genética e a quali-
dade dos compostos fitoquimicos das espécies (Figueira et al., 2010; Gupta et al., 2017). As
variagOes nas condicdes de luz, na temperatura e na umidade tanto de curto quanto de longo
termo, afetam a composicao dos metabolitos secundarios (Akula and Ravishankar, 2011;
Liebelt et al., 2019; Osbourn et al., 2003). Ainda, as plantas podem alterar suas caracteristicas
morfologicas e anatdmicas em fun¢do da disponibilidade de recursos do meio (Avalos et al.,
2014; Oliveira et al., 2018; Venegas-Gonzalez et al., 2017), uma caracteristica que ¢ determi-
nante para a existéncia de representantes de uma espécie em diversos ambientes (Mitchell et
al., 2015; Schlichting, 1986).

Os primeiros estudos que abordam a variagdo dos alcaloides nas espécies da Aya-
huasca, com base no local de origem das plantas foram publicados recentemente. Folhas de P.
viridis coletadas em diversos biomas brasileiros revelaram variabilidade no teor de DMT
(Cavalcante et al., 2018) assim como, caules de B. caapi revelaram ampla variacao no teor de
HRM, HRL e THH (Santos et al., 2020). No entanto, apenas um estudo indica as alteracdes
morfologicas e anatdmicas em P. viridis como causas subjacentes da variagdao no teor de alca-
loides nas plantas com efeito no cha Ayahuasca (Miranda et al., 2020). Enquanto, para caules
de B. caapi, até onde podemos saber, ndo hd nenhum relato dessas alteragdes que podem ter
resposta na concentragao das S-carbolinas no cha. O Brasil ¢ um pais de dimensao continental
que abrange diversos biomas e, em quase todos eles encontramos o cultivo das plantas da Aya-
huasca, como demonstrado em estudos de Cavalcante et al., (2018) e Santos et al. (2020) o
que aumenta a possibilidade de variagdes dos alcaloides nas plantas € no chd em fungao das
caracteristicas do ambiente.

Diversos estudos tem mostrado, que mesmo apresentando ampla variagdo no teor de

DMT, HRM, HRL e THH o consumo de Ayahuasca, utilizado em ritual indigena tradicional
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e nas religides ayahuasqueiras, que se baseiam em ritual indigena tradicional, € fisiologica e
psicologicamente seguro (Inserra, 2018; Palhano-Fontes et al., 2018; Silveira et al., 2020), ndo
apresenta citotoxicidade em uso agudo ou subagudo (Dos Santos et al., 2016) e sua dose letal ¢
50 vezes maior que uma dose usada em ritual religioso da Unido do Vegetal - UDV (=150 ml/
para um adulto de 70 Kg) (Pic-Taylor et al., 2015). No entanto, analises em amostras de Aya-
huasca consumido por alguns grupos nos Estados Unidos e Europa foram detectadas varias
substancias, que ndo estdo preconizadas na composicao do chd Ayahuasca, inclusive produto
sintético (Kaasik and Kreegipuu, 2020) fato que coloca em risco os usuarios de Ayahuasca,
principalmente, em paises extra-amazdnicos. Atualmente, ndo existe um caminho que possibi-
lite o preparo in loco da Ayahuasca nos paises da América do Norte, Europa e Oceania, devido
a ndo ocorréncia das espécies nestas regides e por falta de método de pré-processamento das
plantas que permita sua exportagao. Assim, fazer chegar as plantas de preparo da Ayahuasca
até o local de consumo pode ser uma solugdo vidvel, e isto necessariamente envolve processo
de secagem das plantas. A secagem leva a um produto estavel e facilmente transportavel que
esta disponivel durante todo o ano (Orphanides et al., 2016). Porém, apesar de ser considerado
um dos processos mais usuais € fundamentais de preservagao de plantas, a secagem também
pode levar a perda exacerbada de compostos bioativos dependendo da técnica aplicada (Chua
etal., 2019).

Considerando todo o expostos acima, e a crescente expansao de uso deste cha em nivel
mundial, ha a necessidade de estudos para obter uma compreensao mais abrangente dos meca-
nismos envolvendo a relacao planta-ambiente que promove as variagcdes nos teores dos alcaloi-
des no cha Ayahuasca com énfase nas alteragdes morfoldgicas, anatdomicas e fitoquimicas de
adaptacao das plantas nos diversos ambientes, o que podera, também, contribuir para a correta
identificacao botanica das plantas principalmente, B. caapi que pertence a um grupo de taxo-
nomia complexa . Outrossim, € urgente a necessidade de assegurar que a Ayahuasca consumido
em paises fora das regides amazonicas contenham somente as plantas preconizadas para prepa-
racdo da Ayahuasca, de modo que o consumo deste cha seja seguro para seus usudrios. Isto
pode ser possibilitado a partir do desenvolvimento de métodos de processamento de secagem
das plantas, que assegure a qualidade fitoquimica do material vegetal e permita a estabilidade
e a proporcionalidade ideais dos alcaloides DMT, HRM, HRL e THH no cha Ayahuasca. Por-

tanto, com o intuito de preencher essas lacunas, este estudo levantou as seguintes questoes:
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Quais as alteracdes nas caracteristicas morfoldgicas, anatomicas e histoquimicas das
folhas de trés populacdes de P. viridis cultivadas em diferentes condigdes ambientais no Estado
de Sdo Paulo;

Quais as variagdes morfologicas, anatdmicas e histoquimicas apresentadas por folhas
de P. viridis cultivadas em ecossistemas de Terra-firme e Campinarana do bioma Amazonia;

Quais as diferengas morfologicas, anatdmicas e histoquimicas em amostras de B. caapi
coletadas em dois ecossistemas com diferentes caracteristicas ambientais na Amazonia e, qual
o teor dos alcaloides nas plantas de cada ecossistema.

Quais sdo os parametros para a padronizagdo da matéria-prima vegetal utilizadas no
preparo do ch4d Ayahuasca? Para essa questdo, avaliamos:

O teor e a propor¢ao dos alcaloides DMT, HRM, HRL e THH no cha Ayahuasca
preparado com plantas in natura e desidratadas, coletadas em dois ecossistemas do bioma Ama-
zOnia;

A temperatura ideal de secagem de caules de B. caapi e folhas de P. viridis com ma-
nuten¢do do potencial fitoquimico do material vegetal;

O potencial citotoxico do cha Ayahuasca, preparado com plantas in natura e submeti-
das ao processo de secagem, sobre células de queratindcitos humanos (HaCaT).

Para responder estas questoes, a tese foi dividida em 4 capitulos da forma que se con-
sidera para publicacdo:

Capitulo 2: Influéncia do ambiente sobre a morfo-anatomia e histoquimica da folha
de Ayahuasca: Populagdes cultivadas em regides extra-amazonicas. J4 publicado na revista
Acta Scientiarum Biological Sciences. Intitulado: Influence of environment on the leaf morpho-
anatomy and histochemical of the ayahuasca leaf: Populations cultivated in extra-Amazonian
regions. DOI: 0.4025/actascibiolsci.v42i1.50369;

Capitulo 3: Caracteristicas foliares e teor de NN-dimetiltriptamina (DMT) em Psycho-
tria viridis cultivada em ecossistemas amazonicos . Ja submetido para publicagdo na revista
Acta Botdnica Brasilica. Intitulado: leaf traits and content of NN-dimethyltryptamine (DMT)
in Psychotria viridis cultived in Amazonian ecosystems;

Capitulo 4: Caracteristicas anatdmicas adaptativas e teor de alcaloides em caule de
Banisteriopsis caapi (Spruce ex Griseb.) CV Morton como resposta ao ambiente;

Capitulo 5: Avaliacao da influéncia do ambiente de origem e condicdo de secagem
das plantas na concentracao dos alcaloides e potencial citotoxico do cha Ayahuasca sobre cé-

lulas de queratindcitos humanos (HaCat).
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2. INFLUENCIA DO AMBIENTE SOBRE A MORFO-ANATOMIA E HISTOQUI-
MICA DE FOLHAS DA AYAHUASCA: POPULACOES CULTIVADAS EM RE-
GIOES EXTRA-AMAZONICAS

RESUMO

Psychitria viridis Ruiz & Pav. ¢ uma espécie da familia Rubiaceae pre-
sente em toda a Amazonia, tradicionalmente utilizada pelas comunidades indigenas
e nas ultimas décadas incorporada ao uso religioso em contexto urbano. A espécie
¢ conhecida e cultivada em diversas regides do Brasil por possuir alcaloides bioati-
vos. Suas caracteristicas morfoanatdmicas e histoquimicas foram descritas e avali-
adas neste trabalho com a finalidade de avaliar a presenga de alteragdes intraespe-
cificas nas folhas das plantas de trés populacdes cultivadas no Estado de Sao Paulo.
Todas as plantas apresentaram estipula terminal e padrao morfoanatomico foliar
basico, consistente com a maioria das espécies do género, com mesofilo heterogé-
neo dorsiventral. Ambas epidermes unisseriadas apresentam células grandes com
vacuolo proeminentes e drusas. Tricomas tectores unicelulares e multicelulares es-
trelados presentes nas nervuras primarias e secundarias. Padrao anfi-hipoestoma-
tico foliar, ainda ndo citados na literatura para a espécie, foi comum em todas as
plantas estudadas. A variagdo na presenga de domdacias em uma mesma populagao
indica que essa estrutura nao pode ser usada para determinagdo taxondmica de P.
viridis, como ja descritas para outras espécies do género. Presenca de ductos secre-
tores, varia¢do na densidade estomatica, e area foliar; representam as principais al-
teracdes morfoanatomicas entre as plantas estudadas. Os testes histoquimicos foram
positivos para alcaloides, polissacarideos, proteinas e compostos fenolicos, sendo
negativo para amido, mas somente em plantas de uma das populagdes submetidas
a estresse hidrico. Nosso estudo considera que as alteragdes morfoanatdémicas e his-
toquimicas encontradas, estdo diretamente relacionadas ao esforco adaptativo ao
déficit hidrico sazonal e a capacidade da espécie em manter ou atrair organismos
mutualistas.

Palavras-chave: Caracterizagao; Alcaloide; Tricoma; Ducto secretor; Domacia.

ABSTRACT

Psychotria viridis Ruiz & Pav. (Rubiaceae) occurs naturally throughout the
Amazon and it is traditionally used by indigenous communities, being incorporated
into religious use in urban contexts over the last few decades. It is known and cul-
tivated in many regions of South America for possessing valuable bioactive alka-
loids. In this paper, we described P. viridis leat morphology, anatomy and histo-
chemistry from three populations cultivated in the southeastern Brazil, in order to
identify possible adaptations to local environment and management. All plants pre-
sented terminal stipules and basic morpho-anatomical patterns of leaves, consistent
with most species of the genus, as heterogeneous dorsiventral mesophyll, uniseriate
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epidermis, presents large cells with prominent vacuoles and druses. Unicellular
non-glandular trichomes and multicellular starry trichomes were present in the pri-
mary and secondary veins. Amphi-hypostomatic leaf pattern, not yet described for
the species, was common in all studied plants. Variation in the presence of domatia
in the same population indicates that this structure cannot be used for taxonomic
determination of P. viridis, as already described for other species of the genus. Pres-
ence of secretory ducts and reduction in stomata density and leaf area represent the
main morpho-anatomic adaptations of plants from drier and warmer climates. His-
tochemical tests were positive for alkaloids, polysaccharides, proteins and phenolic
compounds, being negative for starch only in plants subjected to water stress. We
concluded that the morpho-anatomical and histochemical alterations found in the
plants of this study resulted from seasonal water deficit adaptations and to maintain
or attract mutualistic organism.

Keywords: Description; Alkaloid; Trichome; Secretory duct; Domatia.

2.1 Introducao

Rubiaceae ¢ a quarta maior familia de angiospermas (Robbrecht, 1988) destacando-se
entre as principais plantas de interesse medicinal, ornamental e econdomico (Gongalves e
Lorenzi, 2007). O género Psychotria é pantropical com aproximadamente 2000 espécies, sendo
a maioria arbdorea (Moraes et al., 2011). Em territério brasileiro o género encontra-se distribuido
nas regides tropicais e subtropicais, com cerca de 46 espécies no estado de Sao Paulo (Jung-
Mendacolli, 2007).

Na caracterizagdo morfoanatomica das espécies tém sido considerados, entre outros, os
seguintes caracteres: presenca de alcaloides, cristais estiloides, contorno do peciolo,
ornamentacdo da cuticula e presenga de tricomas nos tecidos foliares (Moraes et al., 2011).
Estudos de morfologia interna e externa tém sido realizados e mostram que, espécies do género
Psychotria possuem grande variacdo anatdmica e organografica, as quais tém sido relacionadas
diretamente com sua estratégia de adaptacao ao ambiente. Como demonstrado para Psychotria
schlechtendaliana, que apresentou ajustes na estrutura anatomica da folha e da madeira,
relacionados a distribui¢do de luz e disponibilidade de 4gua nos diferentes estagios de sucessao
ecologica em floresta tropical (Campbell et al., 2018).

A espécie P. viridis, apresenta distribuicao pelas regides Norte (Amazonas) e Sudeste
(Minas Gerais e Sao Paulo) do Brasil (Pic-Taylor et al., 2015) tem grande importancia cultural
devido a sua utilizacdo em cerimonias religiosas, € vem despertando interesse farmacoldgico

devido a presenca de alcaloides bioativos (Soares et al., 2017). As variagdes na morfologia
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interna e externa impulsionadas pelo ambiente, ainda ndo foram estudadas para a espécie.
Domacias e drusas registradas em plantas cultivadas na zona de amortecimento do Parque
Estadual dos Trés Picos (Estado do Rio de Janeiro) foram consideradas caracteristicas
exclusivas desta espécie em relacdo a outras da familia Rubiaceae (Quinteiro et al., 2006).
Porém, outras espécies de Psychotria da Floresta Atlantica apresentaram domacias, sendo
consideradas dentre os caracteres taxondmicos que auxiliam na determinagdo do género
(Moraes et al., 2011). No entanto, a presenga destas estruturas pode estar relacionada a presenca
de acaros predadores (Agrawal e Karban, 1997). Claramente, as variacdes ou alteracdes
morfologicas de cardter taxondmico e adaptativo apresentadas em P. viridis cultivadas em
diferentes ambientes necessitam de melhor compreensao.

O objetivo do trabalho foi apresentar as alteracdes de caracteristicas organograficas,
anatomicas e histoquimicas das folhas de trés populacdes de P. viridis cultivadas em diferentes
condigdes ambientais, no estado de Sao Paulo, permitindo assim gerar informacdes importantes
para melhor entendimento da adaptacdo da espécie em cultivos fora da regido natural de
ocorréncia, podendo contribuir ainda para estratégias de manejo das populagcdes plantadas, bem
como para a elucidacdo de caracteristicas vegetativas de importancia para determinagao

taxondmica da espécie.

2.2 Material e métodos
2.2.1 Area de estudo

As populacdes de P. viridis amostradas neste estudo localizam-se em trés municipios
da regido Sudeste do Brasil, Campinas (22°45°49” S; 46°58°’50” W), Mairipora,
especificamente na Serra da Cantareira (23°22°44” S; 46°35°18” W) e Piracicaba (22°42'0.47"
S; 47°17'7.54" W). Elas foram plantadas em florestas secundarias ou, em pastagens
abandonadas, e em diferentes momentos: entre 10 e 40 anos atrds. A vegetacdo ¢
predominantemente Floresta Ombroéfila densa em Campinas e Cantareira e floresta estacional
semidecidual em Piracicaba. O clima destas regidoes ¢ classificado como zona subtropical
umida, recebendo em média 1.200 a 1.400 mm anuais de chuva. Em Piracicaba o inverno ¢
seco, € o0 verao quente (tipo Cwa, conforme a classificagdo de Koppen) (Alvares et al., 2013),
com temperaturas médias nos meses mais quentes, alcangando 24,5°C, e precipitagdao abaixo

de 50 mm durante os seis meses mais frios (Sentelhas et al., 2003). Em Campinas, predomina
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o subtipo climatico sem estacao seca e com verao quente (Cfa), onde a média de precipitagao
acumulada mensal ¢ de 115 mm, sendo apenas dois meses com chuva abaixo de 50 mm
(Sentelhas et al., 2003). Na regido da Serra da Cantareira, também nao ha estacdo seca, porém
possui verdo temperado (tipo Cwb de Koppen), onde a temperatura média anual nao passa de
23°C nos meses mais quentes, € a chuvas se concentra entre os meses de outubro e marco,

chegando aos 240 mm em Janeiro (Sentelhas et al., 2003).
2.2.2 Material vegetal

As plantas analisadas sdo provenientes da regido amazonica e cultivadas sob
sombreamento natural nas regides de Sdo Paulo ja descritas. Foram selecionados trinta
individuos adultos de P. viridis, obedecendo um padrao de uniformidade quanto ao tamanho,
estado fenologico, aspecto vegetativo e classe diamétrica. Folhas completamente expandidas
do terco médio da copa de cada planta foram coletadas aleatoriamente para todas as analises.
Os materiais coletados foram identificados e registrados sob os numeros ESA 141418,
141419,141420 e ESA 141421 no Herbario da Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz” (ESALQ/USP), Departamento de Ciéncias biologicas na cidade de Piracicaba SP-

Brasil.

2.2.3 Caracterizacio morfolégica

Realizada em campo sob vista desarmada e em laboratorio com o auxilio de
estereomicroscopio e super lupa, seguindo descrigcdes de (Metcalf e Chalk, 1979; Gongalves e

Lorenzi, 2007; Almeida e Almeida, 2018).
2.2.4 Determinacio da area foliar

O comprimento foi medido a partir da ponta da folha até o ponto de inser¢cao na base da
lamina com o apice do peciolo e a largura corresponde a medida perpendicular no ponto mais
largo da regido do ter¢o médio da folha. As medidas foram feitas utilizando um paquimetro. A
area foliar foi obtida através da equagdo (Y=0,66256(Comp.Larg.)!?1156) desenvolvida e
recomendada por Antunes et al. (2008). Como o desenho amostral e o padrdo de distribuigao
dos dados de area foliar estimada de P. viridis cumpriram com as premissas estatisticas,

prosseguimos com a analise de variancia simples, seguida do teste de Tukey.

2.2.5 Analise estomatica
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Na caracterizacao do tipo e densidade dos estdmatos foi utilizado o método de impressao
epidérmica (Segatto et al., 2004), empregando adesivo instantdneo. As amostras foram
coletadas no lado direito da nervura principal até a margem, tomando como referéncia a
superficie adaxial, na regido do ter¢o mediano das folhas. Foram analisadas 10 folhas (1
folha/planta) de cada area e 3 campos microscopicos para cada folha de cada superficie (abaxial
e adaxial), totalizando 180 campos analisados. Os Campos de 1mm? foram analisados em
microscopio de luz e as imagens capturadas de maneira totalmente aleatoria, com auxilio do
software TsView. Como os dados do nimero de estdbmatos por mm? apresentaram
caracteristicas da fung¢do de distribui¢do de Poisson, ajustamos um modelo linear generalizado,

seguido do teste de Tukey para comparagdao multipla entre as médias das diferentes localidades.

2.2.6 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

Amostras teciduais de aproximadamente 1,5 cm foram retiradas do ter¢o médio de
folhas e imediatamente fixadas em solucdo de Karnovsky (Karnovsky, 1965) modificado com
tampao fosfato pH 7,2 por 24 horas. Apos esse periodo, uma parte das amostras foi mantida no
glicerol a 30% durante 4 horas, em seguida mergulhada em nitrogénio liquido e criofraturada
com lamina sobre peca metalica. Todas as amostras foram submetidas a desidratacao seriada,
seguida da secagem ao ponto critico de CO2 (Horridge ¢ Tamm, 1969), no processo de
metalizacdo, as amostras foram montadas sobre suportes de aluminio (Stubbs) usando fita de
carbono dupla face e, com uso de um metalizador cobertas com camada de ouro de 30 a 40 nm.
As observagdes e as eletromicrografias feitas ao microscopio eletronico de varredura modelo

LEO VP 435, operado a 20 kV.

2.2.7 Analise histolégica

Cortes transversais, em material fresco, foram realizados a mao livre com auxilio de
lamina de barbear no ter¢o médio da nervura central e borda direita da regido mediana da ldmina
foliar. As amostras foram coradas com azul de Astra e Fucsina basica para analise da estrutura
anatdmica e montadas com glicerina 50% entre lamina e laminula. As sec¢des histologicas
foram fotomicrografadas usando microscopia de luz, e as imagens capturadas na mesma escala

usando camera SAMSUNG (SDC-313).
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2.2.8 Analises histoquimicas

A natureza quimica das substancias ergasticas foi determinada em cortes transversais a
mao livre, corados com Dragendorff para alcaloides e identificados pela cor castanho. Dupla
coloragdao com acido periddico de Schiff (PAS) e nafthol blue back (Fisher, 1968) foi usado
para identificar os polissacarideos pela cor rosa claro, amido em rosa intenso, compostos
fendlicos de cor laranja e proteinas identificadas na cor azul. As sec¢des histoldgicas foram
montadas entre lamina e laminula com glicerina 50%, analisadas em microscopio de luz e as

imagens capturas na mesma escala em camera SAMSUNG (SDC-313).

2.3 Resultados

2.3.1 Organograficos e anatomicos

As plantas das trés populagdes observadas neste estudo, apresentam porte arbustivo-
arboreo de 2-5m de altura, ramos cilindricos, glabros, cor variando entre verde a marrom
esverdeado com linhas de lenticelas bem destacadas; filotaxia oposta cruzada. As folhas sdo
simples, lanceoladas, com face adaxial glabra, face abaxial pubescente somente nas nervuras
principal e secundérias, margem inteira, apice acuminado, base atenuada, peninérvea, padrao
de venacao do tipo Broquidddroma, 6-11 pares de nervuras secundarias, variando de opostas a
alternas na mesma folha (Fig. 1A, B), ndo diferindo entre as plantas das diferentes localidades.

Na superficie foliar abaxial das trés populacdes avaliadas houve variacdo da presenca
de domacias. Quando presentes sdo do tipo cripta, localizadas na intersecao da nervura principal
com a secundaria (Fig.1C, D), isoladas ou aos pares (2-4) com cavidade ampla e abertura restrita
a uma fenda, recoberta por tricomas (Fig. 1E, F). Folhas curto pecioladas, sendo o peciolo
convexo e de comprimento médio, variando de 0,5 a 1,5 cm de nas trés populagdoes (Fig. 1G).
Na face abaxial do limbo foliar observamos tricomas localizados apenas nas regides das
nervuras principal e secunddarias, semelhantes nas folhas das trés populagdes do estudo (Fig. 11-
N). Registramos a capacidade de propagagao vegetativa pela indug¢dao e desenvolvimento de
raizes adventicias nas regides distal e proximal do peciolo nas plantas das trés populacdes
avaliadas (Fig. 1H). Plantas submetidas a estresse sazonal apresentaram enrolamento da folha

no sentido adaxial nos horarios de alta luminosidade.



27

Figura 1. Morfologia externa de trés populacoes de P. virids cultivadas no Estado de Sdo Paulo (A) Arbusto de P. viridis. (B) Folha
de P. viridis, evidenciando no retingulo a venagio broquidédroma. (C) Apice foliar. (D) Domécias na face abaxial. A ponta da
domicia mostrada no quadrado é evidenciada na fig. E, e a regiio central mostrada no retingulo evidenciada na fig. F. (E) Abertura
de domidcia recoberta por tricomas. (F) Seccio transversal mostrando a cavidade interna da domaécia na regiao mais ampla. (G)
Peciolo. (H) Raiz adventicia emitida do peciolo. (I) Nervura principal e secundaria evidenciando a presenca de tricomas. (J) MEV
de tricoma tector na nervura primaria. (L) Captura em luz polarizada de tricoma tector unicelular. (M e N) Tricoma tector do tipo
estrelar. Abreviagdes: d, domacia; nc, nervura central; ns, nervura secundaria; pd, ponta de domdcia; p, peciolo; ra, raiz adventicia;
t, tricoma; td: tricoma em domdcia; te, tricoma estrelar.

Quanto a area foliar, as amostras das trés populacdes foram consideradas
significativamente diferentes entre si (F=24,035; gl=2; p=0), sendo as folhas da populacao de
Piracicaba significativamente menores que as das outras localidades (p<0,01), ao passo que as
amostras das populacdes de Campinas e Cantareira podem ser consideradas estatisticamente
semelhantes (p=0,1479) (Fig. 2A). O comprimento do peciolo ndo diferiu estatisticamente entre
as amostras (F=3,0124; gl=2; p=0,0659). Com relagdo a densidade estomatica, verificamos que
a populagdo de Piracicaba obteve densidade significativamente menor que as dos demais locais

(p<0.01) (Fig. 2B).
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Figura 2. Comparagio de drea folia e densidade estomitica em folhas de P. viridis dos trés locais de estudo. (A) drea foliar (cm?);
(B) densidade estomatica (n/mm?). Barras hotizontais sio as medianas, caixas representam 50% dos dados (50° quantil), linhas

sdo0 95° quantil e pontos sao “outliers”. Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa ao nivel de 5% pelo teste de
Tukey

Analises de superficie foliar em MEV, super lupa e microscopia de luz revelaram o
mesmo padrao basico para folhas de Psychotria viridis das trés areas estudadas (Fig. 3A-M).
Em visao frontal as células epidérmicas sdo poligonais com parede anticlinal reta (Fig. 3A). Os
estomatos anfi-hipoestomatico, paracitico, apresentam distribuicdo aleatoéria em ambas as
superficies adaxial e abaxial (Fig. 3B-E) com cé¢lula guarda reniforme e camara subestomatica
logo abaixo (Fig. 31). Nas trés regides de estudo a espécie apresenta padrao de cera epicuticular
lisa e granular na face adaxial (Fig. 3E, F), caniculada e papilar na abaxial (Fig. 3G, H).
Observou-se a presenca de estipula terminal, que em seccao longitudinal evidenciou a presenca
de coléteres dendroides recobertos por tricomas tectores unicelulares e multicelulares estrelados
(Fig. 3J-M).

