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Sinopse:

A variagdo quimica dos metabdlitos secundarios das folhas de dois
individuos de Duroia macrophylla Huber foi analisada durante 12 meses.
Também foi realizado o estabelecimento in vitro de calos a fim de
determinar a sua composi¢do quimica. Ambos foram analisados para
verificar a presenca de alcaloides e outros metabdlitos produzidos pela
espécie.
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RESUMO
ANALISE FITOQUIMICA SAZONAL E CULTURA DE TECIDOS IN VITRO DE

Duroia macrophylla Huber

A espécie amazobnica Duroia macrophylla Huber (Rubiaceae) é produtora de
triterpenos e alcaloides com atividades sobre Mycobacterium tuberculosis e um
alcaloide com atividade tumoral. Entretanto, coletas realizadas em épocas diferentes
mostraram diferenca na composicdo quimica de diferentes individuos. Assim, o
presente trabalho teve como objetivo avaliar a sazonalidade da producéo de
metabolitos secundarios em extratos de Duroia macrophylla, durante um ano, em
dois espécimes. Também foram obtidos calos in vitro da espécie para extracdes
fitoquimicas e analise da producdo dos metabdlitos secundarios. Para as analises
fitoquimicas dos dois individuos foram utilizadas folhas coletadas mensalmente de
abril/2013 a marco/2014. O material vegetal foi submetido a extracdo com hexano e
metanol, em banho de ultrassom. Os extratos foram concentrados e posteriormente
analisados por cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) e
ressonancia magnética nuclear (RMN) de *H. Os espectros foram comparados por
meio de uma andlise de componentes principais. As culturas de tecidos in vitro foram
estabelecidas com 50% de assepsia, apds varios testes, a partir de explantes
provindos de folhas jovens e com diferentes tempos de imersdo dos reagentes
quimicos: etanol 70%, hipoclorito de sodio 2% e solugdo biocida. Depois de
estabelecidos, os explantes in vitro foram induzidos ao processo de calogénese
através da adicdo dos reguladores de crescimento cinetina e 2,4-D, em meio
Murashige & Skoog. Os calos foram posteriormente extraidos com hexano e metanol
e a producao dos metabdlitos secundarios foi avaliada por analise em CCDC e RMN
de 'H. Os extratos hexanicos e extratos metanélicos obtidos dos dois individuos de
Duroia macrophylla apresentaram indicios da presenca de alcaloides e terpenos em
todos os meses, durante um ano. A analise de componentes principais demonstrou
que h& uma variacdo sazonal na composicao quimica dos extratos hexanicos de
folhas de Duroia macrophylla, onde o teor de alcaloides indélicos foi maior na época
mais chuvosa. Nos extratos metandlicos das folhas, 0 més de novembro apresentou
teores significativamente menores de alcaloides inddlicos em relacdo aos outros
meses, para os dois individuos estudados. Sendo o més de novembro a época de
floracdo da espécie, pode-se inferir que a planta estd redirecionando a sua rota
biossintética para a producéo de alcaloides ind6licos menos polares e também para
a producdo de outros metabdlitos. Os extratos dos calos de D. macrophylla
apresentaram terpenos, mas nao alcaloides, e nao apresentaram atividades
antioxidante, téxica e antibacteriana nos ensaios realizados.

Palavras-chave: metabdlitos secundarios, alcaloides, terpenos, calogénese.
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ABSTRACT