As seccgOes transversais das folhas de P viridis das trés populagdes estudadas
apresentam epiderme unisseriada em ambas as superficies, com células evidenciando o vactiolo
bem desenvolvido e frequente presenca de drusas, possivelmente de oxalato de célcio (Fig. 4A-
C), mesofilo heterogéneo dorsiventral, com parénquima clorofiliano paligadico unisseriado,
composto por uma unica camada de células alongadas e justapostas na superficie adaxial, e
parénquima lacunoso presente na face abaxial apresentando 4-6 camadas de células de

tamanhos variados, com espacos intercelulares irregulares e reduzidos (Fig. 4A-C).
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Figura 3. Observacio em MEV, super lupa e microscopia de luz da superficie foliar de P. viridis em trés populacdes da regido
Sudeste do Brasil. (A-C) vista supetficial de folhas. (A) Face adaxial mostrando células com padrao poligonal e parede anticlinal reta.
(B-D) Padrio e densidade de estomatos de P. viridis. (B, C) populacio de Campinas e Setra da Cantareira. (D) Evidenciando menor
densidade estomatica na populacio de Piracicaba. (E-H) imagens de MEV da superficie foliar de P. viridis. (E) Estomato na face
adaxial e cera epicuticular lisa. (F) face adaxial mostrando cera epicuticular granular. (G) Face abaxial com cera epicuticular canicu-
lada. (H) Superficie abaxial evidenciando o 1ébulo da papila epicuticula. (I) Secgio transversal de estdmato. (J-M) Seccao longitudinal
da estipula apical. (J, L) Evidenciando os coléteres e tricomas. (M) tricoma estrelado na face adaxial da estipula. Abreviagoes: cs,
camara subestomatica; cl, coléter; ce, cera epicuticula; cg, célula guarda; ceg, cera epicuticular granular; e, estbmato; ea, estipula
apical; ml, mucilagem; 1, 16bo; pf, primérdio foliar; pl, papila; pe, poro estomatico; sab, superficie abaxial; sad, superficie adaxial; te,
tricoma estrelar.

O sistema vascular em forma de arco convexo voltado a face adaxial da folha, com
projecdes terminais convexas, voltadas a face abaxial. Projecdes terminais do arco vascular
apresentam fragmentagdo das extremidades com formacao de aglomerados de xilema e floema
no interior (Fig. 4 D-F).

Presenga de células colenquimaticas angular imediatamente abaixo da epiderme adaxial
(Fig. 4 F). As cé¢lulas do xilema apresentando disposi¢ao radiada separados por raios
parenquimaticos (Fig. 4F). Bainha esclerenquimatica circundando o feixe principal e feixes
adicionais presentes em numero de 1-4 pares lateralmente a nervura principal (Fig.4 E -G). Na
regido central da nervura parénquima medular com idioblastos (Fig. 4 H). Domacias em plantas
de Serra da Cantareira ¢ Campinas (Fig. 4 I). Presenga esporddica de ductos glandulares

dispostos adjacentes e acompanhando a nervura central (Fig. 4 J, K).
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Figura 4. Seccio transversal de folha de P.oiridis de trés populagbes cultivadas no Estado de Sao Paulo. (A- C) Mesofilo dorsi-
ventral, drusas em células da epiderme, do parénquima pali¢adico e multiplas camadas no parénquima lacunoso. (B) Virias drusas
obsetrvadas nas células epidérmicas de plantas de Piracicaba. (C) Cuticula espessa e maior espaco intercelular nas folhas das plantas
de Serra da Cantareira. (D) Regiao da nervura central mostrando bainha de fibras e feixes vasculares acessérios internos. (E, F)
feixes adicionais. (G, H) Regido do colénquima acima e abaixo da nervura central mostrando coloragio positiva para alcaloides
pelo reagente Dragendorff, destacando as células do colénquima e o padrio de feixes adicionais (fad), que foi semelhante nas trés
populagdes. (H) Presenca de idioblastos e tricoma tector. (I) Presenca de domacia e ducto secretor cercados por células do epitélio
secretor na populacio de Piracicaba. (J) Forma interna da domadcia em todas as populagoes. (K) Imagem de Microscopia eletro-
nica de varredura (SEM) mostrando ducto sectetor em corte longitudinal. Abreviacdes: a, alcaloide (seta laranja); bf, bainha de
fibra (seta vermelha); ca, colénquima angular (seta verde); ces, célula do epitélio secretor; cp, célula do parénquima; ct, cuticula; d,
domicia; dr, drusa (seta branca); epi, epiderme; fac, feixes acessorios; fad, feixes adicionais; f, floema id, idioblastos; (seta cinza);
ds, ducto secretor; t, tricoma; x, xilema (seta azul).
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2.3.2 Histoquimicos

As analises histoquimicas realizadas com Dragendorft revelaram a presenca de
alcaloides na cuticula, na epiderme, nas cé€lulas do colénquima, nos parénquimas pali¢adico e
lacunoso e nos tricomas (Fig. 5 A, B). O reativo de Shiff (PAS) revelou presenca de compostos
fendlicos em células do colénquima e parénquima lacunoso (Fig. 5 C, D), foram observados
polissacarideos nas paredes de células da epiderme e do colénquima, e presenca de proteinas

em células dos parénquimas palicadico e lacunoso Fig. 5 C, D).

Figura 5. Secio transversal do terco médio das folhas de P.viridis mostrando o padrio histoquimico de trés populagdes cultivadas
no Estado de Sao Paulo. (A, B) O reagente Dragendorff revelou a presenca de alcaldides na cuticula, vactolo, parede celular e
tricomas na nervura central para as trés populagoes e amido nas células do colénquima, paligidico e parénquima lacunoso nas folhas
das popula¢des de Campinas e Serra da Cantareira. (C, D) Reacio positiva para compostos fendlicos, polissacarideos e proteinas
por coloracio com PAS. (E, F) Controle. Abreviagdes: a, alcaloide; ct, cuticula; epi, epiderme; bf, bainha de fibra; p, proteina; cf,
compostos fendlicos; pls, polissacarideos; pp, parénquima palicadico; am, amido; e, estobmato t, tricoma.
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2.4 Discussao

As folhas de P, viridis amostradas apresentam caracteristicas morfoldgicas que, em sua
maioria, sdo comuns ao género (Metcalf e Chalk, 1979; Quinteiro et al., 2006; Gongalves e
Lorenzi, 2007). No entanto, algumas caracteristicas anatomicas apresentadas aqui estao sendo
descritas e discutidas pela primeira vez para a espécie, tais como o padrdo anfi-hipoestomatico,
variacdo intraespecifica da presenca de domadcias, area foliar e densidade de estomatos, bem
como outras adaptacdes anatdmicas que favorecem a economia hidrica de plantas sob estresse.

A formacao de raiz adventicia no peciolo com o consequente desenvolvimento de
plantulas, permite inferir que estas apresentam conexdao com o sistema vascular principal do
peciolo, como sugerido para Camellia sinensis (Koyuncu e Balta, 2004). A formagao de raizes
adventicias em tecidos foliares de P, viridis também foi registrada por Salgado et al. (2012), o
que indica uma estratégia reprodutiva alternativa da espécie, conferindo a capacidade de
propagacao vegetativa a partir das folhas, quando se desprendem e chegam ao solo, e que pode
ser de extrema importancia quando os vetores de polinizagado e dispersao estao ausentes.

As domacias sdo recobertas por tricomas, se apresentam bem visiveis, a partir de visao
desprovida, pouco proeminentes ou até mesmo ausentes entre individuos adultos de uma mesma
populagdo. Esta variagdo indica que a presenca ou auséncia dessas estruturas nao constitui uma
caracteristica de determinagdo taxondmica para P. viridis, muito embora sejam citadas como
estruturas importantes para a taxonomia da familia Rubiaceae (Metcalf e Chalk, 1979; Judd et
al., 2009) e do género Psychotria (Agrawal e Karban, 1997; Moraes et al., 2011). A presenca
de domicias nesta espécie pode estar mais relacionada a presenca de acaros predadores
observados, somente em plantas de duas populacdes estudadas, usando essas estruturas como
abrigo. Esse fato nos leva a sugerir que a presenga de acaros, desde o inicio da formagao foliar,
pode levar a necessidade de formacdo de doméacias na folha que € beneficiada pela defesa
indireta proporcionada por estes animais. Ao mesmo tempo em que a presenca dessas estruturas
na folha pode aumentar o recrutamento deste agente de defesa (Agrawal e Karban, 1997; O °
Connell et al., 2010). Este tipo de relagdo, possivelmente mutualistica, entre artropodes e
plantas ja foi sugerida para outras espécies (Whiffin, 1972; Matos et al., 2006; Michelangeli,
2010). Mesmo assim, ainda € necessario um estudo mais detalhado que possibilite determinar
a natureza mutualistica desta relagdo para P. viridis.

Tricomas tectores unicelulares e pluricelulares localizados na estipula apical e nas
nervuras primarias e secundarias em folhas de plantas dos trés locais desse estudo indicam uma

estratégia de economia hidrica da espécie. Os lipidios presentes nas paredes das células basais
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dos tricomas contribuem para reduzir a perda apoplastica de dgua (Barros e Soares, 2013).
Dessa forma, a localizagdo estratégica dos tricomas em P. viridis pode contribuir para impedir
a perda de agua pelas células do feixe vascular e evitar a dessecacdo da estipula apical, e
consequentemente, protegendo a gema apical tanto da desidratacdo quanto de choques
mecanicos e, ataque de predadores e patdgenos.

Coléteres dendroides em disposicao longitudinal na face adaxial da estipula apical com
alta densidade de tricomas e substancia mucilaginosa foram encontrados nas trés populagdes.
Estes formam uma estrutura de prote¢ao que evita o contato dos fungos, hospedeiros das folhas
de P. viridis, com o primoérdio foliar. Como a mucilagem tem fung¢do de lubrificagdo da gema
apical (Fahn, 1979), a presenga dessa substancia pode facilitar o deslizamento de &caros entre
as superficies do primordio foliar, reforgando nossa sugestdo para a relagdo de acaros com a
presenca de domacias nas plantas deste estudo.

As folhas das trés populagcdes avaliadas neste estudo apresentaram-se anfi-
hipoestomatica, caracteristica essa nao relatada até o presente momento para P. viridis. A
densidade estomadtica apresentou relacdo positiva com a area foliar e negativa com
comprimento do peciolo para todas as plantas avaliadas. Além disso, diferenca
significativamente menor em densidade dos estomatos foi exibida pelas plantas de Piracicaba.
Uma vez que a densidade estomatica ¢ determinada pela iniciacdo dos estomatos durante a
ontogénese (Salisbury, 1927) e regulada desde o seu desenvolvimento por sinais hormonais
(Bergmann, 2004) associados as informagdes ambientais (Pompelli et al., 2010) assim, menor
numero de estdmato por mm? na popula¢do de Piracicaba pode ser compreendido como um
ajuste anatdmico adaptativo em resposta ao estresse hidrico sazonal no qual as plantas desta
populagdo estdo submetidas.

A cuticula ¢ mais espessa na face adaxial do que na abaxial, ndo sendo observada
influéncia do ambiente na espessura cuticular. Resultados semelhantes foram encontrados para
outras espécies (Esau, 1976; Dickison, 2000) podendo ser atribuido a fungdo de evitar a perda
de 4agua nao estomatica (Kosma e Rowland, 2016) independente da espessura da cuticula. A
cera epicuticular na face abaxial apresenta padrdo canicular filamentoso e papilar para as
plantas das trés populagdes avaliadas, sendo lisa ou granular na face adaxial, como descrito por
Vieira e Gomes (1995) para P. nuda, P. leiocarpa, P. stenocalyx, and P. ternuinervis. No padrao
granular, os granulos formam agregados de distribuicao irregular, observados somente, na face
adaxial de plantas sob estresse hidrico sazonal. Epicuticula com padrao granular foi associado

a dissolvigdo da cera por enzimas secretadas pela flora micologica (Juniper e Jefree, 1983).
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Porém, foi evidente em todas as plantas examinadas neste estudo, a maior incidéncia de fungos
na face abaxial, onde nao foi observado o padrao granular de ornamentacao. Com base nestas
observagoes, podemos inferir que o padrao de deposi¢do de cera epicuticular para P. viridis
pode, também, estar associado a estratégia adaptativa de manutengao hidrica da espécie.

Epiderme unisseriada com células apresentando paredes anticlinais maiores que as
periclinais na face adaxial do que na abaxial, onde apresenta tamanhos variados ¢ considerada
como uma caracteristica comum em Psychotria (Metcalf e Chalk, 1979; Quinteiro et al., 2006;
Zini et al., 2016). Idioblastos contendo alcaloides, drusas dispersas ao longo de todo o limbo
foliar, principalmente em células epidérmicas, também foram encontradas em espécies de
Borreria por Zini et al. (2016). Drusas tem papel importante na defesa contra herbivoria e de
acordo com Franceschi e Nakata (2005) contribuem para ampliar o aproveitamento da luz
durante a fotossintese em plantas que crescem na sombra.

Sistema vascular em forma de arco, com a convexidade voltada para a face adaxial da
folha e projecdes terminais convexas voltados para face abaxial foram observadas para todas
as plantas estudadas, semelhante ao observado para as diversas espécies de Psychotria (Moraes
et al., 2011) Os feixes vasculares estao incluidos em um cilindro de fibras, constituindo uma
bainha fibrosa, j& descritos por Quinteiro et al. (2006) que confere maior resisténcia aos
movimentos da folha (Cutler et al., 2011). Nas folhas das trés populacdes foi observada a
presenca de feixes acessorios, que representam aglomerados de xilema e floema sem
organizacao definida, formados a partir da fragmentagdo das extremidades do feixe principal
(Mantovani et al., 1995). Estes sdo caracteristicos de alguns membros do género, como em P.
carthagenensis € P. suturella (Zini et al., 2016), Iribachia nemorosa (Corréa et al., 2014). Nas
plantas deste estudo os feixes adicionais de conformagdo concéntrica e anficrival foram sempre
observados em pares de 1-3, podendo apresentar raramente 4 pares que acompanham a nervura
central, longitudinalmente, por toda a extensao do limbo foliar.

A diferenca ambiental nos trés locais estudados, principalmente quanto a
disponibilidade hidrica, também levou a alteracdes anatomicas. Ductos glandulares
acompanhando a nervura primaria em sentido longitudinal por toda a extensdo da folha foram
registrados em amostras da populag¢ao de Piracicaba que ¢ sazonalmente submetida a estresse
hidrico, semelhante ao encontrado por Esposito-Polesi et al. (2011) para Eugenia glazioviana.
Possivelmente isto representa uma resposta adaptativa refletida em alteragdo anatomica
irreversivel, que segundo Esau (1976) pode ocorrer desde o primordio da gema foliar.
Sugerimos a possibilidade de que os ductos em P. viridis estejam envolvidos no processo de

enrolamento no sentido adaxial da folha, em plantas sob estresse hidrico, como encontrado
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neste estudo, e sua imediata expansao apos irrigagdo, que se daria por meio da rapida entrada e
saida de 4gua ao longo desses ductos (Esposito-Polesi et al., 2011), assim representando uma
estratégia a economia de 4gua, ndo descrita até o presente momento para a espécie.
Considerando os mecanismos de escape ao déficit hidrico (Begg e Turner, 1976) e a importancia
do enrolamento foliar para a manutencdo hidrica (Kramer e Boyer, 1995), ductos e enrolamento
da folha, tais como observados neste estudo, podem ser considerados uma habilidade de P.
viridis para se ajustar ao déficit hidrico e evitar a abscisao foliar.

Substancias ergasticas identificadas neste trabalho, mucilagem na estipula apical,
compostos fenodlicos, polissacarideos, proteina e alcaloides em células epidérmicas e
parenquimaticas do mesofilo foram comuns as trés populagdes estudadas, ja tendo sido citados
por Quinteiro et al. (2006). A unica excecao encontrada foi para amido, que ndo foi detectado
durante as analises na populacdo submetida a estresse hidrico sazonal. Reducao na taxa de
acumulo de amido foi verificada em plantas de trigo sob estresse hidrico (Pan et al., 2007), e
evidéncias de que o esgotamento prematuro de amido resulta em baixas taxas de crescimento
de plantas sdo mostradas em revisdo realizada por Stitt e Zeeman (2012). O amido ¢ um
carboidrato de reserva envolvido no desenvolvimento, crescimento € manutencao da planta, o
esgotamento deste carboidrato pode ter desempenhado papel importante para reducao da area

foliar, como efeito negativo de uma fase de estresse hidrico das plantas.

2.5 Conclusao

A maioria das caracteristicas morfoanatomicas e histoquimicas de P. viridis cultivadas
em regido extra-amazonica sao consistentes com as ja descritas para a espécie. As diferengas
encontradas neste estudo como ductos glandulares possivelmente contendo substincias
osmorreguladoras, enrolamento foliar, redu¢do de area foliar e esgotamento de amido ¢
sugerido que estejam associadas com o consequente morfoldgico e fisiologico esforco
adaptativo da espécie, principalmente, ao déficit hidrico sazonal.

As variagdes exibidas revelam a capacidade da espécie em adaptar-se a alta incidéncia
de luz, desenvolver estratégias de tolerancia a baixa disponibilidade hidrica e para atracao e
manuten¢do de organismos mutualistas. No entanto, consideramos a necessidade de estudos
mais amplos, incluindo populagdes de outras localidades, principalmente de sua regido original
de dispersdo, que poderdo fornecer subsidios para entender melhor as respostas anatomicas

desta espécie aos parametros ambientais.
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3. TEOR DE NN-DIMETILTRIPTAMINA (DMT) EM PSYCHOTRIA VIRIDIS - EVI-
DENCIAS DA CONTRIBUICAO DAS CARACTERISTICAS FOLIARES E DA
DISPONIBILIDADE HiDRICA

RESUMO

Psychotria viridis é uma espécie arbustiva da familia Rubiaceae, encontrada em
regides tropicais e cultivadas na maioria dos biomas brasileiros. O uso desta espécie se
expandiu a nivel mundial, em razdo dos efeitos enteogénicos e farmacologicos que o alca-
loide N, N-dimetiltriptamina (DMT), presente principalmente nas folhas, promove aos usu-
arios do cha Ayahuasca. Diversos estudos ja relataram uma ampla variagdo no teor de
DMT em P. viridis. Este estudo foi realizado para verificar as causas subjacentes destas
variagdes. Folhas de plantas cultivadas em dois ecossistemas da Amazonia: Terra-firme
(TF) e Campinarana (CAMP) foram analisadas. Sinuosidade nas células da epiderme, ajus-
tes nas células do mesofilo, expressiva presenga de rafides e drusas foram alteragdes mor-
fologicas e anatdmicas de ajustes ao estresse hidrico em plantas de CAMP; a analise histo-
quimica revelou o acimulo de alcaloides em células coletoras, cuticula e espacos interce-
lulares como estratégias de defesa da espécie. O teor de DMT foi favorecido por maior
funcionalidade estomatica e afetado pela disponibilidade hidrica em plantas de CAMP. Nos
ecossistemas de TF e CAMP a disponibilidade hidrica do ambiente causa alteragdes em
caracteristicas foliares que interferem no teor de alcaloides em P. viridis. Além disso, a
presenca de acaros e fungos em todas as plantas estudadas sugere uma possivel relacdo
simbiotica com influéncia no potencial fitoquimico da espécie.

Palavras-chave: Ayahuasca; N, N-dimetiltriptamina (DMT); Ecossistemas Amazonicos; Psychotria

viridis

ABSTRACT

Psychotria viridis is a shrub species of the Rubiaceae family, found in
tropical regions and cultivated in most Brazilian biomes. Use of this species has
expanded worldwide due to the entheogenic and pharmacological effects that the
alkaloid N,N-Dimethyltryptamine (DMT), present mainly in the leaves, promotes
to the users of Ayahuasca tea. Several studies have already reported a wide varia-
tion of DMT content in P. viridis. This study was carried out to verify the underly-
ing causes of these variations. Leaves of plants grown in two Amazonian ecosys-
tems, Terra-firme (TF) and Campinarana (CAMP) were analyzed. Sinuosity in ep-
idermal cells, adjustments in mesophyll cells and notable presence of druses and
raphides were the morphological and anatomical responses to water stress observed
in CAMP plants. Immunohistochemical analysis revealed the alkaloid accumula-
tion in the collecting cells, cuticle and intercellular spaces, as defense strategies of
the species. The DMT content was favored by greater stomata functionality and af-
fected by water availability in CAMP plants. In TF and CAMP ecosystems, the en-
vironment water availability causes changes in leaf characteristics that interfere in
the alkaloids content in P. viridis. Moreover, the presence of mites and fungi in all
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studied plants, suggests a possible symbiotic relationship, which could influence
the phytochemical potential of the species.

Keywords: Ayahuasca, N,N-dimethyltryptamine (DMT); Amazonian ecosystem; Psychotria viridis

3.1 Introducio

A Amazodnia comporta uma diversidade de ecossistemas que possuem caracteristicas
ambientais distintas. Neste bioma, as estacdes do ano variam de acordo com a sub regido
(Alvares et al. 2013) portanto, os periodos de inverno e verao sao geograficamente heterogéneos
(Weckmiiller and Vicens 2011). Na Amazonia brasileira, destacam-se os ecossistemas de Terra-
firme (TF) e Campinarana (CAMP) que possuem caracteristicas distintas, tanto nas taxas
pluviométricas anuais quanto nas propriedades fisico-quimicas do solo (Ab’Saber Rodrigues et
al. 2001; Silva & Silva 2006). No entanto, estes ecossistemas sustentam uma rica biodiversidade
de flora com potencial fitoterapico, de modo que vdrias espécies sdo tradicionalmente
conhecidas e de utilizacao milenar.

Ayahuasca ¢ uma bebida enteogénica preparada com caules de Banistriopsis caapi
(Malpighiaceae) e folhas de P. viridis. Esta bebida € a base ritualistica e medicinal de diversos
povos tradicionais e indigenas da Amazonia, com evidéncias de uso remontando 1500-2000 a.C
(McKenna 2004), e em ampla expansdao em diversos paises de todos os continentes (Gaujac
2013; Pires, Oliveira, and Yonamine 2010; Miranda et al. 2020). Os alcaloides presentes no cha
Ayahuasca e nas plantas que o compdem, t€m sido amplamente estudados com fins terapéuticos
e medicinais (Callaway et al. 1999; Callaway, Brito, and Neves 2005; Wang et al. 2010; Cragg
and Newman 2013; R. G. Santos et al. 2016; Soares et al. 2017), e tem sido mostrado que ha
variacoes no teor dos alcaloides, quando o cha ¢ preparado com plantas de diferentes regides
(McKenna 2004; Grob et al. 1996; Callaway et al. 1999b; M. C. Santos, Navickiene, and Gaujac
2017).

Psychotria ¢ um dos maiores géneros da familia Rubiaceae encontrado em regides
tropicais ao redor do mundo (Blackledge and Taylor 2003). P. viridis ¢ uma espécie arbustiva
que possui ampla distribui¢do na América do Sul (Mabberley 1997; Reynolds. 1980; Taylor,
Gomes, and Zappi 2015) e, no Brasil, a Amazonia ¢ o centro de dispersdo da espécie (Flora do
Brasil, 2020). A espécie ¢ caracterizada pela producdo de metabolitos bioativos com grande
potencial farmacoldgico (Pires, Oliveira, and Yonamine 2010) entre eles N,N-

dimethyltryptamine (DMT), um alcaloide inddlico, presente principalmente nas folhas de P.
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viridis (Soares et al. 2017), responsavel pelos efeitos psicotropicos apresentados pelo cha
Ayahuasca (Costa, Figueiredo, and Cazenave 2005).

A producgdo de substancias ativas em plantas ¢ complexa (Ncube, Finnie, and Van Staden
2012) pois sua composi¢ao, metabolismo (Sutcliffe, 1980), biossintese e acimulo ¢ fortemente
correlacionada com as associagdes ambientais (Holopainen and Gershenzon 2010; Liu et al.
2016) e variam com as caracteristicas ambientais envolvidas (Schlichting 1986). O solo, o clima
e a disponibilidade de dgua sdo os principais fatores (Silva Neto et al. 2019) que desafiam a
adaptacao das plantas (Honda, Pilon, and Durigan 2019).

Variagdo na produgdo de alcaloides foi encontrada em varias espécies de Pychotria
submetidas a estresse abidtico (Magedans et al. 2019) e também, folhas de P. viridis de
diferentes regides brasileiras, exibiram variagdo no teor de DMT (Cavalcante et al. 2018), na
morfologia e histoquimica (Miranda et al. 2020).

Entretanto, ainda ndo ha informacdes que explore as causas da variacao de alcaloide em
folhas desta espécie como resposta as variagdes nas caracteristicas ambientais em seu local de
ocorréncia natural, isto pode dar suporte para compreender as bases das variagdes na produgao
de DMT na espécie em outros biomas.

Dado os efeitos do ambiente na plasticidade morfologica/fisiologica das plantas
(Schlichting 1986) e a habilidade foliar em mediar tais efeitos (Guerra and Scremin-Dias 2018;
Simioni et al. 2017; Pinheiro, Kolb, and Rossatto 2018), consideramos que a regido de CAMP
e TF fornecem caracteristicas ideais para estudos com abordagem comparativa das relagdes
planta-ambiente, pois a espécie quando inserida nesses dois ambientes fornece importantes
respostas, expressas em alteragdes morfoldgicas foliares que contribuem para elucidar as causas
das variagdes no teor de DMT em folhas de P. viridis.

Assim, o objetivo deste estudo foi verificar as alteragdes morfoldgicas, anatomicas,
histoquimicas e fitoquimicas apresentadas em folhas de P viridis, cultivadas em dois
ecossistemas amazonicos (Florestas de Campinarana e Terra-firme), como respostas ao
ambiente, e por fim avaliar como essas alteragdes podem ser correlacionadas ao teor de DMT
na espécie.

Nossos resultados fornecem informagdes claras para estabelecer os principais parametros
ambientais, que interferem na produgdo de DMT em P. viridis, contribuindo para selecionar e
padronizar cultivos de alto rendimento, podendo ser uma ferramenta 1til para outras espécies

de plantas medicinais.
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3.2 Material e métodos

3.2.1 Areas de estudo

As plantas foram coletadas em plantios localizados em regido de floresta de Campinarana
e em uma regido de floresta de Terra-firme, com distancia de aproximadamente 360 Km entre
ambos. As duas regides nao apresentam clara estabilizacdo das estagdes do ano, dado ao seu
clima equatorial umido Af segundo a classificagdo de Koppen (Zarur 1943), marcados por
sazonalidade anual de chuvas (Alvares et al.,2013) sem alagacdo. O tipo de solo, taxa e periodo
de precipitacdo pluviométrica anual sdo as diferencas ambientais mais expressivas entre os
ecossistemas do estudo.

A regido CAMP localizada ao Sul do Estado de Roraima (00° 57' 03" N e 59° 54' 39" O),
apesar de ser caracterizada como Savana (IBGE, 2005; MAPSBIOMA, 2018) com solo do tipo
latossolo vermelho-amarelo distréfico e textura arenosa média (IBGE, 2012), observa-se in loco
e em andlises de solo, que a area apresenta padrao ecoldgico predominante de Campinarana
(Ab’Saber, 2002; Barbosa & Miranda, 2004, IBGE, 2005), com solo de baixa fertilidade
(Moreira, 2016). Portanto, nossos dados nos permitem afirmar que, o plantio encontra-se em
uma mancha de Campinarana (CAMP) dentro de uma regido de Savana no Estado de Roraima,
onde a maior concentra¢do de chuva - o chamado inverno amazdnico - ocorre a partir de maio
se estendendo até setembro, com taxa pluviométrica anual de 1.847mm (Agritempo 2018).

Na regido TF localizada no Estado do Amazonas (02° 02' 04 S; 60°01' O), a maior
incidéncia de chuvas ocorre no periodo de dezembro a maio (inverno) e a menor incidéncia de
junho a novembro (verdo), com precipitacao pluviométrica anual de 2.585 mm (Agritempo
2018) e vegetagao ombrofila densa. O solo, tipo latossolo amarelo distrofico tipico, argiloso
(IBGE, 2010), pobre em minerais e com alta lixiviacdo causada pela intensidade de chuvas

(Rodrigues et al. 2001; J. A. C. da Silva and Silva 2006).

3.2.2 Material vegetal

As amostras das plantas foram coletadas em plantios com idade entre 15-17 anos perten-
centes ao Centro Espirita Beneficente Unido do Vegetal (CBUDV). Foram coletadas folhas
completamente expandidas do terco médio da copa de plantas sob sombreamento natural. As
coletas foram realizadas entre 7:00 — 10:00 horas da manha, no final das estagdes de inverno e

verdo que correspondem aos periodos de maior e menor intensidade de chuvas na Amazonia.
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Em cada populagdo, 10 plantas por estagao foram amostradas, totalizando 40 plantas para as
duas populacdes. As amostras foram cuidadosamente embaladas em sacos protegidos da luz e
mantidos em caixa térmica. O material identificado e incorporado sob Voucher na cole¢ao do

Herbario INPA do Instituto Nacional de pesquisas da Amazonia-INPA.

3.2.3 Caracteristicas morfologicas

A descricao morfologica foi realizada em campo, e em laboratorio com o auxilio de
estereomicroscopio e super lupa, avaliando a filotaxia, tipo de folha, padrdes foliares de apice,
base, margem, venagdo e area foliar (Marcilio Almeida and Almeida 2014; Gongalves and
Lorenzi 2007; Metcalf and Chalk 1979; Marcilio de Almeida and Almeida 2018).

Folhas completamente expandidas foram seccionadas e imediatamente fixadas em solu-
cao Karnovsky (Karnovsky 1965) modificado com tampao fosfato pH 7,2, desidratadas em
série cetonica (10, 30, 50, 70, 90 e 100%), secas ao ponto critico de CO2, montadas em stubbs
e cobertas com uma camada de ouro de 30 a 40 nm. Seguida de anélise em microscopio eletro-
nico de varredura (MEV), modelo LEO VP 435, operado a 20 kV, com eletromicrografias di-
retamente impressas nas mesmas escalas, no Laboratorio de Microscopia Eletronica aplicada a
Pesquisa Agropecuaria (NAP/MEPA) da ESALQ/USP. Como caracteristicas de superficie fo-
liar, observadas em MEV, verificou-se a presenga de tricomas, tipo de ornamentagao da epicu-
ticula e padrao estomatico.

Para andlises de densidade estomatica (DE), indice estomatico (IE) e eficiéncia estoma-
tica (EF) foi usado o método de impressao epidérmica (Segatto et al. 2004). A contagem dos
estomatos e cé¢lulas epidérmicas foi realizada no ter¢o mediano direito da superficie abaxial das
folhas em campo equivalente a 0,35 mm?. O indice estomatico esta calculado pela expressdo: |
=S/ (E + S) X 100, proposta por Salisbury (1927). Onde, I representa o valor do indice esto-
matico, S o nimero de estdmatos por unidade de area da folha, e o niumero de células epidér-
micas na mesma area. A eficiéncia estomatica foi verificada pela razao dos didmetros polar e
equatorial em 2.400 estomatos.

Para area foliar (AF), quatro folhas/planta, recentemente colhidas (n por populacao= 80,
n total = 160) acompanhadas de régua graduada foram fotografadas usando camera Canon EOS
Rebel T6, as imagens digitalmente medidas com software Image J e determinado a sua AF em

cm?.
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Verificou-se também a capacidade rizogénica em folhas de P. viridis, para tanto, cinco
folhas de cada regido tiveram a base de seus peciolos imersos em dgua mineral sem tratamento
adicional, por um periodo de 15 dias. A agua foi trocada a cada dois dias, € acompanhado a

emissao de raiz a partir do peciolo.

3.2.4 Analises anatomicas e histoquimica

Amostras da regido central do limbo e do peciolo de folhas completamente expandidas
previamente, fixadas em solu¢ao Karnovsky (1965) foram submetidas a bomba de véacuo, desi-
dratadas em série alcoolica-etilica crescentes, inclusas em resina de hidroxietil metacrilato (His-
toresin, Leica®, Heidelberg, Germany) de acordo com as recomendagdes do fabricante. Se¢des
transversais e longitudinais com 5-7 pm de espessura, obtidas por um micré6tomo rotativo ma-
nual (E. Leitz, Wetzlar, Germany). Verificou-se a presenga de tricomas, drusas, ductos, células
coletoras e idioblastos.

As espessuras, da cuticula, dos tecidos correspondentes as epidermes adaxial e abaxial,
parénquima paligadico e do parénquima lacunoso foram mensuradas, pelo programa Quant®
padrao, em fotomicrografias capturadas em ocular com objetiva de 20x. As medidas de cada
parametro foram repetidas 60 vezes por planta por periodo sazonal, correspondendo a 120 re-
peti¢des para cada parametro avaliado por regiao.

As seccdes histologicas montadas entre ldmina e laminula com resina sintética (Entel-
lan®) submetidas a colora¢do com o reagente 4cido periddico de Schiff (Fisher, 1968) que, na
presenca de polissacarideos nas paredes celulares e no citoplasma exibe coloragao cor-de-rosa,
e para compostos fenolicos cor laranja. Para detectar a presenca e local de acimulo de alcaloi-
des usou-se o reagente de Dragendorff.

Todas as laminas histoldgicas analisadas foram fotomicrografadas em microscopio de luz
(ZEISS-JENEMED2®) € em estereomicroscopio Micronal®, e capturadas na mesma escala com

camera Premiere® MA&8-300.

3.25 Analise fitoquimica por cromatografia liquida de alta eficiéncia com De-

tector UV-vis com Arranjo de Diodos (CLAE-DAD)

Apos coletadas, ainda no campo, mantiveram-se as amostras em sacos zip log, protegidas

da luz e conservadas em caixa de refrigeragdo até o momento da secagem; realizada a 43 °C em
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estufa de circulacao forcada com renovagdo de ar e, as amostras pesadas a cada 12 horas até
obter peso constante. Apds moecao, utilizou-se 35g de cada amostra para preparo dos extratos
etandlicos, em sistema soxhlet. A concentracdo do extrato foi realizada em rota-evaporador
modelo FISATON até atingir aproximadamente 10%, seguido de congelamento em freezer -
80°C ¢ liofilizado a 4 ATM de pressdo por cerca de 72 horas, modelo L101. O residuo seco
obtido foi armazenado em frasco ambar e conservado em geladeira at¢ o momento das analises
fitoquimicas.

A andlise por CLAE-DAD foi realizada em triplicata usando 1,0 mg do material vegetal
liofilizado diluido em metanol (mg/ml) utilizando um sistema CLAE Prominence Shimadzu
seguindo a metodologia de Lanaro et al. (2015). O cromatograma extraido a 279 nm para quan-

tificagao do DMT.

3.2.6 Coleta e analises de solo

Coletou-se as amostras de solo, dentro da area de projecdo da copa das arvores de P.
viridis durante o periodo vegetativo das plantas. Para cada area de estudo, as amostras foram
compostas de 15 subamostras coletadas de 15 locais diferentes, nas camadas de 0,00-0,20 e
0,20-0,50 cm, sendo usado um trado holandés para todas as coletas. Depois de coletadas, as 15
subamostras foram misturadas e, aproximadamente 0,5 dm3 do material transferido para sacos
plasticos, identificados e encaminhado para andlises no Laboratorio de solos do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazdnia. As caracteristicas fisicas e quimicas das amostras de solo
foram realizadas com a fracao de terra fina seca ao ar livre. As particulas (silte, areia e argila)
foram analisadas pelo método da pipeta; pH (H20) solo:solugdo 1:2.5; Fe, Zn, Mn, P, K usando
o método de extragao de Mehlich-1; N pela digestao umida de Kjeldahl; o contetido de matéria
organica do solo segundo o método Walkley-Black; Al, Mg e Ca usando como extrator KCI 1M
(Teixeira et al. 2017).

3.2.7 Area de coleta e dados climaticos

As estagdes verdo e inverno que correspondem ao periodo seco e imido nas areas de
coleta, tem configuragdo temporal e espacial opostas. A estagdo de inverno na regidao de TF
ocorre nos meses de dezembro a junho, enquanto este periodo corresponde a estacdo de verao
na regido de CAMP, que efetivamente ocorrem nos meses de setembro a maio. CAMP também

apresenta menor média anual de precipitagcdo, e periodo seco mais prolongado. Este fato nos
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permitiu fazer coletas nas duas regides em diferentes estagdes do ano, porém na mesma semana.

(Fig. 1 A, B).