SEASONAL PHYTOCHEMICAL ANALYSIS AND IN VITRO TISSUE CULTURE OF

Duroia macrophylla Huber

The Amazon species Duroia macrophylla Huber (Rubiaceae) produces
triterpenes and alkaloids with activity against Mycobacterium tuberculosis and an
indole alkaloid active against tumoral cell lines. Previous studies showed that
different plant extracts had difference on the chemical composition. So, the present
study aim to assess the seasonal production of secondary metabolites in Duroia
macrophylla extracts, in two specimens for one year. Also, callus in vitro were
obtained for phytochemical extraction and secondary metabolites production
analysis. For the two plants phytochemical analysis, leaves were collected monthly
from April/2013 to March/2014. Plant material was grounded and extracted with
hexane and methanol, with ultrasound bath. The concentrated extracts were
analyzed by thin layer chromatography (TLC) and ‘H-nuclear magnetic resonance
(*H-NMR). The NMR spectra were compared by principal component analysis (PCA).
The in vitro tissue cultures were established from young leaves with 50% of asepsis
after several assays and with different immersion times of the chemical reagents:
70% etanol, 2% sodium hypochlorite and biocide solution. In vitro explants were
induced to callus formation process by adding the growth regulators kinetin and 2,4-
D, on Murashige & Skoog media, and then extracted with hexane and methanol. The
production of secondary metabolites was analysed by TLC and 'H-NMR. All hexane
and methanol extracts of two Duroia macrophylla individuals showed evidence of the
presence of alkaloids and terpenes during a year. The PCA analysis showed
seasonal variation on the chemical composition of the hexane extracts of Duroia
macrophylla’s leaves, where the production of alkaloids increased during the rainy
season. Regarding the methanol extracts of the leaves, the extract from November
showed a lower alkaloid content. Being November the flowering species period, we
can infer that the plant is redirecting its biosynthetic route for the production of less
polar indole alkaloids or other metabolites. D. macrophylla callus extracts showed
terpenes but not alkaloids production, and showed no antioxidant, toxic and
antibacterial activities in the performed assays.

Keywords: secondary metabolites, phytochemical, calogenesis.
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1. INTRODUCAO

As plantas vém sendo utilizadas desde os primérdios da civilizagdo na busca
da cura e tratamento de diversas doengas, sendo cada vez mais intensa a procura
por novos fitoterapicos, a partir dos diversos alvos terapéuticos que se apresentam
ao passar do tempo. A busca por novos medicamentos em plantas vem sendo,
atualmente, a esperangca mais concreta para muitos pacientes com doencas graves,
como 0 cancer.

As plantas constituem uma das mais importantes fontes de substancias
organicas, com uma variedade de classes quimicas que despertam o interesse
cientifico devido as suas propriedades biolégicas e quimicas. A extensa e diversa
flora do Brasil tem imenso potencial como fonte de metabdlitos secundarios.
Entretanto, somente uma pequena porcentagem da flora tem sido estudada
guimicamente, e menos ainda farmacologicamente, se compararmos a quantidade
de espécies de plantas conhecidas (PIMENTEL & ALMEIDA, 2010). A Floresta
Amazobnica, dentro do cenario nacional e mundial, destaca-se no fator
biodiversidade, mas ainda apresenta poucos estudos fitoquimicos e em outras
diversas éareas, considerando-se a grande diversidade de plantas que possui,
podendo constituir uma fonte muito rica para a bioprospeccéo de produtos naturais
biologicamente ativos.

Dentre as substancias que podem ser encontradas nas plantas, as de
interesse fitoquimico sao produzidas a partir do metabolismo secundario, sendo
estas produzidas em menor quantidade em relagdo ao metabolismo primario.
Segundo Fumagali e colaboradores (2008), os metabdlitos secundarios tém sido
sumariamente definidos como substancias pouco abundantes, com uma frequéncia
inferior a 1% do carbono total, ou pelo fato de sua estocagem ocorrer em érgdos ou
células especificos. Estas moléculas sdo produzidas em diversas rotas metabdlicas
e sao adaptativas para cada espécie ou grupo de plantas, onde apresentam
atividades biologicas que ajudam no desenvolvimento, adaptacdo e/ou protecdo da
planta. Esta caracteristica adaptativa do metabolismo secundario para cada grupo
ou espécie de plantas € o que proporciona a diversidade de metabdlitos encontrados

entre as plantas, tornando a busca por substancias de interesse constante e intensa.
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Alcaloides, terpenos e flavonoides s@o alguns exemplos de metabdlitos secundarios
que possuem grande importancia econémica devido a utilizacdo na induastria
farmacéutica (CEQUINEL FILHO & YUNES, 1998).