) ¢ N
52 A
° -

- Atlantic Ocean
RORAIMA AMAPA
L linha do Equador
B =—o— Temperatura 0C
~—o— Umidade relativa%
] == disponib. Hidrica do solo %
100 - s ’ & 1400
Manaus o~ Taxa pluviométrica (mm)
2 1. 1200
80 N 79,08
AMAZONAS N % 1000
60 N B4 500
87034
~~~~~ 3,6
40 RN, 600
547,17
\ 400
o 0
[ Norte do Brasil 17,03
m Campinarana
BTerra-Firme 0
TF (D) TF (V) Camp () Camp (V)

Figura 1. Local e dados climaticos das regides de coleta do estudo. A. Area de estudo nos Estados do Amazonas e Roraima no
Norte do Brasil; B. Gréfico climatolégico da estagio automatica do INMET para o periodo entre maio de 2017 a maio 2019. Os
pontos nas linhas representam a média para cada petiodo em cada regido.

3.2.8 Analise estatistica

O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado. Para as analises da densidade,
indice estomatico e espessura dos tecidos (item 2.3 e 2.4), as andlises foram compostas de
quatro repeticdes — planta —, com avaliagdo de trés folhas/planta e cinco campos/folha,
constituindo 120 campos/area nos dois periodos para cada regido. Para analise estomatica cada
campo de contagem (0,35mm?) constituiu-se de uma fotomicrografia (objetiva de 20X), na qual
o numero de estdmatos foi contado em sua totalidade. A analise da funcionalidade estomatica
era composta das medidas (polar e equatorial) de 1.200 estomatos/regido. A area foliar foi
composta de dez repeticdes — planta —, tomando-se medidas de quatro folhas/planta e 40
folhas/regido. Todas as analises foram realizadas em amostras coletadas nos periodos de
inverno e verao em ambas as regides de CAMP e TF.

Cada parametro foliar analisado submeteu-se, ao teste de Shapiro Wilk, para confirmar a
normalidade dos dados, a andalise de variancia - ANOVA -, e ao teste de Tukey para verificar
potenciais diferencas entre as populacdes, € a significancia estatistica ficou estabelecida em P
<0,05. Usamos para analises dos dados o software PAST 3.24 (Paleontological Statistics
Software Package for Education and Data Analysis). Quando necessario, os dados foram log

transformados.
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3.3 Resultados

As caracteristicas de P. viridis avaliadas para as duas regides compreendem plantas arbo-
rea-arbustivas entre 3,0 e 5,0 m de altura e didmetro de copa entre 1,5 a 2,3 m, as plantas t€ém
filotaxia alterna espiralada com folhas simples, lamina inteira, oblonga, apice acuminado, base
atenuada caracterizada pelo prolongamento do limbo na regido proximal do peciolo. A venagao
secundaria ¢ broquidédroma com seis a onze pares de nervuras opostas ¢ alternas na mesma
folha com espagamentos regulares (Fig. 2 A). A superficie foliar adaxial ¢ glaba e a abaxial
levemente pubescente, a margem foliar apresentando mucilagem pegajosa com tricomas dimi-
nutos (Fig. 2 A e C) somente para regido de CAMP. A 4rea foliar ndo apresentou diferenca ao
nivel de 0,05% para as duas regides (Tab. 1). Em ambas as regides, os locais de maior ocorrén-
cia de tricomas foram as nervuras das folhas (Fig. 2 B).

No terco superior da superficie abaxial encontram-se domaécias axilares solitarias ou em
pares, presenca de dois a quatro pares, com entrada obstruida por tufos de tricomas (Fig. 2 B),
onde também se observou a presenga de acaros. Novos fitdmeros (folhas, no, entre n6 e gema)
se desenvolvem dentro de estipulas terminais, protegidos por coléteres dendroéides (Fig. 2 D).
Em relagdo a morfologia interna, na mesma regiao, as domacias presentes nas folhas exibem
duas a quatro camadas de células (Fig. 2 E, F). Os coléteres que protegem o desenvolvimento
dos novos fitdmeros sdao recobertos por emaranhado de tricomas (Fig. 2 G, H). O peciolo ¢
biconvexo em todas as plantas, mostrando concavidade adaxial e a vascularizagao realizada por
um feixe vascular central com dois a quatro pares de feixes adicionais (Fig. 2 I).

As folhas apos 7 dias (TF) e 15 dias (CAMP) de imersao do ter¢o basal dos peciolos em
agua destilada, sem adi¢do de reguladores de crescimento, apresentaram formacao de raizes
adventicias (Fig. 3 A e B) a partir de divisdes periclinais em células do parénquima cortical,
que apresentaram comportamento semelhante as células de periciclo em raizes tipicas durante

o desenvolvimento do meristema apical das radicelas (Fig. 3 C-F).
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Figura 2. Morfologia externa e interna de folha de Psychotria viridis cultivadas em ecossistemas de CAMP e TF da Amazonia brasi-
leira. A. Superficie abaxial e adaxial evidenciando o padrio de nervagio peninérvea e posicionamento das domacias; B. Domacia
axilares com tricomas na ponta, e também tricomas nas nervuras; C. Margem foliar mostrando tricomas diminutos e composto
mucilaginoso; D. Novo fitdmero; E. Corte transversal (CT) de domacia; F. Detalhe para o nimero de camadas celulares da domacia
G. Corte longitudinal (CL) da estipula terminal mostrando coléteres dendréides; H. Primérdio foliar; I. CT do peciolo mostrando
a nervura principal com feixe vascular de sistema aberto (em arco). Abreviacoes fad: c: coléter; d: domacia; es: estipula; feixes
adicionais; mf: margem foliar; nc: nervura central; pf: primérdio foliar; t: tricoma; linha tracejada: camadas de células da domacia.
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Figura 3. Formagcio de raiz adventicia em peciolo de Psychotria. viridis. A. Peciolo com presenca de raiz adventicia apds 10 dias de
imersdo em dgua destilada; B. Peciolo com presenca de raiz adventicia completa apds 16 dias de imersao em dgua destilada; C.
Corte transversal (CT) do peciolo mostrando atividade meristematica com divisdao periclinal em células do parénquima cortical
(seta); D - E. CT com detalhe do desenvolvimento da radicela; F. Corte longitudinal (CL) do desenvolvimento de raiz adventicia
mostrando o cilindro central e regido da coifa. Abreviacoes: cc: cilindro central; cf: coifa; dr: desenvolvimento da radicela; p: peciolo;
pc: parénquima cortical; za: zona de alongamento; zp: zona pilosa.

Na Figura 4 verifica-se que a superficie foliar em visao frontal apresenta células epidér-
micas com padrao poligonal, parede anticlinal reta, com presenca de cristais em todas as células,

e estodmatos do tipo paracitico (Fig. 4 A, B). Tricomas nao gandulares unicelular e pluricelulares



52

estrelado foram encontrados na entrada das domacias, nas nervuras e na margem foliar (Fig. 4
C,E, F).

Cinco padrdes de epicuticula foram observados em folhas de P. viridis de todas as plantas
estudadas: canicular reto, papilar, canicular filamentoso, liso e em placas. O padrdo canicular
reto foi encontrado somente sobre as nervuras foliares (Fig. 4 D), enquanto o liso € em placas
foram observados somente na superficie adaxial (Fig. 4 G), e os padrdes papilar e canicular
filamentoso estdo presentes na superficie abaxial (Fig. 4 H-J). Epicuticula papilar e canicular
filamentosa foram observadas tanto em folhas de CAMP quanto TF no periodo de inverno e
verdo. Entretanto, dois padrdoes em folhas do mesmo individuo foram observados somente no
periodo de verao (Fig. 4 I). O padrao papilar foi encontrado na superficie abaxial de folhas
tanto de TF quanto de CAMP. As folhas sdao hipoestomaticas em plantas de ambas as regioes,
com ocorréncia esporadica de folhas anfihipoestomaticas somente em plantas de CAMP. Os
estomatos ocorrem no mesmo nivel das outras células epidérmicas (Fig. 4 H-J). Ao realizar as
analises da superficie foliar, notou-se a presenga de fungos em ambas as superficies foliares de

todas as amostras analisadas (Fig 4 G-J).
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Figura 4. Fotomicrografias em MEV e microscépio de luz da supetficie foliar de Psychotria. viridis cultivadas em ecossistemas de TF
e CAMP na Amazoénia brasileira; A. Visdo frontal da superficie adaxial mostrando o padrio poligonal das células epidérmicas; B.
Visio frontal da superficie abaxial evidenciando estdmatos paracitico; C. Nervura secundaria exibindo tricomas nio glandular na
lateral da nervura foliar; D. Cera epicuticular canicular reto ; E. Detalhe da ponta da domacia com tufo de tricomas; F. ponta de
domicia; G. Epicuticula da superficie adaxial de folhas de CAMP mostrando padrio em placas; (H. Superficie abaxial de folhas de
plantas cultivadas em regido de TF mostrando o padrio papilar de epicuticula; I. Regiao abaxial de folhas de P. viridis cultivada em
regido de CAMP no verio, evidenciando dois padrdes de epicuticula na mesma folha. Notar o padrio canicular formando batreira
de protecio ao estémato; J. Superficie abaxial de folhas de plantas cultivadas em regido de CAMP no inverno mostrando o padrio
papilar de epicuticula. Abreviacoes: d: domdcia; e: estdbmato; ec: epicuticula canicular; ecf: epicuticula canicular filamentoso; hf: hifas
de fungo; ep: epicuticula papilar; pd: ponta de domdcia; el: epicuticula lisa; t: tricoma.
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Plantas das duas regides apresentaram folhas constituidas por epicuticula e cuticula em
ambas faces foliares, epiderme unisseriada com parede celular sinuosa na maioria das amostras
e parénquima dorsiventral (Fig. 5 A-D). A parede celular anticlinal da epiderme adaxial para as
duas regides apresentou sinuosidade em folhas de verao, enquanto na epiderme abaxial as cé-
lulas ordinarias apresentam maior largura que comprimento tanto no periodo de inverno quanto
verdo para todas as amostras. O mesofilo no periodo de inverno nas duas regides apresenta
células do paligadico menores que o periodo de verdo, irregulares € com amplo espaco interce-
lular. No periodo de verdo ambas as regioes apresentam uma camada de células alongadas e
justapostas no parénquima palicadico, raramente duas somente em plantas de CAMP, foi ob-
servado também, presenca de rafides em todas as amostras (Fig. 5 A-D). Por outro lado, o
parénquima lacunoso, no periodo de inverno, exibe cinco a sete camadas de células irregulares,
largas com espagos intercelulares bem evidente. No periodo de verdo, plantas de CAMP, algu-
mas vezes, apresentaram até oito camadas celulares neste tecido. No periodo de inverno, em
todas as amostras o parénquima lacunoso representou mais que 50% do mesofilo (Fig. 5 A e
C), no verao apresentou menores espacos intercelulares, porém nao foi observado diferenga em
espessura foliar em plantas de ambas as regides (Fig. 5 B e D). Cristais foram encontrados sob
a forma de drusas em todas as cé€lulas epidérmicas (quase sempre um por c€lula) e agrupamento
de rafides em idioblastos no parénquima lacunoso, palicadico e na nervura central.

O feixe vascular da nervura central, para as duas regides no periodo de verdo, apresenta
sistema fechado com medula parenquimatica (Fig. 5 E e H), porém no periodo de inverno
apresenta sistema aberto, em forma de arco com terminacdes concavas em dire¢ao ao interior
do feixe, as terminagdes sofrem fragmentacdes que se juntam formando feixes acessorios (Fig.
5 F e I). Em ambas as regides se observa a presenga de fibras floematicas tanto no periodo de
inverno quanto no verdo. Foram encontrados também cinco a sete camadas de colénquima ane-
lar na por¢do adaxial, até dez camadas de parénquima na porg¢ao abaxial do feixe vascular cen-
tral e dois a quatro pares de feixes adicionais (Fig. 51 e J).

A area foliar ndo apresentou diferenga significativa ao nivel de 0,5% para as duas re-
gides. Porém, os parametros anatomicos foliares apresentaram maiores diferengas na espessura
da epiderme adaxial, parénquima palicaddico, parénquima lacunoso e cuticula abaxial no peri-
odo de verdo (Tab. 1). Cuticula adaxial e epiderme abaxial ndo apresentaram diferengas signi-
ficativas no mesmo periodo entre as regides. No entanto, a cuticula adaxial variou dentro da
populagao de CAMP entre as estagdes. Fato que merece destaque foi a maior espessura de pa-
rénquima palicddico em folhas de TF tanto no periodo de inverno quanto verdao, quando com-

parada com as folhas de CAMP (Tab. 1).
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Figura 5. Corte transversal (CT) de folhas de Psychotria. viridis cultivadas em ecossistemas de CAMP e TF da Amazonia. A. Folhas
cultivadas no petiodo de inverno em regiio de CAMP mostrando agrupamento de rafides no parénquima pali¢adico, lacunoso e
drusas na epiderme e amplos espacos intercelulares; B. Folhas cultivadas no periodo de verio na regido de CAMP com drusas nas
células da epiderme e cavidade no parénquima lacunoso; C. Folhas cultivadas no petiodo de inverno em regido de TF exibindo
células da epiderme com drusas (setas), células do palicidico de tamanho irregular e amplos espacos intercelulares; D. Folhas culti-
vadas no periodo de verdao na regido de TF notar drusas em células epidérmicas; E. Folhas de verdao de CAMP com feixe vascular
em sistema fechado; F. Folhas de inverno de CAMP exibindo feixe vascular em arco com fragmentacao da regido final do arco,
feixes acessorios e bainha floematica; G. Detalhes da fibra floematica mostrada em F; H. Padriao de nervura central de folhas de TF
cultivadas no periodo de verao mostrando feixe vascular concéntrico; I. Folhas de inverno mostrando feixe vascular em arco com
fragmentacio e feixes adicionais destacados no quadrado; J. detalhes dos feixes adicionais evidenciados em I. Abrevia¢oes: cs:
camara subestomdtica; cc: célula coletora; e: estobmato; epi: epiderme; fac: feixes acessorios; fad: feixes adicionais; ff: fibra floematica;
pp: parénquima palicadico; r: rafide; pl: parénquima lacunoso.
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A funcionalidade de estobmatos maduros mostrou correlagao positiva com o didmetro po-
lar e negativa com o didmetro equatorial, este ultimo respondeu em 34% e 29% da funcionali-
dade para plantas de CAMP e TF respectivamente (Fig. 6 A-D). Diferencas na densidade esto-

matica entre CAMP e TF foram observadas e descritas na (Tab. 1).
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Tabela 1. Parametros morfoldgicos de folhas de duas populagdes de P. viridis (média, desvio padrio e teste de Tukey).

Parametros morfologicos Campinarana Terra-firme
Verdo Inverno Verdo Inverno

Area foliar (cm?) 51,68 £ 10,81 a 48,46+ 11,13 a 50,67 + 9,90 a 4738+10,30 a
indice estomatico (%) 20,09 + 3,90 ab 18,86 + 3,69 ab 17,98 +4,43 ab 15,48 + 4,23 a
Densidade estomatica (mm?) 124,00 + 31,85 ab 111,00 + 28,45 b 107,00 + 29,82 ab 104,00 +24,13 a
Maior abertura de poro (pm) 22,15+6,83 a 23,45+4,38 a 17,36 £5,23 ab 23,06 £ 4,44 ba
Espessura da cuticula adaxial (um) 10,59 + 3,26 a 7,64 +1,48 b 11,68 +2,80 a 10,36 + 2,79 a
Espessura epiderme adaxial (um) 63,14 +9,82 a 70,45 + 13,75 b 68,50 + 12,85 ab 70,56+ 10,88 ab
Espessura do parénquima paligadico (um) 84,96 + 12,80 a 89,80 + 18,51 a 95,39 £24,97 ab 91,35+1553 a
Espessura do parénquima lacunoso (um) 148,55 +29,59 ab 155,38 +£25 00 b 137,18 +27,82 a 128,75+ 23,31 ba
Espessura epiderme abaxial (um) 30,382 + 7,65 a 32,78 £9,03 a 31,17 £ 8,57 a 34,76 + 7,83 a
Espessura da cuticula abaxial (um) 7,69 + 2,00 a 7,41 £4,43 a 8,67 +2,02 b 8,07 +£2,81 a

* Letras diferentes na mesma linha, representam diferenga significativa entre as populagdes (p < 0,05).
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Figura 6. Funcionalidade de estbmatos maduros de folhas de P. viridis dos ecossistemas de CAMP e TF da Amazonia brasileira.

Quanto a analise histoquimica, os alcaloides estdo presentes na cuticula, no vactolo e
espacos intercelulares das células epidérmicas (Fig. 7 A), apresentando expressiva concentra-
¢do em células coletoras e idioblastos dos parénquimas paligadico e lacunoso. As células cole-
toras com alcaloides foram observadas sempre proximas de células contendo rafides (Fig. 7 A-
D). A maior concentragdo de alcaloides foi observada em células do parénquima paligadico,
enquanto no parénquima lacunoso e nervura central as amostras das duas regides nao apresen-
taram diferengas visiveis tanto no periodo de inverno quanto de verao (Fig. 7 E e F). Na nervura
central, estes compostos secundarios também estdo presentes em idioblastos, cavidades, nos
raios do xilema e células do floema (Fig. 7 E e F). Analises com PAS exibiu presenca de polis-
sacarideos nas paredes de células da epiderme e parénquima palicadico; compostos fendlicos
em c¢lulas do palicadico e idioblastos do parénquima lacunoso e regido da nervura central (Fig.

7 G e H).
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Figura 7. Corte transversal (CT) de folhas de P. viridis revelado com reagente de Dragendorff para alcaloides (coloragio castanho),
com PAS para polissacarideos (coloragio rosa) e compostos fendlicos (coloragio laranja) presentes em varios tecidos. A. Folhas
cultivadas no perfodo de verao em CAMP com detalhe de células epidérmicas e cuticula contendo alcaloide; B. Folhas cultivadas
no perfodo de inverno em regiio de CAMP inverno. Note a presenca de células coletoras contendo alcaloides no parénquima
lacunoso imediatamente abaixo de célula com rafide; C e D. Folhas cultivadas nos periodos de verio (C) e inverno (D) na regiao de
TF. Presenga de alcaloide em todos os tecidos (A-F), rafide em célula do pali¢adico e célula coletora em célula do tecido lacunoso;
(G e H) polissacarideos principalmente em células da epiderme e compostos fendlicos em células coletoras e idioblastos. Abrevia-
¢Oes: a: alcaloide; cc: células coletoras; epi: epiderme; f: floema; id: idioblasto; pp: parénquima paligadico; 1: rafide; rx: raio do xilema;
sp: parénquima lacunoso.
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A analise fitoquimica por HPLC mostrou varia¢do no teor de DMT em folhas de P. viridis
entre os ecossistemas de TF e CAMP. No periodo de inverno folhas de TF apresentaram teor
de DMT 35% mais elevado do que CAMP, enquanto no periodo de verdo essa diferenca foi

reduzida para 17% (Tab. 2).

Tab. 2. Concentracdo de DMT encontrada em folhas de P. viridis em ecossistemas de CAMP e TF do bioma

Amazonia. (média, desvio padrdo e teste de Tukey).

Ecossistema Média de DMT (mg.g™")

Amazonicos Inverno Verdo
Terra-firme 47,0+ 0,9 a 332+22 b

Campinarana 34,7+£2,2 b 284 +0,9 a

* Letras diferentes na mesma linha representam diferenca significativa entre as populagdes (p < 0,05).

Em relagdo as caracteristicas do solo nas areas de coleta, entre os micronutrientes (Tab.
3), os teores de ferro (Fe) e manganés (Mn) apresentaram maiores variagdes entre as regioes de
CAMP e TF, sendo também observadas variagdes sazonais inter-regionais. A regiao de TF
apresentou variacao sazonal acima de 50% no teor de Fe no periodo de inverno. O teor de Mn
foi ligeiramente maior nas duas regides no periodo de inverno.

Os valores de pH da dgua tiveram variagdes entre as regides e foram maiores no peri-
odo de inverno, bem como os terrores de carbono (C), nitrogénio (N), potassio (K), magnésio
(Mg) e matéria organica (MO). CAMP mostrou alto valor de fosforo (P) e calcio (Ca) quando
comparada com TF. O teor de aluminio (Al) foi maior para TF somente no periodo de inverno.
Com relagdo a analise fisica do solo, CAMP apresentou maior teor de areia, caracterizando solo
distrofico de textura arenosa, enquanto os maiores teores de silte e argila foram observados nos

solos de TF, classificado como latossolo amarelo distrofico argiloso.



Tabela 2. Propriedades fisicas e quimicas do solo para ecossistema de Campinarana e Terra-firme da Amazonia brasileira nas dreas de coleta das duas populagées de P. viridis..

Parametros do solo

Area pH Fe Zn Mn N C M.O p K Ca Mg Al Areia  Silte  Argila
agua (mgkg (mg/Kg) (mg/Kg) (gKg) (g/Kg) (g/Kg) (mg/Kg) (cmole/Kg) (cmole/Kg) (cmole/Kg) (emole/Kg) (g/Kg) (g/Kg) (2/Kg)
CAMP Verao 3,85 179 0,53 12,34 0,78 8,32 14,34 3,93 0,07 0,54 0,22 0,9 739 98 163
Inverno 4,92 162,86 0,52 14,9 1,05 11,78 20,3 3,91 0,12 0,82 0,37 0,9 642 130 228
TF Verdo 3,46 662,12" 0,55 2,01 1,93 24,02 41,41 0,98 0,07 0,09 0,17 0,95 51 329 620
Inverno 3,97 243,79 0,7 2,88 2,13 31,04 53,52 0,94 0,08 0,22 0,23 2,43 60 372 569




62

3.4 Discussao

As caracteristicas foliares de P. viridis avaliadas neste estudo evidenciaram que as
respostas morfoldgicas, fisioldgicas e fitoquimicas sao mediadas pela relagdo com o ambiente
de cada local de ocorréncia da espécie, e sao importantes para a producdo de DMT e acimulo
de alcaloides totais na espécie. Estudos morfologicos tem mostrado que o tamanho da area
foliar ¢ influenciada pelo ambiente (Carlson, Adams, and Holsinger 2016; Mitchell et al. 2015)
assim, a area foliar ndo diferir entre as regides, frustrou as expectativas, uma vez que esperava-
mos menor area em plantas da regido de CAMP por estarem presentes em solo mais pobre, com
menor taxa pluviométrica anual e passarem por periodo de verdao mais prolongado que plantas
de TF. De acordo com McDonald et al. (2003) e Yates et al. (2010) em solos mais aridos, pobres
em nutrientes e com menor taxa de chuvas, o esperado ¢ que a area foliar decline. Considerando
que as plantas das duas regidoes recebem sombreamento natural similar, que as folhas se acli-
matam e se adaptam as condigdes predominantes de luminosidade (Takala & Mottus, 2016), e
em ambientes sombreado necessitam capturar a luz difusa (Pinheiro, Kolb, and Rossatto 2018)
pode-se inferir, que a area foliar para as duas regides foi modulada e regulada pelas condi¢des
de luz semelhantes nos dois ambiente, uma vez que a disponibilidade hidrica em regido de
CAMP ¢é menor que em TF.

Em amostras foliares das duas regides foram encontradas domécias axilares abrigando
acaros da familia Tydeidae, género Tydeus, gentilmente identificados pelo acarologista Dr.
Gilberto Moraes ESALQ/USP. A presenga de acaros micofagos e também de fungos em todas
as folhas sugere uma relagdo simbidtica desses organismos com a espécie, uma vez que fungos
sao elicitores que formam simbiose estavel e mutuamente benéfica a longo prazo com as plantas
(Zhai et al. 2017), e podem causar interferéncias na produgdo de compostos secundarios de
defesa vegetal. Estes achados mostram a natureza mutualistica desta relagdo (Carvalho et al.
2011) muito embora, em P viridis essa relagdo careca de estudos mais aprofundados
envolvendo outros organismos além dos fungos que ocorrem principalmente em grande
concentra¢do na superficie abaxial das folhas, indicando serem eles os principais elicitores para
a producdo de DMT na espécie. A presenca de acaros nas domaécias de P viridis nao foi
inteiramente surpresa dado que a presencga desse microrganismo também ja foi encontrada em
folhas do cafeeiro por Matos et al. (2004).

O conjunto de coléteres dendroides com tricomas e secregdo mucilaginosa se apresenta

como importante estrutura de defesa que protege o desenvolvimento de novos fitdmeros, Klein
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et al. (2004) encontraram mucilagem em coléteres de Simira glaziovii (Rubiaceae) e associaram
com mecanismo de defesa contra microrganismos. Em ambiente de TF com alta temperatura e
CAMP com solos de baixa retencao hidrica, a mucilagem tem importancia fundamental para a
espécie, uma vez que lubrifica o primérdio foliar evitando a dessecagao e protegendo os tecidos
jovens contra a acdo de microrganismos (Almeida, Antonio, and Paiva 2019; M. D. S. Silva et
al. 2017).

As folhas apresentaram mucilagem na margem foliar tanto no periodo de inverno quanto
de verao em plantas de CAMP, indicando um ajuste fisiologico para reducdo de perda de agua.
Mucilagem ¢ uma substancia de ampla distribui¢do entre os vegetais que fica viscosa em
contato com agua e contribui para a economia hidrica de plantas em ambientes xéricos (Silva
and Potiguara 2009; Almeida, Antonio, and Paiva 2019) e tem valor taxondmico (Rocha,
Pimentel, and Rodrigues Machado 2011).

Quanto a emissao de raizes adventicias no peciolo, o tempo mais prolongado que folhas
das plantas de CAMP levou para apresentar visivel prolongamento radicular, pode ser reflexo
tanto das condicdes hidricas quanto da fertilidade do solo de campinara, principalmente do teor
de matéria organica que ¢ fundamental para a ciclagem de nutrientes em solos amazonicos
(Marques et al. 2010) que, possivelmente, influenciaram na nutri¢do foliar. As analises
anatomicas revelaram que raiz adventicia peciolar em P. viridis tem origem a partir de divisdes
periclinais de células do parénquima cortical, e apresentam conexdo com o sistema vascular do
peciolo, o que caracteriza uma raiz funcional que pode dar origem a planta autonoma (Almeida
et al. 2012). Os resultados observados neste estudo sugerem que, com futuros estudos e
otimizacdo de parametros, a propagagao por estaquia foliar pode ser um método de produgao
de mudas de alta qualidade que podera contribuir para aumentar a produgdo fitoquimica em
folhas de P. viridis.

Padrao hipoestmatico encontrado nas folhas dos dois ecossistemas no periodo de inverno,
tem sido relatado como uma caracteristica comum em plantas de ambiente mesofito (Quinteiro
et al. 2006; Bridson and Robbrecht 1990; Zini et al. 2016). Por outro lado, considerando que o
padrao anfi-hipoestomatico foi encontrado somente em folhas de plantas de CAMP no periodo
de verdo, e que P viridis quando submetidas a estresse hidrico sazonal também apresenta
estomatos anfi-hipoestomaticos (Miranda et al.,2020), essa variagdo estomadtica reflete a
influéncia do ambiente nos ajustes foliares da espécie e indica adaptacdo da espécie a aridez
(Carlson, Adams, and Holsinger 2016). Como respostas ecofisiologicas, o indice estomatico

diferiu entre os ambientes, mas ndo dentro do mesmo ambiente, folhas de CAMP exibiram
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maior valor de densidade estomatica e maior variagdo na densidade entre periodos. A
diferenciagdo de células epidérmicas em um par de células guarda estd intimamente ligada a
sinais ambientais (Carlson, Adams, and Holsinger 2016) levando a alteracdes na densidade
estomatica (Pompelli et al. 2010; Hetherington and Woodward 2003), porém os beneficios
dessa alteragdo para P. viridis ainda sao desconhecidos.

A funcionalidade estomatica mostrou correlagdo positiva com o didmetro polar e negativa
com o didmetro equatorial para os dois ambientes e foi maior em plantas de ambiente de CAMP.
Isto pode ter relagdo com a restri¢ao que o diametro polar causa no aumento do comprimento
do complexo estomatico durante a abertura, causado por uma fixagdo mecanica das
extremidades da célula- guarda (Carter et al. 2017) e, possivelmente pelo efeito restritivo que
as células epidérmicas causam sobre o volume da célula-guarda e abertura estomatica (Jezek et
al. 2019). O controle da perda de agua via estobmato permite que a planta ocupe habitats com
flutuagdo das condigdes ambientais (Hetherington and Woodward 2003) porém, a umidade
relativa do ambiente ¢ um parametro que afeta a funcionalidade estomatica (Woltering and
Paillart 2018) assim, plantas sob alta umidade relativa, como as plantas de TF, tem baixa
demanda evaporativa o que leva a folha a produzir estbmatos menos responsivos a estresse
hidrico (Fanourakis, Heuvelink, and Carvalho 2013).

Os trés padrdes de epicuticula da superficie abaxial nas folhas, principalmente o canicular
filamentoso no periodo de verdo, formam barreiras ao redor dos estdomatos e foram
influenciadas pelo ambiente. Diversos autores tem mostrado que a forma da epicuticula esta
associada com a temperatura e nivel de luz (Bieras and Sajo 2009; Metcalf and Chalk 1979;
Vasconcelos et al. 2017). A cuticula de todas as plantas estudadas € espessa, caracteristica bem
descrita para o género Psychotria (Metcalf and Chalk 1979; Arruda et al. 2010; Quinteiro et al.
2006; Moraes et al. 2011; Bridson and Robbrecht 1990) e tem como principal fungado a protecao
da folha contra o excesso de luminosidade. Miranda et al. (2020) encontraram variacdo na
espessura da cuticula quando analisaram folhas de P. viridis de trés ambientes diferentes no
Sudeste brasileiro. Baseada na defesa que a epicuticula juntamente com a cuticula fornecem
contra fungos, bactérias e patdégenos (Kosma and Rowland 2016), a variacdo na forma da
epicuticula e espessura da cuticula encontrada entre o periodo de inverno e verdo em folhas de
CAMP e entre regides no periodo de inverno, revela uma estratégia de P. viridis em reduzir a
transpiracao foliar, evitar perda de 4gua ndo estomatica durante periodos de altas temperaturas
e mediar interagdes com microrganismos, além de proteger a folha das intensas e prolongadas
chuvas comuns na regido amazonica (Arruda et al. 2010).

A epiderme adaxial exibiu células em camada unisseriada, parede anticlinal reta e drusas
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para os dois ambientes, as vezes, apresentou epiderme bisseriada descontinua e parede
anticlinal sinuosa na epiderme adaxial em folhas de CAMP. A sinuosidade de parede celular em
Rubiacea ¢ relatada como caracteristica de valor taxonomico por Metccalf & Chalk (1979),
tendo funcao mecanica de prevencao do colapso parietal sob estresse hidrico (Haberlandt, 1928)
pois aumenta o contato entre as células adjacentes (Martins, Bombo, and Soares 2013). Nas
plantas estudadas, esta caracteristica se assemelha mais com deformidade do que com
sinuosidade da parede e, Feng et al. (2016) em estudo com estresse hidrico relatam que
deformidade da parede celular surge como consequéncia do estresse hidrico. Assim, como essa
caracteristica foi encontrada somente no periodo de verdo, ndo podemos afirmar que para P.
viridis a sinuosidade de parede seja uma caracteristica taxondomica. Mas, os dados nos permitem
sugerir que esta alteragdo anatdmica, em parte, pode ser explicada por algum evento
epigénetico. Assim, mais estudos sdo necessarios para investigar se/como um evento
epigénetico, que tem impacto sobre a parede celular da espécie, ¢ acionado por caracteristicas
do ambiente.

As células ordinarias da epiderme abaxial s3o mais largas que compridas e apresentam,
visivelmente, maior quantidade de alcaloides que as células da epiderme adaxial. Varios
estudos tem mostrado a influéncia das alteracdes da morfologia celular sobre respostas
fisiologicas das células (Besson and Dumais 2011; Pompelli et al. 2010; Wilkins and Sabanci
1990). A quantidade de drusas nas cé¢lulas da epiderme acompanhou o teor de célcio no solo.
As plantas de TF em solo com baixo teor de célcio, a presencga de drusas foi comparativamente
menor que CAMP onde foi encontrado maior teor de calcio no solo. Isto corrobora revisado feita
por Franceschi & Nakata (2005) mostrando que o calcio do ambiente influéncia a formagao de
cristais. Por outro lado, estudo de Bieras & Sajo (2009) encontrou maior quantidade de cristais
nas plantas em solo com menor concentracgao de célcio.

Nas folhas de plantas de TF, a cuticula, a epiderme e o parénquima palicadico
apresentaram maior espessura, devendo ser considerado que no palicadico essas células tém
espessura irregular com grandes espagos intercelulares; no parénquima lacunoso foram
encontradas de cinco a seis camadas de células com espacgos intercelulares evidentes e células
largas. Para folhas de CAMP praticamente ndo se observa espagos intercelulares no paligadico
e o parénquima lacunoso apresentou entre seis e oito camadas com pouco espago intercelular.
Cavidade e células coletoras, acumulando alcaloides, foram encontradas fazendo a conexao do
parénquima paligadico com lacunoso, ja descrita para outras espécies de Rubiaceae (Metcalf

and Chalk 1979; Saibert, Romagnolo, and Albiero 2018; Vieira 1988; Gusmao et al. 1992).
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Idioblastos contendo rafides no parénquima pali¢adico, lacunoso e nervura central, também
apresentaram maior quantidade em folhas de CAMP. Rafides foram encontradas para outras
espécies de Rubiaceae e subfamilia Rubioidae (Metcalf and Chalk 1979; Zini et al. 2016).
Bioensaios realizados por Konno et al. (2014) com Ricinus communis mostraram que as rafides
atuam na defesa contra herbivoria e sua forma agulha rompe as barreiras da célula
possibilitando a passagem de compostos bioativos de defesa.

A presenca de feixes adicionais, arranjados imediatamente acima da por¢ao lateral da
nervura central do peciolo, como os encontrados em nosso estudo, também foram descritos
para diversas espécies de cerrado por Bieras & Sajo (2009) e para P. viridis de trés biomas do
Sudeste brasileiro por Miranda et al. (2020), esses dados apoiam determinar estas estruturas
como caracteristica estrutural anatdmica de valor taxondmico para a espécie. Mesmo havendo
pequenas variagcdes em decorréncia do ambiente, a nervura central € conspicua e mantém o
mesmo padrao ja descritas para o género (Metcalf and Chalk 1979; Moraes et al. 2011), para a
espécie em floresta de Mata Atlantica (Quinteiro et al. 2006) e em diferentes ambientes
(Miranda, et al. 2020). No entanto, a nervura central de folhas em ambiente de CAMP
apresentou células com espessamento dos espacos intercelulares, formando um anel, limitando
o feixe vascular que caracteriza uma endoderme (Pirolla-Souza et al. 2019), tipo de
espessamento definido como uma caracteristica de folhas de ambientes xéricos.

Quanto as analises histoquimicas, observou-se a presenga de amido, compostos fenolicos,
polissacarideos e alcaloides em todas as plantas. Os alcaloides estdo presentes em idioblastos e
cavidades na nervura principal, em células do mesofilo, no poro estomatico e cuticula. No
periodo de verdao foi notado que o acimulo de alcaloide na cuticula se apresentou mais
acentuado sobre os espacos intercelulares, como uma resposta que aumenta a defesa da planta
as alteragdes no ambiente (Sabir et al. 2016).

Analises por HPLC-DAD mostraram que o teor de DMT em folhas de plantas cultivadas
em ecossistema de TF foi 35% mais elevado quando comparado com o teor em folhas de
plantas cultivadas em ecossistema de CAMP. As plantas regulam a bioatividade molecular em
resposta as flutuagdes de luz, umidade e precipitagao (Liebelt, Jordan, and Doherty 2019).
Porém, a luz nao foi determinante da reducao do teor de alcaloides em plantas de CAMP, uma
vez que em ambos os ambientes as plantas se encontravam sob sombreamento natural e a area
foliar ndo diferiu entre os ambientes. Por outro lado, como as plantas fecham seus estomatos e
reduzem a fotossintese durante os periodos de escassez de dgua, pode-se esperar uma relagao
negativa entre a escassez de agua e a sintese de metabolitos secundarios (Ncube, Finnie, and

Van Staden 2012), e como a biossintese e acimulo de alcaloides envolve um processo
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regulatorio rigoroso que inclui células, tecidos e controle ambiental especifico (De Luca and St
Pierre 2000), consideramos que a maior funcionalidade estomadtica favoreceu o teor de DMT
em plantas do ecossistema de CAMP, pelo melhor controle da perda de 4gua via estomato.
Porém, menor taxa pluviométrica, menor capacidade hidrica do solo e maior periodo de verao
afetaram o teor de DMT nas plantas desse ecossistema. Esses resultados destacam a importancia
de estudos da relagdo planta/ambiente com base em respostas morfologicas, anatdmicas e
fitoquimicas como ferramenta que pode ser util para selecionar e padronizar cultivos de plantas

medicinais de alto rendimento.

3.5 Conclusao

Neste estudo, P. viridis sob sombreamento natural ndo alterou a area foliar nos diferentes
ambientes. A taxa pluviométrica anual e a capacidade hidrica do solo, que caracterizam a
disponibilidade hidrica das areas, sdo as varidveis ambientais que mais afetaram as variagoes
em folhas de P. viridis. As plantas cultivadas em ecossistema de CAMP sob estresse hidrico
apresentaram ajustes morfoldgicos, anatdmicos e fitoquimicos mais expressivos que as plantas
cultivadas em ecossistema de TF, refletindo as respostas da espécie as diferengas ambientais
entre os dois ecossistemas.

Ajustes nas células do mesofilo, epiderme bisseriada com sinuosidade de parede e menor
espaco intercelular, marcaram as alteragdes anatomicas nas plantas do ecossistema de CAMP
em relacdo as plantas do ecossistema de TF. O acimulo e armazenamento de DMT e outros
alcaloides em folhas de P, viridis, foi expressivo em células da epiderme e células coletoras no
mesofilo, além dos espacos intercelulares das células epidérmicas, onde a presenga de alcaloide
esta relacionado a resposta de defesa da espécie. Consideramos também, que a espécie suporta
uma relacao simbidtica com fungos, mediada por dcaros micofagos, que também influéncia na
producao e acumulo de DMT.

Como resposta fitoquimica, o teor de DMT em folhas de P. viridis sob estresse hidrico,
foi favorecido por maior funcionalidade estomatica, mas foi afetado pela disponibilidade
hidrica do ambiente e pelas caracteristicas do solo. Portanto, para cultivo da espécie, a
disponibilidade hidrica ¢ um parametro ambiental fundamental a ser considerado.

Muito embora nossos resultados apontem a disponibilidade hidrica do ambiente como
fator fundamental para as diferencgas em caracteristicas morfologicas, anatomicas e para a o teor

de DMT nas plantas dos ecossistemas de TF e CAMP, estudos futuros com foco em eventos
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epigenéticos, morfogénicos e ambientais especificos sdo importantes para elucidar as causas

pontuais dessas variagoes.
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4. CARACTERISTICAS ANATOMICAS ADAPTATIVAS E TEOR DE ALCALOI-
DES EM CAULE DE BANISTERIOPSIS CAAPI (SPRUCE EX GRISEB.) CV
MORTON COMO RERSPOSTA AO AMBIENTE

RESUMO

As plantas exibem diversas alteragdes como estratégia de adaptagdo as variagdes
nas caracteristicas do ambiente. Em nivel global, Banisteriopsis caapi, amplamente conhe-
cida como mariri, € a liana mais usada na preparagdo do cha psicotropico Ayahuasca. Aqui
trazemos uma abrangente descri¢do das caracteristicas morfoldgicas, anatémicas, histoqui-
micas e fitoquimicas da espécie. As alteragdes anatdmicas que ocorrem em resposta as
mudangas no ambiente foram estudadas, e aparecem como suporte para entender os meca-
nismos de adaptacdo que podem ter efeito sobre o teor dos alcaloides harmina, harmalina
e tertahidroharmina na espécie. B. caapi apresenta um tipo de variante cambial com forma
final rosetada, de valor taxondmico que € descrito e nomeado pela primeira vez neste es-
tudo. Nos dois ecossistemas Campinarana (CAMP) e Terra-firme (TF) dimorfismo e de-
formidade dos elementos de vaso aparecem mais constantes no periodo de inverno. Entre
CAMP e TF a diferenga no didmetro ¢ nimero de elementos de vasos estdo fortemente
ligados as estratégias adaptativas da espécie para se ajustar ao déficit hidrico sazonal. Acu-
mulo de alcaloides foram encontrados em células do cértex, idiobolastos e elementos de
tubo clivado do floema e na medula, e também em elementos de vaso do xilema interno.
As plantas do ecossistema de Campinarana exibiram teor de alcaloides mais elevado e re-
vela uma relagdo positiva dos alcaloides harmala com a disponibilidade hidrica do ambi-
ente. Os resultados sugerem que o teor dos alcaloides harmina, harmalina e tetrahidrohar-
mina esta direto e, positivamente relacionado com os ajustes anatdmicos do xilema e com
estresse hidrico sazonal de curto prazo experimentado pela espécie.

Palavras-chave: Ayahuasca; Alcaloides; Ecossistemas; Altera¢des anatomicas; Variante cambial.

ABSTRACT

Plants exhibit diverse alterations as adaptation strategies to changes in environ-
mental characteristics. Globally, Banisteriopsis caapi, widely known as mariri, is the most
commonly used liana in the preparation of the psychotropic tea Ayahuasca. Here we bring
a comprehensive description of the species' morphological, anatomical, histochemical and
phytochemical characteristics. The anatomical changes that occur in response to environ-
mental changes have been studied and emerge as a support to understand the adapta-
tion mechanisms that can have an effect on the content of the alkaloids harmina, harma-
lina and tertahidroharmina in the species. B. caapi presents a type of cambium variant
with a final rosette shape, which has taxonomic value, and described and named for the
first time in this study. In both Campinarana (CAMP) and Terra-firme (TF) ecosystems
dimorphism and deformity of the vessel elements appear more constant in the winter pe-
riod. Between CAMP and TF the difference in the diameter and number of vessel elements
are strongly linked to the species' adaptive strategies to adjust to the seasonal water defi-
cit. Alkaloid accumulation was found in cortex cells, idiobolast cells and sieve tube ele-
ments in the phloem and spinal cord, and in vessel elements of the internal xylem. Plants
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from the Campinarana ecosystem exhibited a higher alkaloid content and a positive rela-
tionship between harmine alkaloids and water availability in the environment. Results sug-
gest that the content of the alkaloids harmine, harmaline and tetrahydroharmine is direct
and positively related to the anatomical adjustments of the xylem and to short-term seasonal
water stress experienced by the species.

Keywords: Ayahuasca; alkaloids; ecosystems; anatomical alterations; exchange variant.

4.1 Introducao

Banisteriopsis caapi (Spruce ex Griseb) ¢ uma liana gigante, nativa da Amazodnia
(Schultes 1970) que em habitat natural atinge o dossel das grandes arvores. Constitui uma das
matérias-primas utilizadas para o preparo da Ayahuasca tradicional, um cha psicotropico de uso
ritualistico milenar pelos povos indigenas da Amazonia, preparado com caules de B. caapi e
folhas de P. viridis.

Ayahuasca tem mostrado potencial medicinal para o controle de diversas doengas (Grob
et al. 1996, Callaway et al. 1999, Santos et al. 2016, Morales-Garcia et al. 2017, Inserra 2018,
Palhano-Fontes et al. 2018). Os caules de B. caapi fornecem a Ayahuasca os alcaloides fS-car-
bolinicos harmina (HRM) harmalina (HRL) e tetrahidroharmina (THH) (McKenna 2004). Es-
ses alcaloides funcionam como inibidores de monoamina oxidade (IMAO) (Riba et al. 2012).

A variagdo na concentracao dos alcaloides na Ayahuasca tem sido bem documentada
(Callaway et al. 2005, Pires et al. 2018, Souza et al. 2019). Recentemente, Santos et al. (2020)
quantificaram a concentragdo dos alcaloides em amostras de B. caapi de ambiente nativo e de
cultivo, eles encontraram varia¢cao na concentragao dos alcaloides HRM, HRL, THH da ordem
de 78,9 a 170%. Estudos tem apontado diferentes causas para essas variagcdes nas concentragoes
dos alcaloides na Ayahuasca (Mckenna 2004, Kaasik and Kreegipuu 2020, Silveira et al. 2020).
O local de origem das espécies usadas no cha pode ser uma das causas dessas variagdes, uma
vez que as plantas utilizadas na preparacao da Ayahuasca sdo cultivadas e/ou coletadas em
distintas regides com as mais diferentes caracteristicas ambientais

Banisteriopsis ¢ um género taxondmicamente complexo que possui um grande numero
de espécies (Rowe, 1982). No caso de B. caapi, do ponto de vista taxondmico a espécie € pouco
estudada quando se compara com estudos dos efeitos de seus alcaloides e, varios “tipos” da
espécie ja foram encontrados sendo usados por consumidores tradicionais de ayahuasca
(Langdon 1986). Estudos realizados por Santos et al. (2020) classificaram quatro “grupos”,
identificados a partir de caracteristicas morfologicas, que foram descritos pelos coletores e usu-

arios de ayahuasca, como sendo a liana B. caapi. Porém, ja ¢ bem estabelecido que tanto as
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caracteristicas morfologicas de utilidade taxonomica (Moffat et al. 2015) quanto as caracteris-
ticas fitoquimicas das plantas sdo influenciadas pelo ambiente (Ncube et al. 2012, Liu et al.
2016). Alcaloides sao produtos de um metabolismo secundario altamente ordenado (Osbourn
et al. 2003) envolvendo caracteristicas ambientais (Kong et al. 2016, Liebelt et al. 2019, Li et
al. 2020), morfologicas e anatomicas.

Andlises de caracteristicas morfologicas (Aratjo and Meira 2016) e anatomicas tém
sido realizadas para auxiliar na determinagdo taxonomica de outros géneros de Malpighiaceae
(Pace et al. 2018). Mas, até onde podemos saber, nenhum estudo morfolégico ou anatomico
considerando a interferéncia do ambiente foi realizado para B. caapi. Assim, a complexidade
anatomica e morfologica da espécie e sua relagdo com o ambiente, que envolve a produgdo e
acumulo dos alcaloides ativos, ainda sdo desconhecidas. No entanto, estudos com essa linha de
abordagem podem registrar informagdes da influéncia do ambiente sobre as caracteristicas mor-
foldgicas e anatdomicas de B. caapi com impacto na concentragdo dos alcaloides S-carbolinicos
da espécie e também, pode ser um caminho para explicar a alta variabilidade nas concentragdes
de HRM, HRL e THH amplamente encontradas em diversos estudo com Ayahuasca (Kaasik
and Kreegipuu 2020, Silveira et al. 2020). Portanto, o objetivo deste estudo foi caracterizar as
diferencas morfologicas, anatdomicas e histoquimicas em amostras de B. caapi coletados em
dois ecossistemas com diferentes caracteristicas ambientais na Amazonia e quantificar a con-
centracdo dos alcaloides nas plantas de cada ecossistema. Além disso foi descrito um tipo de
variante cambial de padrao conspicuo que pode contribuir para a correta identificacao da espé-

cie.

4.2 Material e métodos
4.2.1 Areas de coletas

Dois ecossistemas da Floresta Amazonica Ocidental brasileira, localizados em Estados
vizinhos que se encontram separados geograficamente pela linha do Equador, foram seleciona-
das para coleta do material vegetal deste estudo. Ecossistema 1. Area de Terra-firme (TF) no
Estados do Amazonas (60° 01' 30' O e -02° 02' 04"), 122 m de altitude, temperatura anual entre
de 32 °C e 22 °C, umidade relativa do ar em torno de 55% e 95% de minima e méxima (Nava

and Gomes 1998), periodo com maior taxa de chuvas de dezembro a maio € menor junho a
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novembro (inverno e verdo amazonico), precipitacao pluviométrica anual de 2.585 mm (Agri-
tempo 2018). Ecossistema 2. Area de Savana (IBGE, 2005; MAPSBIOMA, 2018) com carac-
teristicas predominantes de floresta de Campinarana (CAMP) (Barbosa and Miranda 2004) no
Estado de Roraima (00° 57' 02” € -59° 54' 41"), 255 m de altitude, maior concentragio de chuva
entre maio a setembro e menor de outubro a abril, temperatura anual com variagdes entre ma-
xima de 32 °C e minima de 21 °C, 72% de umidade relativa anual e precipitagao pluviométrica
anual de 1.847 (Agritempo 2018).

As duas areas apresentam clima equatorial umido 4f segundo a classificagdo de Kop-
pen (Zarur 1943), sdo marcadas por sazonalidade anual de chuvas (Alvares et al. 2013) sem
alagacao e ndo apresentam clara estabilizacao das estacdes do ano. A cobertura florestal ¢ om-
broéfila densa (Ministério da Defesa 2004). Os dados climaticos e a capacidade hidrica do solo

foram coletados diretamente de registros locais do INMET (Agritempo 2018).

4.2.2 Coleta e analises de solo

Com auxilio de um trado holandés amostras de solo de TF e CAMP foram coletadas
para analises fisico-quimicas. Nas camadas de 0,00-0,20 ¢ 0,20-0,50 cm do solo 15 subamostras
foram coletadas e imediatamente homogeneizadas e, aproximadamente 0,5 dm3 do material foi
transferido para sacos plasticos, identificados e encaminhados para andlises no Laboratorio de
Solos do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA). As andlises foram realizadas
com a fracao de terra fina, seca ao ar livre. As particulas (silte, areia e argila) foram analisadas
pelo método da pipeta; pH (H20) solo: solugao 1:2.5; Fe, Zn, Mn, P, K usando o método de
extracdo de Mehlich-1; N pela digestao umida de Kjeldahl; o conteudo de matéria organica do
solo segundo o método Walkley-Black; Al , Mg e Ca usando como extrator KCIl 1M (Teixeira
etal., 2017).

4.2.3 Material botanico

Nas duas areas, as amostras foram coletadas do ramo principal de B. caapi entre 7:00
—10:00 horas da manha no final das estacdes de inverno e verao que correspondem aos periodos
de maior e menor intensidade de chuvas na Amazonia. Em cada populagdo, 10 plantas por
estacao foram amostradas, totalizando 40 plantas para as duas populacdes. Ainda em campo as

amostras foram fixadas em Karnovsky (1965).
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Toda a coleta do material vegetal obedeceu a um padrao de uniformidade em espes-
sura, fitosanidade e fenofase. Exsicatas foram preparadas, identificadas sob voucher e deposi-

tadas no Herbario INPA do Instituto Nacional de pesquisas da Amazdnia-INPA.

4.2.4 Analises morfolégicas e histoquimicas

B. caapi ¢ uma liana de caule composto e, considerando que a morfologia de sua vari-
ante cambial em varias caracteristicas ¢ semelhante a B. nunminifera descrita por Pace et al.,
(2018), definiu-se como cambio regular o cdmbio principal e caAmbio variante cada regido dis-
secada por tecido floematico. As recomendacdes do IAWA Committee (1989) foram utilizadas
para descricoes, contagens, medidas e terminologias.

As andlises foram realizadas em campo e em laboratério. Regides caulinares de
internés com 1-1,5 cm de didmetro foram coletas e imediatamente fixadas em solugdo de
Karnovsky (1965) por uma semana para preservar os tecidos moles e evitar a perda do material.
Posteriormete todas as amostras foram desidratadas usando uma série de alcool graduado (10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ¢ 100% v / v) e incluidas em hidroxietil resina de metacrilato
(Historesi, Leica, Heidelberg, Alemanha), seguindo as recomendagdes do fabricante.

Regides caulinares de 5-7cm de didmetro foram mantidas em alcool 70% e cortadas
com auxilio de uma serra com fio de diamante para producao de sec¢des transversais de 1mm.
Enquanto secgdes transversais e longitudinais de 5-10 um de espessura foram produzidas em
microtomo rotativo manual e microtomo de deslize. Para as analises anatdmicas, histoquimicas
e medi¢cdo de didmetro de vasos (DV) as sec¢des foram coradas com azul de toluidina, &cido
periodico de Schiff e Naphtol blue black (FISHER, 1968), enquanto o reagente de Dragendorff
foi usado para determinagdo de alcaloides. Em seguida as sec¢des foram montadas entre lamina
e laminula com resina sintética (Entellan®). Todas as laminas histoldgicas analisadas foram
fotomicrografadas em microscopio de luz (ZEISS-JENEMED2®) e em estereomicroscopio
Micronal®, as imagens capturadas na mesma escala com cAmera Premiere® MA88-300.

A analise de didmetro de vaso (DV) e a quantificagdao de vaso por milimetro quadrado
(NV/mm?) foram realizadas em fotomicrografia com captura em objetiva de 10X. Os diametros
dos vasos medidos na parte mais larga da area do limen, com base na suposi¢ao de que os vasos

eram circulares. Para assegurar a aleatoriedade nas medigdes de DV utilizou-se uma grade so-
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breposta as imagens, onde foram considerados nove pontos formados pela intersec¢ao das li-
nhas da grade. Enquanto para o NV/mm? foram considerados todos os vasos acima de 45um da

fotomicrografia.

4.2.5 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

Amostras de caules foram seccionadas longitudinalmente e transversalmente, imedia-
tamente fixadas em solu¢ao de Karnovsky (KARNOVSKY 1965) modificada com tampao fos-
fato pH 7,2), desidratadas em série etilica (10, 30, 50, 70, 90 e 100%), secas ao método do ponto
critico de CO2, montadas sobre suportes de aluminio (Stubbs) sobre fitas de carbono dupla face
e cobertas com uma camada de ouro de 30 a 40 nm. As observagdes e as eletromicrografias
feitas ao microscopio eletronico de varredura modelo LEO VP 435, operado a 20 kV, com as

escalas das eletromicrografias diretamente impressas nas mesmas.

4.2.6 Analise fitoquimica por cromatografia liquida de alta eficiéncia com De-

tector UV-vis com Arranjo de Diodos (CLAE-DAD)

Amostras de caules de B. caapi foram desfibrados e secos em estufa de circulagdo
forgada a 45 °C com velocidade do ar de 1,0 m s™! até atingir peso constante. ApOs a secagem,
as amostras foram moidas e do po resultante, utilizou-se 35g de cada amostra para preparo dos
extratos etandlicos em sistema soxhlet. A concentragao do extrato foi realizada em rota-evapo-
rador modelo FISATON até atingir aproximadamente 10%, seguido de congelamento em free-
zer -80 °C e posteriormente liofilizados a 4 ATM de pressdo por cerca de 72 horas em modelo
L101. O residuo seco obtido foi protegido da luz e guardado em geladeira at¢ o momento das
analises fitoquimicas. Essa etapa foi realizada no Laboratdrio de Fitoquimica, Farmacologia e
Toxicologia Experimental (LAFTex) na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNICAMP.

Os padrdes harmina (HRM) e harmalina (HRL) foram obtidos de Sigma-Aldrich (Ste-
inheim, Alemanha) e tetrahidroharmina (THH) da Cayman Chemical. Para cada analito foi
construida uma curva de calibragdo contendo cinco pontos variando de 100-1000 pg/mL, obtida
através da regressao linear (a area sob a curva versus concentracao) considerando R2 > 0,98.

A andlise por CLAE-DAD foi realizada utilizando um sistema CLAE-DAD Promi-

nence Shimadzu, segundo a metodologia descrita por Lanaro et al. (2015). Foi usada 1,0 mg do
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material vegetal liofilizado diluido em metanol (mg/ml), o cromatograma foi extraido a 279 nm

para quantificacdo de harmina, harmalina e tetrahidroharmina.

4.2.7 Analise Estatistica

O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado. Para DV, as analises foram
compostas de trés repeticoes (planta), sendo avaliadas cinco fotomicrografia por planta” e me-
didos nove campos por fotomicrografia, constituindo 270 medicdes por area, totalizando 540
medi¢des. A anélise de NV/mm? foi realizada usando 60 fotomicrografias capturada em obje-
tiva de 10X (0,35mm?) na qual foram considerados todos os vasos com didmetro > 45 um.

Cada parametro analisado para as populacdes foi submetido ao teste de Shapiro Wilk
para confirmar a normalidade dos dados, analise de variancia (ANOVA) e ao teste de Tukey
para verificar potenciais diferencas entre as populagdes. A significancia estatistica foi estabe-
lecida em P <0,05. Todas as analises foram realizadas usando o software PAST 3.24 (Hammer

et al. 2001). Quando necessario, os dados foram log transformados.

4.3 Resultados e Discussao

Abordamos em conjunto as questoes morfoldgicas, histoquimicas e fitoquimicas de B.
caapi, a principal espécie de cipd usada para o preparo do cha Ayahuasca (Callaway et al. 2005;
Halberstadt 2016; Silveira et al. 2020). Além de existir poucos estudos com morfologia de Ba-
nisteriopsis, a maioria deles se concentram em folhas (Aratijo and Meira 2016, Nery et al. 2017,
Araujo et al. 2020) e ainda, para caules de B. caapi os estudos geralmente tem focado na agao
que seus alcaloides promovem ao chd Ayahuasca (Mckenna et al. 1984, Callaway et al. 1999,
Brierley and Davidson 2013, Hamill et al. 2019). Assim, as descrigdes anatdomicas, morfoldgi-