Sabe-se que a producdo dos metabolitos secundarios é afetada pelos fatores
ambientais em que a planta estd exposta. A pesquisa biolégica moderna,
relacionada a interacdo dos organismos com o0 meio ambiente, ndo deve contemplar
apenas a descricdo macroscopica dos fenbmenos em nivel de espécie, populacdes
ou individuos, mas buscar explicaces cientificas com maior profundidade em nivel
quimico/bioquimico (CASTRO et al., 2004). O perfil fitoquimico da planta, estudada
isoladamente, pode ser alterado por diversos fatores, como o local e época de
coleta, polinizadores diferentes, exposicdo ao sol, entre outros fatores ambientais.
Com isso, se torna necessaria a realizacdo de estudos onde sejam realizadas
diferentes coletas, em diferentes épocas do ano, buscando conhecer os efeitos
desses fatores na producdo de metabdlitos de interesse (RASKIN et al., 2002).

Tendo em vista o0 crescente consumo de cosméticos e medicamentos
elaborados a partir de produtos naturais, cada vez mais se tém investido em
pesquisas para a busca de novas substancias de origem vegetal. Porém alguns
fatores podem comprometer o uso das plantas medicinais para esses propositos,
como a heterogeneidade dos individuos, devido a variabilidades genética e
bioquimica e dificuldade de multiplicacdo. Além disso, muitas espécies estdo sob
forte pressdo antrépica, expostas a erosdo genética e reducdo drastica de
populacdes endémicas o que dificulta a utilizacdo em larga escala (COSTA, 2012).

Na busca por minimizar os fatores que influenciam na variabilidade e
instabilidade na producao de metabdlitos de interesse, técnicas como a producao in
vitro vém sendo aplicadas as pesquisas, bem como a interacdo cada vez mais
intensa com a fitoquimica, trazendo beneficios bastante promissores em relacdo a
producdo em grande escala e producédo constante dos metabdlitos. Diferente da
interagdo entre os fatores ambientais, sazonais e a planta, o estabelecimento de
culturas de tecidos vegetais in vitro pode induzir um ambiente propicio para a
producdo dos metabdlitos para cada tipo de espécie, beneficiando a producéo
constante dos metabdlitos das plantas.

A cultura de tecidos, para producdo de metabdlitos secundarios, tem sido

utilizada para a obtengéo de algumas substancias de importancia econémica, como



a substancia fendlica chiconina, corante natural, extraido de células cultivadas por
suspensao celular de Lithospermum erythrorhizon estabelecidas in vitro (MIZUKAMI
et al.,, 1993). Diversos trabalhos vém demonstrando o6timos resultados com a
utilizac@o de culturas vegetais in vitro como fonte para a extragdo de metabalitos:
Chakraborty e colaboradores (2013) extrairam com sucesso 0s metabdlitos
“‘whithaferin A” e “whithanolide A” a partir de calos de Withania somnifera (L.) Dunal
e Kokotkiewicz e colaboradores (2012), a partir de calos de Cyclopia subternata
Vogel, extrairam os flavonoides calicosina7-O-B-glucosideo, rotidina e ononina,
inéditos para esta planta.

Entre a grande diversidade de plantas, a familia Rubiaceae, quarta maior
familia botanica entre as angiospermas, possui grande interesse econémico,
agregando espécies utilizadas na alimentacdo, como o café (Coffea arabica), até
espécies utilizadas amplamente na medicina popular e na fabricacédo de fitofarmacos
e fitoterapicos, como a unha-de-gato (Uncaria tomentosa) (OLIVEIRA, 2009).

Entre as diversas espécies com grande potencial da familia Rubiaceae,
encontra-se a espécie Duroia macrophylla Huber, que a partir de estudos
fitoquimicos de suas folhas foi evidenciada a presenca de um alcaloide indélico de
interesse farmacéutico, com atividade biologica contra células tumorais (NUNEZ &
VASCONCELOS, 2012) e também a presenca de terpenos com atividades anti-
tuberculose (MARTINS et al., 2014), além de outros estudos realizados com o0s
galhos, que também indicaram terpenos e alcaloides inddlicos com atividade anti-
tuberculose (MARTINS et al., 2014). Porém, verificou-se que nem todos 0s extratos
de folhas de diferentes individuos desta espécie apresentaram alcaloides.