cas ¢ locais de acimulo de alcaloides em caules de B. caapi estdo sendo apresentados pela
primeira vez e corroboram nossa hipdtese que a concentragdo de alcaloides em B. caapi esté
relacionada com as alteracdes anatomicas de ajuste as caracteristicas ambientais experimenta-

das pela espécie.

4.3.1 Caracteristicas ambientais e adaptativas
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Os ecossistemas de TF e CAMP da Amazonia brasileira sdo teoricamente bem defini-
dos (Ab’Saber, 2002; Barbosa & Miranda, 2004; MAPSBIOMA, 2018). Porém as areas deste
estudo apresentam caracteristicas ambientais transicionais que podem estar relacionadas tanto
com a transi¢do entre os hemisférios (Fig. 1 A) quanto com a florestas continua de Terra-firme
que aos poucos se mistura com floresta de Campinarana, configurando as adreas como uma re-
gido ecotonica (Risser 1995, Milan and Moro 2016) entre TF-CAMP. Porém, CAMP ainda
atravessa periodo de estresse hidrico de curto prazo. As diferencas nas caracteristicas ambien-
tais que se destacaram foram: a taxa pluviométrica média anual e a disponibilidade hidrica do
solo que nos periodos de verdo apresenta queda de 31% para TF e 78% para CAMP (Fig. 1 B).
Além disso, o teor de Nitrogénio (N), ferro (Fe), matéria organica (M.O) e carbono (C) foi mais
elevado em ecossistema de TF (Tab. 1). Enquanto em ecossistema de Campinarana somente
fosforo (P) e céalcio (Ca) foram os nutrientes que tiveram valor mais elevado que TF. Por outro
lado, o teor de areia foi 14 vezes maior que em ecossistema de TF. Os solos com alto teor de
areia, em geral, resultam em solos com menor superficie de contato, menor retencao de nutri-
entes e baixa capacidade de retencao hidrica (Yost et al. 2019).

Nossas observagdes evidenciaram que B. caapi se adapta bem tanto em ecossistema
de Terra-firme quanto em Campinarana. O que pode ser explicado pelo balanco no teor de
fosforo (Malizia et al. 2010) e matéria organica do solo que as lianas realizam, como estratégias
de colonizagdo (Collins et al. 2016, Sfair et al. 2016). Considerando que lianas podem buscar
agua em grande profundidade (De Deurwaerder et al. 2018), a adaptabilidade de B. caapi em
CAMP pode estd relacionado mais as caracteristicas hidricas da espécie do que a capacidade
hidrica do solo, uma vez que a capacidade de retencao de agua do solo, mais do que a quanti-
dade e a sazonalidade da chuva, ¢ um importante preditor da abundancia de lianas (Manzané-
Pinzoén et al. 2018), porém a capacidade de buscar 4gua em grandes profundidades permite que
a espécie sofra menos estresse hidrico durante as secas sazonais, como ja descrito para outras
espécies de lianas (Schnitzer 2005). Este adaptabilidade em B. caapi ¢ reforgada pelas altera-
¢Oes nas caracteristicas anatomicas do sistema condutor, que aumenta a seguranca e a eficiéncia
do transporte de agua (Rosell and Olson 2014, Ganthaler et al. 2019) isso, efetivamente, mostra
que a espécie desse estudo responde fortemente a fatores ambientais isolados € em conjunto,
como ocorre com outras espécies de lianas (Schnitzer and Bongers 2011).

Os resultados apontam para dinamica de aporte de nutrientes distinta entre B. caapi de
ecossistema de TF e CAMP. No entanto, além da capacidade hidica do solo, ndo esta claro os

efeitos das propriedades do solo e do clima sobre seus processo ecologicos.
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Figura 1. Area de estudo e dados climatolégicos. A. Area de estudo no Norte do Estados do Amazonas (Terra-
firme- TF) e Sul do Estado de Roraima (Campinarana-CAMP), Norte do Brasil; B. Grafico climatoldgico da estacio
automatica do INMET para o perfodo entre maio de 2017 e maio 2019. Os pontos nas linhas representam a média

para cada periodo em cada regides. (V): verao; (I): inverno.
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Tabela 1. Analises quimicas e fisicas do solo de ecossistemas de Terra-firme e Campinarana da Amazonia com ocorréncia de B. caapi nativo.

Parametros do Solo
Area/periodo

Agua Fe| Zn| Mn | P N | C | M.O K | Ca | Mg | Al Areia| Silte |Argi1a

pH mg/Kg g/Kg cmolc/Kg g/Kg

Verdo | 3,85 179 0,53 12,34 393 | 0,78 832 1434 | 0,07 0,54 0,22 0,9 739 98 163
Inverno| 4,92 |162,86 0,52 149 391 1,os 11,78 20,3 | 0,12 0,82 0,37 0,9 642 130 228
Verdo | 3,46 |662,12 0,55 2,01 098 | 1,93 24,02 4141 | 0,07 0,09 0,17 0,95 51 329 620
Inverno| 3,97 |243,79 0,7 288 094 | 2,13 31,04 53,52 | 0,08 022 023 243 60 372 569

CAMP

TF

Cada dado amostrado ¢ a média de trés repeticoes para cada ecossistema e periodo do ano.
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4.3.2 Morfologia e macroanatomia do caule

Nos dois ecossistemas B. Caapi se apresentou como uma liana terricola, ocorrendo em
touceiras com caule voluvel e destroso. Na touceira, o caule principal emite diversos brotos que
apresentam as mesmas caracteristicas morfologicas do caule principal. Durante o periodo de
coletas para o estudo, acompanhamos mudas em estdgio de crescimento auto suportante, se-
guido de associagdao a uma arvore hospedeira que guiou a escalada do caule até o dossel (Fig.
2 A -B), uma caracteristica comum para diversas espécies de lianas (Isnard and Silk 2009,
Crivellaro et al. 2012, Angyalossy et al. 2015), essa mudanga de habito ¢ sustentada pelas pro-
priedades mecanicas de sua madeira (Rajput et al. 2012). As folhas tém filotaxia opostas, ve-
nacao broquidodroma, apice acuminado e base obtusa (Fig 2. C). Quando a haste de B. caapi
atinge o dossel da arvore hospedeira ha um aumento na quantidade de folhas, um mecanismo
que confere vantagem as lianas (Collins et al. 2016) pois favorece os processos fisiologicos de
aquisicdo de recursos. A inflorescéncia se apresenta racemosa paniculada com flores e sépalas
pentameras de cor rosa claro na fase jovem e branca na fase adulta, as pétalas sdo amarelas e
pequenas em relacao a corola (Fig 2. D) caracteristicas que ja foram descritas para outras espé-
cies da familia Malpighiaceae (Davis and Anderson 2010).

Em morfologia externa, um caule adulto de B. caapi, em primeira observagdo parece
com um trangado de varias hastes (Fig. 2A), esta aparéncia ¢ causada pela presenca de cambio
variante e pela tor¢do do caule durante a escalada na arvore hospedeira. O cambio regular apre-
senta medula angular e xilema inicial lobado (Fig. 2E, F), resultando em atividade cambial
diferencial que ocorre em quatro partes equidistantes do cambio (Ragni and Greb 2018), carac-
teristicas que precedem e potencializam o desenvolvimento de cambio variante (Chery et al.
2020).

A presenca de cambio variante ¢ incialmente observada em B. caapi pela elevada di-
ferenga de tecido floeméatico/massa floemadtica em relacao ao tecido xilematico, que indica a
presenca inicial de variacao cambial (Fig. 2F). Essa atividade comega no inicio do crescimento
em espessura do caule, com o cambio aumentando a producao desigual de floema que emergem
em quatro pontos, imediatamente ao xilema inicial, iniciando o processo de desenvolvimento
do corpo primario lobulado, citado por Chery et al. (2020), que formara o cambio variante.

O crescimento do cambio variante de B. caapi exibe polaridade regular com producao
de xilema para o interior e floema para o exterior. Cada caAmbio variante ¢ lobado e organizado

em multiplos de dois ou trés l6bulos preenchidos com grande area de xilema secundario (Fig.
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2 G), e se encaixa na premissa de cambio multiplo do tipo sucessivo (Angyalossy et al. 2015).
Esse ¢ um tipo de crescimento secundario considerado andmalo, porém comum em lianas
(Angyalossy et al. 2015, Pace et al. 2018, Chery et al. 2020) e, ja apresentado para outra espécie
de Banisteriopsis em trabalho de Pace et al., (2018). Para espécies de lianas de florestas com
alto indice de tempestades e fortes ventos, como a amazonica, este tipo de crescimento promove
a importante vantagem mecanica de torcer sem quebrar (Rowe 2018, Groover 2020).

Cortes anatdomicos em caules maduros mostram que o cilindro de cada cdmbio variante
¢ profundamente dissecado por cunhas de floema que se conectam ao cambio regular préximo
ao xilema interno (Fig. 2G), revelando uma quase-independéncia do cambio variante, explicada
detalhadamente em outras espécies no trabalho de Chery et al., (2020). Essa ¢ uma estratégia
mecanica que protege o caule, por exemplo, se um dos cambios variantes sofrer rompimento
ou injuria, o restante do caule continuara funcional, também contribui na reparagdo de lesoes
do caule (Dobbins and Fisher 1986) e segundo Pace et al. (2011) tem floema mais eficiente na
conducao dos fotoassimilados que o cambio regular. Ainda hd poucos estudos que descrevem
a variagcdo cambial de caule para o género Banisteriopsis (Davis and Anderson 2010, Pace et
al. 2018) e nenhuma contempla B. caapi, que possui uma variagao cambial conspicua.

O cambio de B. caapi, apresenta anatomia em plano transversal marcante, indicando a
cooptacdao de um mecanismo ancestral (Chery et al. 2020, Groover 2020). Na fase inicial o
cambio apresenta anatomia regular, na fase juvenil passa para lobado e em seguida para uma
estrutura em camadas, que seria uma variacao do cambio sucessivo apresentado por Angyalossy
et al. (2015). Porém, a medida que o caule aumenta em didmetro, as camadas de crescimento
e a torcao do cambio regular + cambio variante fazem com que, a estrutura do caule adquira
anatomia “similar a uma rosa surgindo no mesmo eixo. Esse tipo de formacao de cambio ndo ¢
comum ¢ ainda ndo foi descrito. Portanto, nomeamos a sua variante cambial de cdmbio suces-
sivo rosetado, para indicar o formato de “rosa” dentro do caule em sua forma final (Fig. 2 G),
e também porque o formato de “rosa” no interior do caule ¢ utilizado como subsidio para iden-
tificagao de B. caapi como “Ayahuasca verdadeira” pelas comunidades da Amazonia que fazem
uso tradicional desta espécie. Dessa forma, a estrutura final do caule, cambio regular + cambio
variante, pode ser usada como caracteristica para identificagdo de Banisteriopsis caapi, como
sugerido por Pace et al. (2018) para B. nummifera.

Este estudo esta baseado em andlises de caules com cambio variante ja formado. Po-
rém, para uma compreensao mais abrangente das etapas geradoras desta variante cambial con-

sideramos importante estudo mais profundo de ontogénia do cambio.
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4.3.3 Morfologia do ritidoma, floema condutor e nao condutor

O ritidoma ou casca externa apresenta cor marrom escura € tem suas camadas elimi-
nadas a medida que o caule amadurece e aumenta em didmetro. Além disso, rompimentos se-
quenciais causados pelas tor¢cdes desprendem as lenticelas ao longo da vida do caule, (Fig. 3A).
O ritidoma ¢ espesso e produzido por multiplas peridermes, sendo possivel observar até trés
peridermes sequenciais na casca externa de B. caapi. A periderme mais externa ¢ de cor marrom
escuro € as subsequentes marrom avermelhado, quando corado com lugol, indicando presenca
de alcaloides (Fig. 3 A,) que funcionam como substancias de defesa do cortex e do floema nao
funcional (Evert 2013).

O felogénio produz felema nao-estratificado e feloderme fina com até trés camadas de
células que podem se confundir com as células do cortex por sua aparéncia e contetido. Felema
e feloderme possuem células retangulares tangencialmente alongadas que acompanham o cres-
cimento cilindrico do caule e contendo compostos fendlicos (Fig. 3 A, B). Felogénio e com-
postos fendlicos juntos servem como protegdo ao ataque de patdgenos e perda a de agua (Ragni
and Greb 2018). O cortex imediatamente interno a periderme exibe células parenquimaticas
bastante dilatadas com espacos intercelulares reduzidos, caracteristicas associadas ao cresci-
mento em didmetro do caule de lianas (Angyalossy et al. 2016).

Com relacao ao floema condutor e nao-condutor ou casca interna, o floema nao-con-
dutor ocupa uma area maior que o floema condutor, apresentando o mesmo padrao tanto para
plantas de CAMP quanto TF, este mesmo padrdo foi observado tanto em plantas coletadas no
periodo de verao quanto no de inverno (Fig.3 C, D). O inicio do floema nao-condutor ¢ marcado
pela dilatagdo do parénquima radial e axial, obliteracdo dos tubos clivados, abundancia de dru-
sas e presenca da primeira faixa de fibras subsequente ao floema condutor. (Fig. 3 E), caracte-
risticas também apresentadas por B. numminifera (Pace et al. 2018).

Muito embora sejam necessarios estudos mais criteriosos do fendmeno, observamos
que o floema condutor perde sua funcao a partir da primeira faixa de fibras, permitindo inferir
que seu periodo funcional ¢ de apenas uma estacdo, uma caracteristica que esta relacionada a
torcao do caule, e que nao difere entre as plantas coletadas em CAMP e TF. Largas faixas de
fibras com paredes espessas ocorrem paralelas e tangenciais continuas e descontinuas contendo
tubos crivados, e tornam-se cada vez mais descontinuas chegando a formar “ilhas” no cortex.

Amostras coradas com reagente de Schiff revelam que a parede secundaria das fibras

¢ rica em celulose (Fig. 4 A), indicando a presenca de fibras gelatinosas (Evert, 2013).
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Figura 2. Morfologia externa e interna de Banisteriopsis caapi. A. caule em floresta nativa de Terra-firme; B. Touceira de B. caapi
em floresta nativa de Campinarana; C. Folhas mostrando venag¢io broquidédroma; D. inflorescéncia racemosa em paniculas, note
flores amarelas inseridas dentro das sépalas; E. Corte transversal do caule exibindo inicio da formagio de cunhas de floema e
xilema interno e xilema secundario externo; F. Medula em forma angular, xilema inicial lobado e alta quantidade de floema no
inicio da formagio do cambio variante G. Caule exibindo variagio cambial ocorrendo préximo da medula imediatamente ao
xilema interno, lobo formado por 2 a 3 16bulos, detalhe da forma rosetada do caule; camada de crescimento visiveis . Abreviagoes:
cc: camada de crescimento; cf: cunha de floema; F: floema; m: medula; ve: variagio cambial: xi: xilema interno; xs: xilema externo.
Diametro dos caules: F= 1,3 cm; G= 6,5 cm.

O floema condutor apresenta canais secretores ramificados (Fig 4. A e B), idioblastos
contendo compostos fendlicos, cristais prismaticos e drusas que aparecem isoladas ou agrega-
das formando grandes grupos (Fig. 4 C), também presentes em cé€lulas do parénquima axial.

Agrupamentos de drusas foram mais abundantes em plantas de ecossistema de campinara. Além
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do suporte mecanico ja relata por Esau (2013), alta concentracao de drusas estd associada a
capacidade de refletancia da planta, e pode contribuir na adaptagao de B. caapi em ecossistema
de Campinarana, um ambiente com florestas mais abertas e maior incidéncia direta de luz que

em ecossistema de Terra-firme.

Figura 3. Corte transversal (CT) de casca de Banisteriopsis caapi. A. Casca externa formada por lenticelas, maltiplas peridermes e
cortex; B. Periderme exibindo feloderme com trés camada de células; C. CT de plantas de CAMP coletadas no verio exibindo
floema condutor e ndo-condutor; D. CT de plantas de TF coletadas no verao exibindo floema condutor e ndo-condutor; E. CT do
floema evidenciando tubo crivado com células companheiras, faixa de fibras, dilatagdo de raios, obliteracio de elementos de tubo
crivados e células parenquimaticas (*asterisco); cimbio, idioblastos e abundante presenca de cristais (ponta de seta). AbreviagGes:
ca: cambio; co: cortex; cc: células companheiras; fe: floema condutor; fd: feloderme; fe: felema; ff: fibras do floema; fl: felogénio;
fnc: floema nao-condutor; tc: tubo crivado.
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Figura 4. Caule de Banisteriopsis caapi. A. Secgio transversal do floema condutor evidenciando célula obliterada, célula parenquima-
tica, célula parenquimatica com cristal, tubo clivado, canal secretor, idioblasto e fibras; B. Corte longitudinal radial do floema con-
dutor evidenciando as fibras septadas (*astetiscos), tubos contendo compostos fendlicos, parénquima radia e canal secretor; C.
Corte longitudinal radial do floema ndo-condutor onde exibe por microscopia de luz polatizada alta densidade de cristais; D. Série
de drusas em idioblastos do parénquima axial do floema nao-condutor. Abreviagdes: cc: célula companheira; cs: canal secretor; cse:
célula secretora; cp: célula parenquimatica; cpd: célula parenquimatica com drusa; d: drusa; ob: célula obliterada; pa: parénquima
axial; pr: parénquima radial; tc: tubo clivado.

4.3.4 Xilema

Como caracteristicas do xilema secundario comum tanto em ecossistema de Campi-
narana quanto de Terra-firme, B. caapi apresenta dimorfismo dos elementos de vasos, com
elementos de vasos excepcionalmente largos co-ocorrendo com elementos de vasos estreitos e
abundancia de parénquima radial e axial (Fig. 5 A-D). Dimorfismo de elementos de vaso ¢ uma
estratégia que combina seguranga e eficiéncia hidraulica (Carlquist 1985). Abundancia de pa-
rénquima ¢ descrito como caracteristicas que acompanham as espécies de lianas neotropicais €
pode funcionar para o armazenamento de dgua e carboidratos (Spicer and Groover 2010, Rajput
et al. 2012). Além disso, vasos largos em lianas apresentam maior eficiéncia hidraulica com
maior condutividade especifica (Ganthaler et al. 2019).

O parénquima radial ¢ multiseriado com células procumbentes, os sdo raios unisseria-
dos, as fibras septadas, e os anéis de crescimento anuais sdo margeados por parénquima. O
xilema inicial € marcado por maior densidade que o xilema externo e apresenta vasos estreitos
solitarios ou em cadeia radial acompanhando o raio, uma caracteristica da fase auto suportante
do caule (Angyalossy et al. 2015). Quando vistos em corte transversal, os vasos apresentam
deformidades sugerindo dilatagdo durante a tor¢ao do caule (Fig 5 E).

Os elementos de vasos apresentaram maior deformidade no periodo de inverno (Fig.

6 A e B) em plantas de Terra-firme, o que esté relacionado ao maior crescimento em didmetro
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do caule das plantas deste ecossistema que sao favorecidas por maior periodo chuvoso do que

as plantas do ecossistema de Campinarana.

Figura 5. Seccoes anatomicas de Banisteriopsis caapi. A. Seccio transversal mostrando o xilema secundario com células do parén-
quima (*asteriscos), raios do xilema (seta) e fibras do xilema; B. Seccio longitudinal radial mostrando o parénquima radial com
células procumbentes e os elementos de vaso; C: Secgio transversal mostrando a estrutura da medula, tubo clivado, fibras com
patedes espessas e células parenquimaticas; D. Seccio longitudinal tangencial mostrando parénquima radial, vaso e as fibras septa-
das (seta); E: Seccio transversal do xilema interno e xilema externo. Note a presenca de dimorfismo de vaso e diferenca entre
xilema interno e externo. Abreviagoes: f: fibra; r: raio; rp parénquima radial; st: elemento de tubo clivado; sx: xilema secundatio; v:
vaso; m: medula, xi: xilema interno; xe: xilema externo.

As amostras coletadas em ecossistema de TF apresentaram elevada média de didmetro
de vaso e de nimero de vaso/mm? consistentes, e sem diferenca significativa entre os periodos
de verdo e inverno (fig. 6 A e B). Essa resposta pode estar associada as caracteristicas ambien-
tais de TF que mantém baixa alteracdo entre os dois periodos sazonais, como por exemplo a
capacidade hidrica do solo e a umidade relativa do ar t€ém valores relativamente proximos nos
dois periodos. Elementos de vasos largos estdo associados ao transporte com maior condutivi-
dade, menor atrito e maiores volumes de agua (Pace et al. 2011) porém, com maior vulnerabi-
lidade do sistema condutor.

A média do didmetro de vaso e nimero de vaso/mm? para amostras coletadas em
CAMP foi significativamente maior no periodo de inverno e ndo diferiu significativamente das
amostras de TF. Entretanto, no periodo de verao CAMP apresentou menor niimero de elemen-
tos de vasos/mm? ¢ menor didmetro de elementos de vasos (Fig. 6B), indicando um ajuste para
aumentar a seguranca hidraulica do xilema, pois vasos estreitos e traqueides formam resisténcia

a embolia (Pockman and Sperry 2000, Ganthaler et al. 2019). Estas respostas encontradas nos
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caules de B. caapi, neste ecossistema, podem sugerir uma adaptagdo anatdmica em consequén-
cia da alteracdo da disponibilidade hidrica no ambiente entre os periodos de inverno e verao,
gerando um melhor sistema de condugdo de dgua (Angyalossy et al. 2012), que para B. caapi
pode representar uma estratégia de uso eficiente de agua e nutrientes, para suportar periodos de
estresse hidrico, ligada a uma pré-adaptacdo que permite que a espécie possa se sair bem apods

uma mudanga ambiental por meio de respostas no desenvolvimento do caule (Rowe, 2018).
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Figura 6. Didmetro (um) e nimero de vaso (nv/mm2) em caules de B.caapi. A. Didmetro de vasos em plantas coletadas em
ecossistema de Terra-firme (TF) e Campinarana (CAMP) no periodo de verao (*) e petiodo de inverno (**); B. Didmetro de
elementos de vaso em plantas coletadas em ecossistema de TF e CAMP no periodo de verdo e periodo de inverno. Barras
horizontais sio as medianas, caixas representam 50% dos dados (50° quantil), linhas sao 95° quantil e pontos sao “outliers”.
Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa ao nivel de 5% pelo teste de Tukey

4.3.5 Local de acimulo de alcaloides

Nenhum estudo mostrando a localizagdo de alcaloides em B. caapi foi encontrado,
sendo revelada pela primeira vez neste estudo. Os resultados qualitativos dos testes histoqui-
micos nos permitiram reconhecer o local de acimulo dos alcaloides com facilidade, que foram
encontrados em todo o corpo caulinar. A presenga dos alcaloides no ritidoma, na camada mais
externa da periderme e em abundantes idioblastos no cortex (Fig. 7 A) esté relacionada a pro-
tecdo contra patogenos e herbivoria do caule, uma vez que estes compostos sdo associados a
defesa da planta (Wink 1987), devido ao rompimento constante da periderme causado pelo o
crescimento em didmetro e pela tor¢do do caule.

No floema ndo condutor € marcante a presenca de alcaloide nos elementos de tubo

crivado, porém a cor marrom mais clara que outros locais de acimulo pode sugerir perda do
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conteudo de alcaloides por rompimento da parede celular (Fig. 7B). Por outro lado, no floema
condutor, quando revelado com Dragendorff, a presenga de alcaloide evidencia cor marrom
intenso nos elementos de tubo crivado, em canal secretor, nas fibras e esclereides (Fig. 7 C, D).
Sintese e acaimulo de alcaloides em elementos de tubo clivado foram relatados para papoula do
opio (Bird et al. 2003), porém podem ser transportados para outros tecidos da planta, frequen-
temente, envolvendo a agdo de transportadores localizados nas membranas (Yazaki 2006).

No xilema externo (Fig. E e F) os alcaloides estdo presentes nos raios, células paren-
quimaticas e na parede de alguns elementos de vaso. Alcaloides em elementos de vaso podem
ter sido sintetizados pela raiz e transportados via xilema e traqueides associados a laticiferos
(De Luca and St Pierre 2000). J4 no xilema interno, acimulo de alcaloides foi detectado no
interior de elementos de vasos largos e estreitos, no raio, traqueides e em célula do parénquima
(Fig. 7 G e H). Uma possibilidade para a presenca de alcaloides nos elementos de vasos, ¢ que
eles sejam absorvidos do solo e translocados pelo xilema (Nowak and Selmar 2016). Além
disso, alcaloides no xilema interno sugerem aumento de prote¢ao contra predadores durante a
fase auto suportante do caule. J& na medula (Fig. I) destaca-se a presenga de alcaloides em
elementos de tubo clivado, fibras e idioblasto.

Nossos resultados revelam que todo os tecidos do caule de B. caapi possui local de
acumulo de alcaloide. Isto ¢ claramente explicado, uma vez que a maioria dos alcaloides sao
capazes de se difundir facilmente através das biomembranas (Nowak and Selmar 2016), assim
a presenga de alcaloide em todo o corpo caulinar, torna mais rapido o recrutamento deste com-
posto durante as fases de crescimento da espécie. Aqui descrevemos os locais de acaimulo dos
alcaloides em B. caapi baseados em andlises histoquimicas. Porém, estudos fitoquimicos em
tecidos especificos poderao detalhar os processos subjacente de alocacao e acimulo de alcaloi-

des para espécie.

4.3.6 Quantificacio de HRM, HRL e THH

Com relagdo a quantificagdo dos alcaloides, consideravel variagdo foi encontrada nos
valores médios nas amostras entre os dois ecossistemas. Harmalina e tetrahidroharmina exibi-
ram maior concentra¢ao nas plantas coletadas no periodo de inverno, porém com diferenca
significativa entre as duas areas. Isto pode est4 relacionado ao teor de fosforo (Malizia et al.
2010) e as adaptacdes anatdomicas durante o periodo de inverno. Teor baixo de harmalina em

B. caapi pode nao ter relacdo com harmina e terahidroharmina (Callaway et al. 2005). Como a
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concentracdo média desses alcaloides foi superior tanto no periodo de inverno quanto verao em
Campinarana, além do balango nutricional, associamos o sucesso fitoquimico das plantas desse
ecossistema a variedade de adaptagdes anatomicas do sistema condutor e as caracteristicas ari-
das deste ecossistema, uma vez que aridez tende a aumentar a concentragao de alcaloides

(Robertson et al. 2018).

Figura 7. Localizagio histoquimica de alcaloides em caules de Banisteriopsis caapi revelado com reagente de Dragendorff. A.
Regiio do ritidoma e cortex com abundante presenca de alcaloide; B. corte longitudinal do floema nido condutor; C. corte
transversal do floema condutor mostrando a faixa de fibras, presenca de alcaloide em esclereides e elementos de tubo crivado;
D. longitudinal do floema condutor; E. corte transversal do xilema externo, observar a presenca de alcaloide em células do
paténquima, no raio e elemento de vaso; F. corte longitudinal radial do xilema secundério (externo) mostrando acimulo de
alcaloides em células do raio e parénquima radial e axial e também nas fibras; G. corte transversal do xilema interno observar
a presenca de alcaloides em células do raio, elementos de vaso e traqueides, em detalhe presenca de alcaloide em elemento de
vaso; H. Corte longitudinal radial do xilema interno com acimulo de alcaloides em traqueides, elementos de vaso e células do
paténquima; I. corte transversal da regido da medula mostrando a presenca de alcaloides em idioblastos (seta vermelha), ele-
mento de tubo ctivado (seta azul) e fibras (seta preta). Observar a abundancia de idioblastos contendo alcaloides.
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Por outro lado, a concentragdo média de harmina ndo mostrou diferenga nas plantas
coletadas nos dois ecossistemas tanto no periodo de verdo quanto inverno (Fig. 8 A-C). Uma
explicacdo para isto € que, maior concentracao de nitrogénio no solo do ecossistema de Terra-
firme pode ter favorecido a concentragdo média desse alcaloide encontrada em plantas de TF,
considerando que a maioria dos alcaloides funcionam como reservatérios de nitrogénio (Ali et
al. 2019). Porém amostras de B. caapi que foram coletadas por Spruce em 1852 e analisadas
em 1969, harmina (4 mg/g) foi exclusivamente o Unico alcaloide encontrado (Schultes et al.

1969) o que demonstra a estabilidade desse alcaloide.
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Figura 8. Concentracio de alcaloides em caules de Banisterigpsis Caapi coletados em ecossistema de Terra-firme (TF) e Campina-

rana (CAMP) no periodo de inverno e verdo. A. concentra¢io de harmalina; B. concentraciio de harmina; C concentragao de te-
trahidroharmina.

4.4 Conclusao

Nosso estudo mostra com dados ambientais, anatdmicos, morfologicos e fitoquimicos
as principais causas das variagcdes nas concentragdes de alcaloides encontradas em caules de B.
caapi. A espécie se adapta bem tanto em ecossistema de Campinarana quanto de Terra-firme.

O tipo de variante cambial tem valor taxondmico, e ¢ descrito aqui pela primeira vez
como cdmbio sucessivo rosetado. Futuros estudos ontogenéticos sao necessarios para determi-
nar a origem de formacao desta variante cambial.

As caracteristicas anatdmicas do sistema condutor se adaptam em resposta as altera-
¢oes na disponibilidade hidrica sazonal do ambiente e na capacidade hidrica do solo. O cresci-
mento em espessura do caule aumenta a deformidade dos elementos de vasos, principalmente,
no periodo de inverno. Diametro e quantidade dos elementos de vasos em B. caapi sdo alteradas

como estratégia de aliar segurancga e eficiéncia hidraulica.
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Todos os tecidos do caule de B. caapi tem locais de acimulo de alcaloides, e também
os elementos de vasos do xilema interno. A variagdo na concentragao de harmina, harmalina e
tetrahidroharmina em B. caapi esta ligada as caracteristicas hidricas do ambiente, ao balango
nutricional do solo e as adaptacdes anatdomicas do sistema condutor do caule. Em ecossistema
de CAMP que passa por periodos de estresse hidrico sazonal a concentracdo dos alcaloides ¢

mais elevada.
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5. AVALIACAO DO AMBIENTE DE ORIGEM E CONDICAO DE SECAGEM DAS
PLANTAS NA CONCENTRACAO DOS ALCALOIDES E POTENCIAL CITOTO-
XICO DO CHA AYAHUASCA SOBRE CELULAS DE QUERATINOCITOS HU-
MANOS

RESUMO

Banisteriopssis caapi e Psychotria viridis sao as plantas usadas na Ayahuasca, um
cha psicoativo de uso medicinal e espiritual indigena, considerado sagrado para além das
comunidades tradicionais da Amazé6nia. Atualmente, o cha e suas plantas tém uso religi-
0so e terapéutico crescente em diversos paises da Europa, Oceania e América do Norte.
Diversas publicagdes mostram efeitos neuropsicoldgicos e psicoterapéuticos associados
aos seus alcaloides bioativos. Uma ampla variagdo na concentra¢do dos alcaloides NN-
dimetiltriptamina (DMT) harmalina (HRL), harmina (HRM) e tetrahidroharmina (THH) em
cha Ayahuasca tem sido reportada mundialmente. Este estudo foi realizado para verificar
a variabilidade da concentra¢do dos alcaloides presentes na Ayahuasca, preparado com
insumos in natura provenientes de ambientes distintos e submetidas a secagem em dife-
rentes temperaturas na etapa poés-colheita. Outrossim, o chd Ayahuasca liofilizado, foi
avaliado para sua atividade citotdxica sobre células de queratinécitos (HaCaT) humanos.
Caules de B. caapi e folhas de P.viridis foram coletados em dois ecossistemas distintos
sendo cada coleta dividida em dois grupos. A interferéncia do ambiente sobre os insumos
vegetais foi avaliada em amostras do cha Ayahuasca preparado com plantas frescas. O
parametro de temperatura de secagem das espécies estudadas foi avaliado pelo preparo
do cha Ayahuasca com plantas que foram submetidas a temperaturas de 40, 43, 45, 50,
60 oC e ao sol. O protocolo de preparo do cha Ayahuasca foi por decocgao, conforme
preparado no ritual de uso religioso. O teor dos alcaloides bioativos foi determinado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector UV-vis com arranjo de diodo (CLAE-
DAD), a citotoxicidade in vitro da Ayahuasca foi avaliada em células HaCaT (queratindcitos
humanos) utilizando o ensaio colorimétrico de sulforrodamina B (SRB), e como controle
positivo o agente antineoplasico cloridrato de doxorrubicina. As diferentes caracteristicas
do ambiente de Campinarana (CAMP) e Terra-firme (TF) e as diferencgas sazonais entre as
duas dreas bem como o processo e temperatura de secagem das plantas demonstrou in-
terferir nas concentra¢des de DMT, HRL, HRM e THH das amostras avaliadas. As variagdes
nas concentragdes dos alcaloides, sofrem influéncias do ambiente de origem das plantas
usadas na preparagao do cha Ayahuasca. O processo de secagem tem interferéncia sobre
o teor dos alcaloides DMT, HRL, HRM e THH detectado em cha Ayahuasca. Com base na
atividade antiproliferativa os alcaloides presentes na Ayahuasca, preparados com plantas
desidratas ou in natura nas amostras estudas, ndo demonstrou efeito citotdxico in vitro
em queratinécitos humanos relacionados a DMT, HRL, HRM e THH presentes na
Ayahuasca. Estudos futuros usando modelo animal poderdo dar uma visdao mais ampla
desses resultados in vivo.

Keywords: Ayahuasca, Alcaloides, Etnomedicina, Secagem de Psychotria e Banisteriopis.
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ABSTRACT

Banisteriopsis caapi and Psychotria. viridis are the plants used in Ayahuasca, a
psychoactive tea of medicinal and spiritual indigenous use, considered sacred beyond the
traditional communities of the Amazon. Currently, the tea and its plants have a growing
religious and therapeutic use in several countries in Europe, Oceania and North Amer-
ica. Several publications showed neuropsychological and psychotherapeutic effects asso-
ciated with their bioactive alkaloids. A wide variation in the concentration of NN alka-
loids -dimethyltryptamine (DMT), Harmaline (HRL), Harmine (HRM) and Tetrahydro-
harmine (THH) in Ayahuasca tea has been reported worldwide. This study was carried out
to verify the variability of the alkaloid’s concentrations present in the Ayahuasca bever-
age, prepared with fresh ingredients from different environments and dried at different
temperatures in the post-harvest stage. Furthermore, lyophilized Ayahuasca tea was evalu-
ated for its cytotoxic activity on keratinocyte cells (HaCAT). Stems of B. caapi and leaves
of P.viridis were collected in two different ecosystems, each collection being divided into
two groups. The environment interference on plant inputs was evaluated in sam-
ples of Ayahuasca tea prepared with fresh plants. The drying temperature parameter of the
studied species was evaluated by preparing Ayahuasca tea with plants that were subjected
to temperatures of 40, 43, 45, 50, 60 °C and in the sun. The protocol for preparing Aya-
huasca tea was by decoction, as prepared in the ritual of religious use. The concentration
of bioactive compounds was determined by high performance liquid chromatography with
a UV-vis detector with diode array (HPLC-DAD). The in vitro cytotoxicity of Ayahuasca
tea was evaluated in HaCaT cells (human keratinocytes) using the colorimetric assay of
sulforodamine B (SRB) using the antineoplastic agent doxorubicin hydrochloride as a pos-
itive control. The different characteristics of the Campinarana (CAMP) and Terra-firme
(TF) environment and the seasonal differences between the two areas, as well as the drying
process and temperature of the plants, have been shown to interfere with the DMT, HRL,
HRM and THH concentrations of the evaluated samples. The variations in the alkaloid
concentrations are influenced by the environment of origin of the plants used in the prepa-
ration of Ayahuas-ca tea. The drying process interferes with the content of DMT, HRL,
HRM and THH alkaloids detected in Ayahuasca tea. Based on the antiproliferative activity,
the alkaloids present in Ayahuasca, prepared with dehydrated or in natura plants in the
studied samples, did not demonstrate an in vitro cytotoxic effect in human keratinocytes
related to DMT, HRL, HRM and THH present in Ayahuasca. Future studies using an ani-
mal model can give a broader view of these results in vivo.

Keywords: Ayahuasca, Alkaloids, Ethnomedicine, Drying of Psychotria, Banisteriopsis.

5.1 Introducao

O ché ayahuasca ¢ um decocto presente na etnomedicina e nos rituais indigenas dos
povos da Amazdnia desde €época pré-colombiana (Miller et al., 2019), se destacando por seu
potencial psicoativo desencadeado pelo sinergismo dos alcaloides NN-dimetiltriptamina

(DMT) presentes nas folhas de Psychotria viridis e o grupo de compostos f3-carbolinicos har-
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maina (HRM) harmalina (HLM) e tertrahidroharmina (THH) encontrados no caule de Baniste-
riopssis caapi (Fig. 1). A atividade sinérgica destes compostos confere os efeitos psicotropicos
e enteogénicos (Tupper, 2008) considerados pelos consumidores do cha como um resultado de

expansao da consciéncia.

—~—~
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H CH,
Harmina (HRM)
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Figura 1. Estruturas quimicas dos alcaloides no cha Ayahuasca. NN-dimetiltriptamina (DMT), 3-carbolinico harmaina (HRM)
harmalina (HLM) e tertrahidroharmina (THH).

A incorporacao desta bebida para propositos de cura e sustentacao religiosa, em soci-
edade urbana contemporanea, surgiu de populagdes indigenas (Grob et al., 1996) e caboclas de
florestas tropicais. Estudos dos compostos bioativos do cha Ayahuasca (Callaway et al., 1999;
Pires et al., 2009; Santos et al., 2017; Souza et al., 2019) e das plantas que o compdem
(Cavalcante et al., 2018; Miranda et al., 2020; Soares et al., 2017) foram impulsionados pelo
aumento do uso religioso e terapéutico da Ayahuasca nos Estados Unidos e diversos paises da
Europa e também, pela tendéncia mundial para pesquisa de terapias psicodélicas. Ficou evi-
dente, que o efeito enteogénico da Ayahuasca tem relacao direta com a atividade do DMT, que
por via oral ¢ inativado devido a degradagdo pela monoamina oxidade visceral (MAQO). Esse
efeito € revertido pela agdo das f-carbolinas que sdo inibidores reversiveis altamente ativos da
MAO podendo proteger o DMT da desaminacdo pela MAO viabilizando seu uso oral
(McKenna, 2004).

Em amostras de Ayahuasca consumido em paises da Europa foram encontradas vari-

acoes na concentragao dos alcaloides DMT, HRM, HRL e THH, em alguns casos foi encontrado
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até produto sintético (Kaasik and Kreegipuu, 2020). E sabido que a Ayahuasca consumido nes-
ses paises, geralmente, sao produzidos em paises amazonicos e transportados para os locais de
consumo. Silveira et al. (2020) quantificaram os alcaloides em amostras de Ayahuasca arma-
zenadas sete dias em alta temperatura, imitando o transporte de correio, € ndo encontraram
diminuigao significativa para DMT, mas importantes variagdes ocorreram com os alcaloides /-
carbolinicos, constatando para THH uma diminui¢do de até¢ 67,9 %. Outros estudos também
encontraram variagdes na concentracao destes alcaloides em amostras de Ayahuasca da mesma
origem (Pires et al., 2009). Em amostras de Ayahuasca preparadas conforme a tradicao que
preconiza a decoc¢do de folhas de P.viridis juntamente com o caule de B. caapi , a variagao
encontrada atingiu ordem de grandeza de até 10 vezes (Souza et al., 2019).

Os dados mostrados nos estudos acima descritos e a rapida expansao de uso deste cha
revelam que duas abordagens relevantes com respeito ao uso da Ayahuasca necessitam ser ava-
liadas. A primeira abordagem refere-se as causas da variacao dos teores dos alcaloides no cha
encontrado mundialmente e a segunda, refere-se a estratégias para assegurar que a Ayahuasca
consumido em paises fora das regides amazonicas contenham somente as plantas preconizadas
na preparacao da Ayahuasca, de modo que o uso deste cha seja seguro para seus usuarios. Ou-
tros autores ja descreveram a grande variabilidade da B. caapi, com ao menos 30 variedades
distintas descritas e catalogadas, que estdo diretamente relacionadas, com os diferentes teores
dos alcaloides encontrados nas preparacoes da Ayahuasca , além dos diferentes proporcao das
plantas usadas pelos diferentes grupos (Santos et.al., 2020; McKenna, 2004).

Quanto a origem, a relacao planta-ambiente interfere no processo do metabolismo se-
cundario, atuando como forga motriz para a biossintese de compostos fitoquimicos em plantas
(Ncube et al., 2012; Osbourn et al., 2003) essa abordagem foi relatada por Miranda et al. (2020)
para P.viridis, a espécie que contribui com o DMT, porém nesse estudo os autores nao relataram
o teor desse alcaloide no cha. Outro fator que tem influéncia no metabolismo secundario das
plantas ¢ a diversidade genética dentro da espécie, bem descrita para as espécies utilizadas na
beberagem de Ayahuasca e outras espécies medicinais (Santos et. al., 2020; Figueira et.al.,
2010). Para garantir a seguranca de uso da Ayahuasca em paises fora da area geografica de
ocorréncia natural das plantas (Europa e América do Norte), uma estratégia seria disponibilizar
0s insumos para o preparo in loco da Ayahuasca nesses destinos. Para atingir um produto de
qualidade que proporcione o efeito esperado uma alternativa € o fornecimento o insumo vegetal
desidratado e estabilizado. O processo de secagem proporciona um produto estavel de facil
transporte, em volume reduzido comparado a planta in natura, além d ficar disponivel durante

0 ano todo (Orphanides et al., 2016). Apesar de ser considerada um dos processos mais usual e
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fundamental de preservagao de plantas medicinais, a secagem pode favorecer a perda exacer-
bada de compostos bioativos dependo da temperatura aplicada (Chua et al., 2019).

A interferéncia tanto do ambiente quanto da secagem na concentragdo dos compostos
bioativos de plantas medicinais estd bem documentada (Liebelt et al., 2019; Ng et al., 2020).
Para as espécies B. caapi e P.viridis, apesar do aumento do consumo da Ayahuasca em diversos
paises extra-amazonicos, bem como, seu descrito potencial farmacoldgico e terapéutico, ainda
faltam dados consolidados estabelecendo a contribui¢do do efeito do local de coleta do insumo
na variagao do teor dos alcaloides no cha, como também, até o momento faltam estudos sobre
a temperatura de secagem mais consolidados das plantas que sdo utilizadas na bebida da
Ayahuasca.

Com intuito de padronizar pardmetros dos insumos utilizados no preparo do cha de
Ayahuasca, este trabalho avaliou a concentragdo dos alcaloides DMT, HRM, HRL e THH (Fig
1) de plantas coletadas em dois ecossistemas distintos da Amazonia aliado a avaliacdo da
influéncia que as temperaturas de secagem de B. caapi e P.viridis tem sobre ao conteudo destes
alcaloides no produto final. Outrossim, foi testado a citotoxicidade, em células de
queratinocitos, do cha de Ayahuasca preparado tanto com plantas in natura como aquelas

submetidas a secagem.

5.2 Material e métodos
5.2.1 Areas de coletas e material vegetal

As coletas de B. caapi nativo e de P. viridis cultivada foram realizadas em duas areas
de ecossistemas distintos, distantes entre si aproximadamente 360 Km, sendo area de Campi-
narana (CAMP), localizada ao Sul do Estado de Roraima (00° 57' 03" N e 59° 54' 39" O) e area
de Terra-firme (TF) localizada ao Norte do Estado do Amazonas (02° 02' 04 S; 60° 01' O).
Apresentando clima classificado como equatorial umido Af segundo Koppen (Zarur, 1943),
ambas areas nao apresentam clara estabilizagcdo das estagdes do ano e o clima ¢ marcado por
sazonalidade anual de chuvas (Alvares et al., 2013). Cada ecossistema deste estudo foi carac-
terizado de acordo com dados descrito na literatura (Ab’Saber, 2002; Barbosa and Miranda,
2004; Miranda et al., 2020) e por observacodes in loco.

Para todas as andlises, o material vegetal foi coletado de individuos escolhidos aleato-

riamente dentro de cada érea, sendo cinco individuos de B. caapi nativos e 20 de P. viridis
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cultivados em plantio agroflorestal. As coletas foram realizadas entre 6h ¢ 10h da manha nos
meses de agosto/2016, janeiro/2017, novembro/2017 e fevereiro/2019.

Os nomes das espécies foram verificados no http://www.theplantlist.org e o material
identificado sob Voucher INPA N° 282931, 282932, 282933, 282934, 282935 estando as exsi-
catas depositadas no Herbario INPA do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia-INPA.

5.2.2 Pré-processamento das plantas e preparo de Ayahuasca

Ap0s cada coleta, as amostras de folhas e os caules de B. caapi foram lavadas em agua
corrente sendo os caules pré-processados, por batigdo com porrete de madeira para separagao
das fibras (Fig. 2 A-D). No pré-processamento do material vegetal coletado em janeiro/2016,
agosto/2016 e uma coleta de novembro/2017 as folhas e caules foram pesados separadamente
e as amostra de cada espécie divididas em dois lotes de pesos iguais (Fig. 1 B). O primeiro lote
foi usado para preparo de Ayahuasca com plantas in natura, enquanto o segundo lote, o material
foi submetido a secagem a temperaturas de 60 °C, 50 °C e 40 °C sendo as amostras de cha
resultantes, analisadas para determinagdo do teor dos alcaloides DMT, HRM, HRL e THH.

As demais coletas realizadas em novembro/2017 e fevereiro/2019 foram submetidas
a0 mesmo pré-processamento descrito para as trés primeiras coletas e divido em lotes de igual
massa. Os caules de B. caapi e folhas de P.viridis pré-preparados foram submetidos a trés con-
dicoes de secagem diferentes [(a) caules a 45 °C e folhas 40 °C, (b) caules e folhas ao sol e (c)
caules a 45 °C e folhas a 43 °C]. Apos secagem, cada lote de material foi utilizado para preparo
de Ayahuasca, sendo as amostras de cha resultantes, analisadas para determinagdo do teor dos
alcaloides DMT, HRM, HRL e THH.

Para todas as secagens foi utilizada estufa de circulacao for¢ada com renovagao de ar
com temperatura controlada (TE-394/3 Tecnal). Para secagem ao sol, foi utilizado um meca-
nismo com badejas de tela (Fig. 3 A e B). A secagem foi monitorada por pesagens amostrais,
em balanca de precisdo com intervalos iniciais de 12 h, reduzidos para 6 h quando o material
atingiu 50% do peso inicial, sendo mantido esse intervalo até peso constante. Apds a secagem
completa, os materiais foram acondicionados em sacos plasticos, protegidos da luz e armaze-
nados em caixa organizadora até o momento do preparo do chad Ayahuasca.

O maximo teor de umidade das plantas foi medido com base no trabalho de Silveira et
al. (2013). Amostras de caules de B. caapi e folhas de P. viridis foram submersos em dgua para

saturacdo até atingir peso constante, considerando-se este o peso fresco maximo (PF). Para
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determinar o peso seco (PS), as amostras foram secas em estufa de circulagdo forgada com
renovacao de ar (TE-394/3 Tecnal) a 90 °C para caules e 70 °C para folhas. Realizadas pesagens
a cada 24, sendo considerado peso seco quando a diferenga entre duas pesagens consecutivas,
foi inferior a 1%. O teor de umidade méximo (TU) foi calculado como TU (%) = (PF — PS) /PF
x 100.

Figura 2. Pré-processamento de P. viridis e B. caapi. A. Folhas de P. viridis ap6s lavagem em agua corrente; B. caules de B. caapi apos
lavagem em 4gua corrente para separagio das fibras; C. caules de B. caapi ap6s desfibragem; C. Pesagem dos caules de B. caapi para
secagem.
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Figura 3. Mecanismo utilizado para desidratagio ao sol de B. caapi e P. viridis. A. Caules de B. caaps; B. Caules de B. caapi e folhas
de P.viridis.

A Ayahuasca, tanto usando plantas in natura quanto plantas desidratadas, foi preparado
seguindo o ritual de preparo adotado pelo Centro Espirita Beneficente Unido do Vegetal
(CBUDV) com proporgoes definidas entre as quantidades de folhas de P. viridis e caule de B.
caapi, volume de agua, pressao do fogo e tempo de cozimento, mantendo-se constante em todas
as preparagoes para analises (Fig. 4). O rendimento médio foi de 5-7 L de cha para cada lote de
material vegetal. Apds a preparacdo a Ayahuasca foi armazenado em recipiente PET ainda
quente (em torno de 60 °C) e sem ar para minimizar o processo de fermentagdo, deixado para

esfriar em temperatura ambiente e posteriormente mantido em geladeira a 5 °C.
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Figura 4. Processo de decoc¢ao da Ayahuasca preparado com caule de B. caapi e folhas de P. viridis (propor¢ao aproximada de
10/1) em 4agua seguindo o ritual de uso religioso da UDV.

5.2.3 Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector UV-vis com

Arranjo de Diodos (CLAE-DAD)
5.2.3.1 Preparo das amostras

As amostras liquidas de Ayahuasca foram concentradas sob vacuo (FISATON®), até
atingir um volume de cerca de 10% do volume inicial. A seguir, foram acondicionados em
frascos apropriados, congeladas a -80 °C e liofilizadas a 4 atm de pressdo durante 72 horas até
a obtenc¢ao do residuo seco (liofilizado). O liofilizado resultante foi armazenado protegido da
luz em geladeira a 5 °C. Aliquotas (10 = 1 mg) de cada amostra de Ayahuasca foram pesadas,
transferidas para um baldo volumétrico (10 mL) e dissolvidas em metanol grau HPLC sob agi-
tagdo vigorosa (vortice) seguida de ultrassom (10 mim) ajustando o volume final para 10 mL
(solucdo estoque 1 mg/mL). No momento da anélise, uma aliquota (200 uL) de cada solugao
estoque foi misturada com metanol grau HPLC (800 pL) em um tubo conico de polipropileno
de 2 mL sob agitacao em vortex (1.400 rpm, 10 min) e centrifugada (12.000 rpm, 5 min). Uma
aliquota (200 pL) de cada sobrenadante foi coletada, transferida para um frasco de vidro de
amostrador automatico contendo 800 pL. de metanol e homogeneizada por vortex para posterior

analise.
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5.2.3.2 Preparo das Solug¢des padrao

Os padroes de harmina (HRM) e harmalina (HRL) foram adquiridos da empresa Sigma-
Aldrich® (Steinheim, Alemanha) e tetrahidroharmina (THH) da Cayman Chemical® e o N,N-
dimetiltriptamina (DMT) foi sintetizado por um procedimento (Giumanini et al., 1389; Pires
et al., 2009b), baseado no método de dimetilagao de triptamina. Para cada analito foi construida
uma curva de calibracdo contendo cinco pontos variando de 100-1000 pg/mL, obtida através

da regressao linear (a area sob a curva versus concentragdo) considerando R? > 0,98.

5.2.3.3 Condicoes de analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector

UV-vis com Arranjo de Diodos (CLAE-DAD)

O método utilizado foi descrito por Lanaro et al. (2015). O experimento realizado
usando um Sistema de CLAE Proeminence (Shimadzu®, Kyoto, Japan). Foi utilizada uma co-
luna Atlantis T3 (150 x 3.0mm, 3um) equipado com uma coluna de prote¢ao Atlantis T3 (30
x10 mm, 5 pum) (Waters Corporation, Milford, MA, USA) mantida a 35 °C. A fase movel foi
formada por solucao de acido fosférico em agua ultrapura (10 mmol/L, pH ajustado para 3,0
com trietilamina, A) e acetonitrila grau HPLC (B). A eluicao por gradiente, com taxa de vazao
de 1 mL/min, foi iniciada com 40% A e 60% B mantidas por 1 min e, em seguida, uma mudanca
gradual para 5% A e 95% B nos préoximos 13 min sendo esta propor¢ao final mantida por 5
min. A coluna foi reequilibrada para 60% de B ao longo de 0,5 min e mantida nessa concentra-
¢do por 3 min (tempo total de gradiente = 21 min). A temperatura do auto-amostrador foi con-
trolada e o volume de injecao foi de 10 puL. O detector de arranjo de diodos foi mantido a 35
°C e ajustado para adquirir espectros de 195 a 600 nm. Para quantificacdo, os cromatogramas
foram registrados a 279 nm (DMT), 291 nm (tetra-hidroharmina), 320 nm (harmina) e 375 nm

(harmalina).

5.2.4 Avaliacio da citotoxicidade in vitro
5.2.4.1 Linhagem Celular

Para avaliacao da atividade antiproliferativa, que determina a citotoxicidade, foi empre-
gada uma linhagem nao tumoral humana (HaCaT, queratinocitos imortalizados) que foi forne-
cida pela Faculdade de Odontologia de Piracicaba - FOP / Unicamp. A linhagem celular foi

cultivada em frascos T75 (Corning) em meio completo (RPMI-1640, suplementado com soro
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fetal bovino a 5% e penicilina/estreptomicina a 1%) em estufa a 37 °C com atmosfera umida
suplementada com 5% de CO2. Estas condi¢des foram utilizadas tanto para a manuten¢ao das

células quanto para os experimentos. As células foram utilizadas entre as passagens 5 e 12.

5.2.4.2 Avaliacao da citotoxicidade

A citotoxicidade foi avaliada pelo teste desenvolvido pelo NCI/EUA (Monks et al.,
1991). Primeiro, as células HaCaT foram colocadas em placas de 96 pocos (4 x 104 células/mL,
100 uL/poco) e incubadas por 24 h. Em seguida, uma aliquota (5 mg) de cada amostra de cha
Ayahuasca liofilizado foi diluida em DMSO (100 mg/ml) seguida de diluicao em série em meio
completo (0,15; 1,5, 15 e 150 ug/mL, concentragdo final) e aplicadas sobre as células (100
puL/compartimento) em triplicata (placas T1). O agente antineoplasico cloridrato de doxorrubi-
cina foi utilizado como controle positivo (0,015, 0,15, 1,5 e 15 pg/mL, 100 pL / compartimen-
tos, em triplicata). No momento da adi¢ao das amostras, uma placa denominada TO, contendo
células HaCaT, foi submetida a fixagdo com acido tricloroacético (TCA 50%, 50 pL/comparti-
mento). Apds 48 h de incubagdo, as células das placas T1 foram fixadas com TCA 50%. Todas
as células fixadas (TO e T1) foram coradas com corante proteico sulforrodamina B (0,4% em
acido acético 1%) e a leitura espectrofotométrica a 540 nm foi realizada em espectrofotdmetro
com leitor de microplacas (Molecular Devices®, modelo VersaMax). Usando os valores de ab-
sorbancia, o crescimento celular (%), em cada concentragdao de amostra, foi calculado conside-
rando-se como 100% do crescimento celular a diferenga entre as absorbancias de células nao
tratadas apos 48 h de incubagdo (T1) e no momento de adi¢ao da amostra (T0). A curva de
crescimento celular em fungdo da concentragcdo da amostra foi plotada e a concentragao efetiva
GI50 (concentracdo necessaria para inibir em 50% o crescimento celular) foi calculada por
regressdo sigmoidal usando o software Origin 8.0® (Origin Lab Corporation, Northampton,
MA, EUA). As anélises foram realizadas no Laboratorio de Fitoquimica, Farmacologia e To-

xicologia Experimental (LAFTEX) na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNICAMP.

5.3 Resultados e discussao

Este trabalho permitiu verificar a influéncia do ambiente e do processo de secagem
dos caules de Banisteriopssis caapi e das folhas de Psychotria viridis na concentracao de quatro

alcaloides presentes no cha Ayahuasca, preparado conforme ritual tradicional. Considerando-
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se o grande interesse na utilizacdo do cha Ayahuasca para o uso religioso e tratamento de di-
versas enfermidades neurologicas e psiquidtricas (Antonio Estrella-Parra et al., 2019;
Breeksema et al., 2020; Guimaraes dos Santos and Eduardo Cecilio Hallak, 2019; Hamill et al.,
2019; Miranda et al., 2020; Orsolini et al., 2020; Romeo et al., 2020) estudos sobre essas vari-
aveis dao contribuigdes importantes para estabelecer os parametros necessarios para assegurar
reprodutibilidade dos efeitos psicotropicos e farmacoldgicos esperados.

Neste estudo, foram avaliadas espécies vegetais coletadas em duas localidades da re-
gido Norte do Brasil. Uma localidade esta ao Norte do Estado do Amazonas no ecossistema de
Terra-Firme (TF) e outra ao Sul do Estado de Roraima no ecossistema de Campinarana
(CAMP). A regido de TF exibe taxa pluviométrica anual média de 2.585 mm e capacidade de
retencao hidrica do solo maior que o ecossistema de CAMP que tem taxa pluviométrica anual
média de 1.847 mm, aproximadamente 30% menor que TF (Agritempo 2018). CAMP ainda
tem periodo de verdo mais prolongado (Miranda et al., 2020; Moreira, 2016), solo pobre em
minerais ¢ alta lixiviacdo causada pela intensidade de chuvas (Rodrigues et al., 2001; Silveira
et al., 2013). Esses fatores juntos fazem com que as plantas do ecossistema de CAMP atraves-
sem um periodo de estresse hidrico o que nao ocorre com as plantas de TF. Os dois ecossistemas
deste estudo estdo localizados geograficamente em lados opostos da linha do Equador, da
mesma forma os periodos de verdo (periodo menos chuvoso) e inverno (periodo mais chuvoso)
se invertem nas duas areas. Novembro ¢ o tinico més em que o periodo de verdo ocorre simul-
taneamente nos dois ecossistemas, porém em estagios opostos da estacdo, uma iniciando o pe-
riodo enquanto a outra finalizando o ciclo da estagao.

A relacao planta-ambiente interfere na qualidade dos metabolitos secundarios produ-
zidos pelas plantas (Osbourn et al., 2003) e tem sido alvo de estudo para diversas espécies ao
longo dos tempos (Cavalcante et al., 2018; Liu et al., 2016; Nava and Gomes, 1998; Ncube et
al., 2012). Além das caracteristicas do ambiente (origem geografica da planta) e periodo de
coleta das plantas usadas na preparagdo do cha, a diversidade genética da espécie, os processos
pos-colheita do material vegetal, como secagem, assim como as condi¢des de preparo do cha
Ayahuasca também influenciam o teor final das substancias enteogénicas do cha.

A quantidade e a propor¢ao de plantas usadas na preparagdao do cha Ayahuasca sdo
parametros que influenciam diretamente no teor dos alcaloides detectados do cha (McKenna,
2004). Por outro lado, entre os alcaloides extraidos no processo de decocgdo de Ayahuasca os
compostos HRL e HRM sao facilmente degradados em THH por acao da temperatura do pro-
cesso (Callaway, 2005). Buscando minimizar variabilidade nos resultados e respeitando o mé-

todo de preparacdo ritualistica utilizada pela UDV, buscou-se uniformizar todas as preparacdes
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cha Ayahuasca deste estudo quanto: a propor¢ao das plantas, o volume inicial de agua, a inten-
sidade de fogo e o rendimento final.

Ainda, todas as amostras de chd Ayahuasca foram armazenadas em geladeira antes do
processo de liofilizagcdo. Estudos de estabilidade de amostras, quantificadas por cromatografia
liquida acoplada a detector de massas (LC-ESI-MS/MS), dos alcaloides encontrados no cha
Ayahuasca demonstraram que DMT e HRM foram estaveis num periodo de 12 meses quando
armazenados em condi¢do refrigerada. Enquanto HRL demonstrou ser facilmente degradada,
como também THH cujo teor decaiu significativamente num intervalo de quatro meses, com
perfis distintos entre as amostras avaliadas (Silveira et al. 2020).

Considerando a uniformidade estabelecida para as amostras, os resultados produzidos
em nosso trabalho refletem de maneira representativa a influéncia do local e época de coleta
bem como o efeito do processo de secagem na concentragdo de alcaloides no chd Ayahuasca.

O efeito psicotropico do cha Ayahuasca depende da atividade sinérgica dos alcaloides
harmina (HRM), harmalina (HRL), tetrahidroharmina (THH) e N, N-dimetiltriptamina (DMT)
(Estrella-Parra et al, 2019). Por isso, avaliamos a variagao dos teores brutos e relativos desses
quatro alcaloides no cha Ayahuasca preparado com plantas das areas de coleta de Campinarana
e Terra-firme.

Considerando-se as amostras de Ayahuasca preparadas com plantas in natura coleta-
das no inverno (Tabela 1, amostras A3 e A4), a concentragao dos alcaloides DMT, HRL e THH
foi 54,22; 50,09 e 42,09% respectivamente maior quando as plantas foram coletadas no ecos-
sistema de TF comparado ao ecossistema CAMP enquanto a concentragdo de HRM nao apre-
sentou diferenca entre as coletas. J4 quando a coleta foi realizada durante o verao (Tabela 1,
amostras A2 e A13), observou-se um aumento na concentragdo de DMT 44,34% diminuigao
nas concentragdes de HRL e HRM 46,83 e 48,04% respectivamente com manutengao da con-
centracdo de THH quando se compara a area de coleta TF com CAMP. Ainda, quando se com-
pararam dois anos diferentes de coleta na mesma estagdo do ano (verao) (Tabela 1, amostras
Al3 e AS para CAMP e A2 e A7 para TF), as amostras A13 e A5 demonstraram aumento de
49,6% no teor de DMT e 5,6% para THH com uma diminui¢ao dos teores de HRL de 19,68%
e para HRM de 20,58%. Enquanto para as amostras A2 e A7 ocorreu uma diminui¢ao no teor
de DMT de 24% e 11,84 para THH com concomitante aumento de 35,47% para HRL e 14,93%
para HRM evidenciando como as variacdes climaticas da disponibilidade de 4gua no solo de
um ano para outro influéncia diretamente nos teores dos alcaloides analisados (Tab. 2). A queda

significativa na disponibilidade de d4gua no solo (DAS) de janeiro a novembro no ecossistema
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de CAMP refletiram nas amostras numa queda de 24% do D|MT e 14,93% de HRM, enquanto
que para as amostras de TF, onde a variagdo da disponibilidade de agua no solo foi positiva

observou-se um incremento de 49,6% para DMT e 5,6% para THH.
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Tabela 1. Concentragdo de alcaloides (mg/L) e Efeito citostatico (Glso, plg/ml) observados para Ayahuasca preparado com plantas i natura e apds secagem.

Coleta Secagem Alcaloides (mg/L) Razdes
Epoca Local Estagdo Amostra Nao Sim DMT HRL HRM THH DMT/HRL DMT/HRM DMT/THH THH/HRL THH/HRM HRM/HRL Glso
A2 X 73,74 27,72 161,34 263,94 2,66 0,46 0,28 9,52 1,64 5,82 80,5+ 5,1
T v Al4 60/60 37,3 15,7 181,9 79.4 2,38 0,21 0,47 5,06 0,44 11,59 n.t.
Agoll6 A3 X 40,74 31,8 250,8 242,94 1,28 0,16 0,17 7,64 0,97 7,89 >150
camp ! Al2 60/60 31,62 14,52 110,76 100,62 2,18 0,29 0,31 6,93 0,91 7,63 >150
A4 X 88,86 63,72 256,5 419,58 1,39 0,35 0,21 6,58 1,64 4,03 141,6 + 13,9
T ! A10 50/50 39,72 30,66 198,0 230,88 1,3 0,2 0,17 7,53 1,17 6,46 150
fan16 Al3 X 41,04 52,14 310,56 2742 0,79 0,13 0,15 5,26 0,38 5,96 n.t.
Camp v
A6 50/50 40,44 23,34 129,48 134,52 1,73 0,31 0,3 5,76 1,04 5,55 150
A7 X 55,98 42,96 189,66 232,68 1,3 0,3 0,24 5,42 1,23 4,41 34,5+73
A8 40/40 65,1 51,54 240,12 256,32 1,26 0,27 0,25 497 1,07 4,66 n.t.
TF v Al8 50/50 33,36 45 116,28 29,76 7,41 0,29 1,12 6,61 0,26 25,84 n.t.
All 40/45 52,0 334 2388 206,6 1,56 0,22 0,25 6,19 0,87 7,15 n.t.
Nov/17 Al6 sol 37,08 5,46 140,58 40,5 6,79 0,26 0,92 7,42 0,29 25,75 119,5+0,5
A5 X 81,42 41,88 246,3 290,58 1,94 0,33 0,28 6,94 1,18 5,88 >150
A9 40/40 62,94 11,28 173,76 97,08 5,58 0,36 0,65 8,61 0,56 15,40 >150
Camp v Al7 50/50 55,5 19,2 149,28 96,54 2,89 0,37 0,57 5,03 0,65 7,78 >150
AlS sol 72,18 29,52 232,8 103,5 2,45 0,31 0,7 3,51 0,44 7,89 65,7+25,0
TF I A19 43/45 108,36 39,78 165,3 127.8 2,72 0,66 0,85 3,21 0,77 4,16 111,9+0,3
Few19 Camp v A20 43/45 98,94 29,76 119,1 111,42 3,32 0,83 0,89 3,74 0,94 4,00 35%

Camp = Campinarana; TF= Terra-firme; E= estagdo do ano: V = Verdo, | = Inverno; Amostras: Ayahuasca preparado com plantas in natura (A2-TF, A3-CAMP; A4-TF, A-
13-CAMP; A 7-TF e A-5 CAMP); Secagem: 60/60, 50/50, 40/40, 40/45, 43/45 = temperaturas (°C) de secagem das folhas de P. viridis e dos caules de B. caapi, respectivamente;
sol = folhas de P. viridis e dos caules de B. caapi secas ao sol conforme Figura 3; Razdes: concentragdo do alcaloide N, N-dimetiltriptamina (DMT) em fung&o da concentracio
de Harmalina (HML), Harmina (HRM), tetrahidroharmina (THH); concentragdo de THH em fungdo da concentragdo de HRL, HRM e concentracdo de HRM em fungéo de
HRL determinadas por HPLC-DAD; Glso (ug/ml) = concentragdo de cha liofilizado necessario para inibir em 50% a proliferacdo das células da linhgem HaCaT; *valor

aproximado em fungdo dos valores experimentais; n.t. = ndo testado.
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Tabela 2. Variacoes climaticas ocorridas entre o verdo de 2016 e 2017 nos ecossistemas CAMP e TF

Ecossistema Coleta T (°C) Pluv (mm) UR % DAS
TF ago/16 28,07 4,72 72,92 62,94

TF nov/17 28,50 3,92 73,27 82,84

CAMP jan/16 28,41 0,99 63,08 52,40
CAMP nov/17 30,56 0,17 57,10 6,57

TF:Terra-firme; CAMP: Campinarana; T: temperatura; pluv: pluviosidade; U.R: umidade relativa e DAS: dispo-

nibilidade de 4gua no solo. Os valores sdo dados da média mensal.

Andlises realizadas por Callaway (2005) em amostras de Ayahuasca obtidas durante
cinco anos de varias fontes religiosas revelaram ampla variagdo no perfil dos alcaloides. En-
quanto Lanaro et al. (2015) em amostras obtidas de uma tUnica fonte, porém de estacdes
distintas (inverno, verdao, outono e primavera também encontraram variagdes acentuadas nas
concentragoes dos alcaloides. Ambos autores basearam seus resultados nas diferentes formas
de preparagado, na fonte da planta e pela quantidade/proporcao das plantas usada na preparagao
da Ayahuasca.

As variagdes encontradas em nosso estudo sdo menores do que as encontradas por
Callaway e Lanaro (Tab 3). Considerando que utilizamos amostras padronizadas desde o local
de coleta das plantas até a preparacao do cha Ayahuasca e momento das analises de uma Unica
fonte religiosa, a variagdo encontrada nos teores dos alcaloides neste estudo tem relagdo direta
com a €poca de coleta, com as caracteriticas do ambiente de coleta das plantas. Portanto,
padronizar as proporcoes das plantas utilizadas nas preparagdo da Ayahuasca, na tentativa de
evitar concentragdes elevadas dos principio enteogenicos no cha preparado com plantas in,
deverdo ser considerados necessariamente o local e época da colheita (Liebelt et al., 2019).

As concentragdes de HRM, HRL e THH detectadas, mostram que a conversao de
HRM em HRL e desta para THH durante a decocgao das plantas sugerida por Callaway (2005)
se ocorreu em nossas amostras foi em menor escala, considerando a concentracdo de HRM e
HRL quantificadas no cha. Isto refor¢a a importancia de equilibrar a propor¢ao/quantidade das
plantas utilizada na preparagdo da Ayahuasca para evitar exacerbadas variagdes nas
concentracoes dos alcaloides no cha.

Em termos de razao proporcional relativa dos alcaloides no chd Ayahuasca preparado
com plantas in natura no inverno (Tab. 1 amostras A3 e A4), a razao DMT/HRL DMT/HRM
e DMT/THH foi maior quando as plantas foram coletadas em ecossistema de TF sendo 1,39;

0,35 e 0,21 respectivamente. Da mesma forma no periodo de verdo (Tab. 1 amostras A2 e A13)
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maior razdo também foi encontrada para amostras do ecossistema de TF, sendo 2,66 para
DMT/HRL; 0,46 para DT/HRM e 0,28 para DMT/THH quando comparadas com as amostras
preparadas com plantas coletadas em ecossistema de CAMP. A razao de THH/HRM foi de 1,64

e 0,88 em ecossistema de TF e CAMP respectivamente.

Tabela 3. Comparacdo da concentragdo dos alcaloides da Ayahuasca com preparacdo com e sem padronizagéo
de diferentes fontes. Quantificados por HPLC.

Autor Padrio Origem  Amostras DMT HRL HRM THH
(n) (G (mg/L)  (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Callaway (2005) Nao 4 20 160-5840  100-900  450-6250  450-5260
Lanaro et. al (2018) Nao 1 9 402-2070  28-181 295-2894  850-2053
Este estudo Sim 1 20 41-108 28-64 161-311 239-420

A relagdo encontrada para THH/HRM nos periodos de verao e inverno (Tab.1 amostras
A2 e Al3; A3 e A4) foi maior e constante para cha com plantas coletadas no ecossistema de TF
tanto no periodo de inverno quanto verao (1,64) estd razao ¢ o dobro da razao encontrada por
Callaway, (2005) em estudo com amostras de Ayahuasca da UDV. Porém, até onde sabemos,
ainda ndo foi estudada qual ¢ a melhor razio entre estes dois alcaloides considerando os efeitos
enteogénicos para uso religioso e, também o resultado no tratamento de dependéncia quimica.

Este ¢ o primeiro relato de estudo que descreve parametros para padronizagdo da forma
de preparacao e das propor¢des das plantas (P. viridis/B. caapi) a serem utilizadas na prepara-
¢do do cha Ayahuasca, que ¢ uma variavel fundamental para comparar o efeito de amostras
provenientes de regides diversas. A quantificacdo dos alcaloides em amostras de Ayahuasca
usado em ritual religioso, gerara informacgdes mais precisas do real potencial psicotropico desta
bebida. Outrossim, considerando que compostos ativos de plantas também estao relacionados
com variabilidade genética (Figueira et al., 2010; Gupta et al., 2017), estudos futuros com foco
na variabilidade genética desta espécie sobre os alcaloides formados irdo permitir uma melhor
compreensdo do efeito destes componentes.

Até a presente data, a preparagdo da Ayahuasca tem-se utilizado plantas frescas. Com
o aumento da popularizacao do efeito enteogénico e beneficios farmacoldgicos que o cha dessas
plantas propiciam, os processos de secagem desses insumos devem ser considerados, pois po-

dem contribuir para qualidade do ch4a Ayahuasca utilizado tanto em rituais religiosos fora das
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areas de ocorréncia das espécies, quanto para utilizagdo da bebida com fins terapéuticos
(McKenna, 2004; Palhano-Fontes et al., 2018; Santos et al., 2017; Silveira et al., 2020).

Diante do exposto, neste trabalho analisamos o efeito do processo de secagem das
plantas sobre o teor dos alcaloides encontrados no cha Ayahuasca preparado com as espécies
B. caapi e P.viridis, desidratadas sob a mesma temperatura 40, 50, 60° C e ao sol (Fig. 5). Para
0 cha Ayahuasca com plantas desidratadas a 60° C (Tab. 1 amostras A14 ¢ A12) quando
comparada com sua amostra com plantas in natura correspondente (Tab 1 amostras A2 e A3)
de ecossistema de TF e CAMP respectivamente, a quantificacdo por HPLC dos teores de al-
caloides para amostras do ecossistema de TF demonstraram diminuicao de 49, 43, 12 € 69,9%
para DMT, HRL, HRN e THH respectivamente. Enquanto em amostras com plantas do ecos-
sistema de CAMP a diminui¢ao foi de 22,4, 54,7, 56 e 59,3% para DMT, HRL, HRM e THH
respectivamente. Quando as amostras de Ayahuasca de CAMP e TF foram preparadas com
plantas desidratadas a 50° C (Tab. 1 amostras A10 e A6) comparadas com suas correspondentes
in natura (Tab.1 amostras A4 e A13) e amostras de cha com plantas de TF as concentragdes
encontradas foram de 55,4; 51,8; 22,8 € 45,3 (mg/L) para DMT, HRL, HRM e THH respecti-
vamente. Com relacdo as amostras com plantas do ecossistema de CAMP a perda na concen-
tracdo dos alcaloides foi de 1,5; 55,2; 58,3 € 50,9 (mg/L) para DMT, HRL, HRM e THH se-
quencialmente. Esses resultados podem estar relacionados a instabilidade térmica de compos-
tos termo labeis no cha Ayahuasca podendo ocasionar reacdes adversas durante o processo de
secagem (Orphanides et al., 2016; Cernisev, 2010).

Por outro lado, na analise de amostras de cha Ayahuasca com plantas usando tempe-
ratura de secagem a 40° C (Tab. 1 amostras A8 e A9) quando comparadas com sua amostra
correspondente (Tab. 1 A7 e AS) foi encontrado aumento nas concentracdes dos alcaloides para
Ayahuasca com plantas coletadas em ecossistema de TF +16,29; +19,97; +26,62 ¢ +10,16%
para DMT, HRL, HRM e THH. Ja para coleta de CAMP observou-se redu¢ao na concentragao
de 22,70; 73,07; 29,45 ¢ 66,59% para DMT, HRL, HRM e THH.

As temperaturas de secagem 60 e 50° C resultaram em deplecao dos compostos ativos
na Ayahuasca e alta variacao de deplecao para o mesmo composto, especialmente observados
em DMT, HRL e THH mostrando a sensibilidade destes compostos a estas temperaturas, sendo
portanto inadequadas para a secagem das plantas da Ayahuasca, uma vez que sensibilidade
térmica e suscetibilidade a degradacdo afeta a estabilidade do composto (Chua et al., 2019).
Independentemente da origem, todas as amostras de folhas de P. viridis ficaram escurecidas e

os caules de B. caapi tornaram-se quebradigos sob secagem a 50 e 60° C. (Orphanides et al.,
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2016). Alta temperatura leva a reacdes quimicas irreversiveis e adversas que causam a degra-
dacdo da qualidade do produto (Cernisev, 2010). J& a secagem a 40° C mostrou resultados to-
talmente inesperado com redugdo e aumento dos alcaloides quando comparada com sua amostra
correspondente, que pode ter sido influenciado pelas caracteristicas morfoldgicas das plantas
que segundo Chua et al. (2019) também influéncia na qualidade final da secagem. Enquanto as
amostras que tiveram processo de secagem direta ao sol apresentaram instabilidade na concen-
tracdo de DMT e nos compostos f3-carbolinicos. Além disso, a secagem ao sol, pode favorecer
a contaminacao pela exposicdo do material ao ambiente podendo as bebidas preparadas com
esses insumos levar a efeitos adversos (Alibas et al., 2020).

Considerando as caracteristicas proprias de cada espécie que compde o cha Ayahuasca
com habitos diferentes e, que diferentes 6rgaos de cada uma delas € usado na preparagdo do
cha, e tomando por base as concentracdes encontradas em Ayahuasca preparado com plantas
secas a 40 e 50° C, foram avaliadas amostras de Ayahuasca preparado com plantas secas sob
diferentes temperaturas para cada espécie, porém estabelecidas em: (a) caules a 45° C e folhas
40° C e (b) caules a 45° C e folhas a 43° C (Fig. 5).

Considerando-se a concentragao dos alcaloides HRL, HRM, THH nas amostras de
Ayahuasca com caules desidratados a 40/45 e 43/45° C (Tabl. Amostras All, A18 ¢ A19),
tanto amostras do ecossistema de CAMP quanto de TF nos periodos de inverno e verao apre-
sentaram razdo THH/HRM menor, porém proximo de 1:1 sendo constante em todas as amos-
tras. J& para a concentragdo de DMT nestas mesmas amostras onde as folhas utilizaram tempe-
ratura de secagem de 40 e 43° C (Tb.1 amostra A11, A18, A19), as folhas desidratadas a 40°C
tiveram uma baixa variacao no teor de DMT porém, também baixo teor deste alcaloide (52,0
mg/L) quando comparados com as amostras A19 e A20 preparado com folhas desidratadas a
43° C que exibiram maior concentragao de DMT (108, 36 ¢ 98,94 mg/L) em ecossistema de TF
e CAMP respectivamente. Este resultado indica que o DMT pode ser sensivel a temperaturas
acima de 43°C, como ocorre com o alcaloide trigonelina durante o processo de torra do café
(Marcucci et al., 2013).

Razao entre THH/HRM de 1:1 e 1:5 respectivamente foram encontradas em trabalhos
de Callaway (2005) e Callaway et al. (2005), este autor indicou que poderia haver uma rota de
reducdo de HRM a HRL e desta a THH, porém estes estudos ndo comtemplam a interferéncia

da secagem das planta nem a estabilidade da razao entre os alcaloides.
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A secagem das plantas pode ser uma resposta para atender a crescente demanda por
Ayahuasca. Considerando a acao sinérgica das moléculas no cha, tanto a manuten¢do quantita-
tiva de DMT quanto a razao entre os compostos /3-carbolinicos parecem ser fundamentais para
a agao psicotropica da Ayahuasca, a maior concentragdo de DMT e maior estabilidade entre a
razao THH/HRM encontrada em Ayahuasca com plantas sob secagem a 43 e 45° C para folhas
P. viridis e caules de B.caapi, respectivamente, indicam que estas temperaturas podem ser con-

sideradas na secagem das plantas para preparagao de Ayahuasca tradicional.
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Figura 5. Grafico mostrando a interferéncia da temperatura de secagem na concentracio (mg/L) de DMT, HRL, HRM ¢ THH
em amostras de Ayahuasca preparado com caules de B. caapi e folhas de P.viridis ap6s secagem.

Finalmente, avaliamos a influéncia da variagao na composi¢do quimica do cha Aya-
huasca sobre a atividade antiproliferativa in vitro (Tabela 1, Figura 6). A avaliacdo in vitro
apresenta como vantagens o cultivo das células em um ambiente propicio e controlado, a
facilidade e a rapidez de sua execucao e relativo baixo custo (Mori and Hara, 2013). No entanto,
¢ uma avaliacdo alvo-dirigida. Ou seja, no modelo escolhido neste estudo (queratindcitos
humanos imortalizados, HaCaT), a avaliacdo in vitro ajudaré a evidenciar possiveis efeitos do
cha Ayahuasca sobre a proliferacao de tecidos normais tais como pele, mucosas € medula 6ssea
(Muller and Milton, 2012). Desta forma, a avali¢ao de toxicidade in vitro, considerando-se a

atividade antiproliferativa como parametro, pode ajudar no refinamento da triagem de amostras
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para testes in vivo e possibilitar uma triagem mais dirigida das amostras a serem avaliadas
(Lilienblum et al., 2008).

A avaliagdo de atividade antiproliferativa ap6s 48 h de exposicao (Fig. 6) seguiu o
protocolo desenvolvido pelo National Institute of Cancer — USA (Monks et al., 1991). Neste
modelo, a atividade citostatica pode ser expressa como a concentracdo de amostra necessaria
para inibir em 50% a proliferacao celular (Glso) (Shoemaker, 2006). Ainda, valores de Glso
maiores que 30 pug/ml sdo considerados como representativos de amostras que nao afetam
significativamente a proliferagdo celular (Fouche et al., 2008). Analisando os resultados
apresentados na Tabela 1 com base nesses critérios, das amostras analisadas 90% exibiu Glso
acima de 150 pg/ml, isto ¢, ndo demonstraram citotoxicidade sobre a proliferacdo de células
humanas normais (HaCaT) (Fig. 6). Apenas as amostras A7 proveninte da amostra de cha
preparado com plantas frescas coletadas em Terra-Firme, durante o verao e A20 proveniente
de cha preparado com plantas secas a (folhas) 43 °C e (caule)/45 °C coletadas em Campinarana,
durante o verdo) mostrou atividade levemente citotoxica quando testada em queratindcitos

humanos imortalizados (Glso = 30 ug/ml, HaCaT) (Fig. 6).
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Figura 6. Proliferacio de queratinécitos humanos imortalizados (HaCaT) ap6s 48 h de exposicio a diferentes amostras de chd
Ayahuasca (vide Tabela 1 para condi¢oes de coleta e secagem de cada amostra).
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Comparando-se esses resultados de atividade antiproliferativa com os teores de DMT,
HRL, HRM e THH, bem como com as proporcdes relativas entre eles (Tabela 1), ndo ha
correlagdo evidente entre as variacdes observadas para esses compostos e o efeito leve
citostatico em observado em Glso =30 pg/ml para as amostras A7 e A20. Portanto, uma
avaliacdo mais aprofundada do perfil quimico dessas amostras em comparagdo as que nao
apresentaram nenhum efeito citotoxico, se faz necessario, para identificar os possiveis
componentes envolvidos nesse leve efeito.

Uma revisao sistematica de estudos com humanos mostrou que o uso agudo, subagudo
e de longo prazo de Ayahuasca parece ter baixa toxicidade (Dos Santos et al., 2016). Enquanto,
avaliacdoes de parametros bioquimicos relacionados ao dano hepatico no soro em 22
voluntarios que consumiram ayahuasca duas vezes ao més ou mais por pelo menos um ano
indicaram que o consumo cronico de ayahuasca em um contexto religioso aparentemente nao
afeta a fungao hepatica (Mello et al., 2019). Ainda, tanto o DMT quanto HRM demonstraram
efeito citoprotetor in vitro em diferentes linhagens celulares de neurdnios humanos submetidos
a hipoxia (Szabo et al., 2016) ou por exposicao a 6-hydroxydopamine (Katchborian-Neto et al.,
2020). Outrossim,, harmina demonstrou atividade antiproliferativa em concentragdes em torno
de 50 uM em linhagens tumorais de mama (Ding et al., 2019), enquanto derivados de harmina
apresentam atividade antiproliferativa promissora (< 10 uM) em diferentes linhagens tumorais
humanas (Jadala et al., 2019; Sayed et al., 2020). O procedimento de secagem estabelecido
neste estudo mostrou-se seguro para caules de B. caapi e folhas P.viridis. portanto, um proce-
dimento que pode ser considerado como pré-processamento das plantas para o preparo de Aya-
huasca tradicional. Ayahuasca preparado dentro dessas condigdes apresentou relativa seguranca
relacionada a proliferacao celular de queratindcitos humanos (HaCaT). Nossos resultados, es-
tabelecem e demostram nao apenas que a secagem de B. caapi e P. viridis ¢ um método de pré-
processamento para as plantas, que assegura sua qualidade fitoquimica da Ayahuasca, mas tam-
bém mostrou que com relagdo ao DMT, HRM, HML e THH de Ayahuasca preparado com
plantas desidratadas, dentro do método desenvolvido aqui, ndo apresenta citotoxicidade para

queratinocitos humanos.

5.4 Conclusao

A variabilidade dos teores dos alcaloides presentes no cha Ayahuasca tem relagdo com
o local e a época de coleta das espécies. A pluviosidade e a capacidade hidrica do solo, demons-

traram estar diretamente relacionados com os teores dos alcaloides DMT, HRL, HRM e THH
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em Ayahuasca. O periodo de inverno, com maior taxa pluviométrica, aumenta a concentragao
dos alcaloides em Ayahuasca preparado com plantas coletadas em ecossistema de terra-firme.
No entanto, as plantas do ecossistema de Campinarana sdo mais adaptadas a estresse hidrico e
a Ayahuasca apresenta menor variacao sazonal na concentracao dos alcaloides quando prepa-
rado com plantas deste ecossistema.

Foi demostrado que a temperatura de secagem tem interferéncia sobre a qualidade dos
componentes detectados nas plantas que entram no preparo da Ayahuasca. Portanto, os para-
metros de secagem das espécies B. caapi e P viridis deverao ser padronizados baseado nas
caracteristicas morfologicas de cada espécie. Neste estudo as condi¢gdes mais adequadas, para
as amostras avaliadas, foram alcangadas em estufa de circulagdo for¢ada com renovacgao de ar,
com temperaturas de 43° C para folhas, que manteve constante e maior o teor de DMT, e 45° C
para caules que também manteve a propor¢ao quantitativa mais constante entre as /3-carbolinas
tanto em Ayahuasca preparado com plantas de ecossistema Campinarana quanto de Terra-
firme.

Com relagdo a avalicao de citotoxicidade in vitro, o resultado indica que as variagdes
nas concentracdes dos alcaloides na Ayahuasca preparados com plantas desidratas ou in natura
nas amostras estudas, ndo demonstrou efeito citotdxico in vitro em queratindcitos humanos
relacionados a DMT, HRL, HRM e THH presentes na Ayahuasca. Este ¢ o primeiro estudo que
aborda a citotoxicidade de Ayahuasca preparado com plantas desidratadas, e os resultados
mostrados, foram analisados em célula especifica, estudo futuro usando modelo animal podera

dar uma avisao mais ampla desses resultados in vivo.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O trabalho, além de revelar as principais causas da variagdao do teor de DMT, HRM,
HRL e THH no cha Ayahuasca consumido em nivel mundial, também traz importantes contri-
buicdes da relacao planta-ambiente de B. caapi e P. viridis, que podem contribuir para padro-
nizar cultivos de alto rendimento fitoquimico. Do ponto de vista anatdmico e morfoldgico, pela
primeira vez sao descritas alteragdes que interferem no teor de alcaloides nas plantas e, indica
a disponibilidade hidrica como principal condutor dessas alteracdes. Além disso, foi descrito e
nomeado o tipo de variante cambial de B. caapi, dando contribui¢do a sua correta identificagao
taxondmica. Outrossim, os parametros de secagem dos caules de B. caapi (45 °C) e folhas de
P. viridis (43 °C) foram estabelecidos. Ainda, as andlises antiproliferativa mostraram que a
Ayahuasca dentro das concentracdes deste estudo, que sdo as mesmas usadas em ritual religioso

na UDV, ndo apresenta citotoxicidade relacionada aos alcaloides DMT, HRM, HRL e THH.