Assim, o presente trabalho teve como finalidade avaliar a sazonalidade na
producdo dos metabdlitos, principalmente alcaloides e terpenos, em extratos de
folnas de Duroia macrophylla, durante um ano em dois individuos. Também teve
como finalidade a obtencdo de calos in vitro da espécie para extragbes dos

metabolitos secundarios de interesse.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Produtos naturais e metabolitos secundarios bioativos

A biodiversidade vegetal do Brasil € considerada uma fonte de substancias
biologicamente ativas e sua preservacao é fundamental tanto pelo valor intrinseco
dessa imensa riqueza biolégica como pelo seu enorme potencial como fonte de
novos farmacos, a qual vem despertando a cobica de laboratérios de pesquisa das
empresas farmacéuticas localizadas, em sua ampla maioria, ao norte do Equador.
Diante desta realidade, varias pesquisas de bioprospec¢do dos nossos biomas vém
sendo incrementadas objetivando a busca racional de bioprodutos de valor agregado
(BARREIRO & BOLZANI, 2009).

A natureza, de forma geral, tem produzido a maioria das substancias organicas
conhecidas. Dentre os diversos reinos da natureza, o reino vegetal € o que tem
contribuido de forma mais significativa para o fornecimento de metabdlitos
secundarios, muitos destes de grande valor agregado devido as suas aplicacdes
como medicamento, cosmeéticos, alimentos e agroquimicos (PHILLIPSON &
ANDERSON, 1998). Muitas dessas substancias constituem-se, sobretudo, em
modelos para o desenvolvimento de medicamentos sintéticos modernos, tais como
procaina, cloroquina, tropicamida, ou de farmacos imprescindiveis como, vimblastina
(Velban®), vincristina (Oncovin®), podofilotoxina e os analogos etoposideo (VP-16-
213; Vepeside®) e teniposideo (VM-26; Vumon®), taxol (Paclitaxel, Taxol®) e mais
recentemente camptotecina e derivados, com participacdo num mercado que
movimenta cerca de 50 bilhdes de dblares anualmente (PINTO et al., 2002).

Metabolitos secundarios, podendo ser também denominados como principios
ativos se relacionados a utilizacdo terapéutica, sdo substancias produzidas pelos
organismos como funcdo adaptativa ao ambiente onde vivem, e sao originadas de
vias derivadas do metabolismo primario. Entre a diversidade dos metabdlitos
secundarios produzidos pelas plantas, podemos classificar estes em trés grandes
grupos de classes quimicas: alcaloides, terpenoides e os substancias fendlicos,
onde suas diferencas se originam das suas rotas metabdlicas precursoras
(DELBONI & LANDO, 2010).



Os metabdlitos secundéarios sdo produzidos em diferentes partes da planta,
como raiz, folha, caule, casca, entre outros, e se originam de diversas rotas
metabdlicas, sendo que as principais rotas compreendem as vias acetato-malonato,
acetato-mevalonato e chiquimato (SANTOS, 2007; DEWICK, 2002). A via do
chiquimato é uma das maiores rotas biossintéticas em plantas superiores e engloba
a formacéo de trés aminoacidos aromaticos: fenilalanina, tirosina e triptofano, onde
estes aminoacidos sao utilizados como precursores de proteinas e diversos
metabdlitos secundarios (HERRMANN, 1995).

Entre os grupos de metabdlitos secundérios com grande destaque em potencial
medicinal, encontram-se os alcaloides. Alcaloides sdo moléculas nitrogenadas
farmacologicamente ativas e sédo encontradas predominantemente nas
angiospermas (HENRIQUES et al., 2007). Possuem em sua estrutura, além dos
elementos basicos das substancias organicas carbono e hidrogénio, oxigénio e
sempre um ou mais atomos de azoto (nitrogénio), que conferem a molécula
propriedades basicas. Esta caracteristica originou a designacdo de alcaloide dada
no inicio do século XIX por W. Meissner, termo que derivou da palavra arabe “al
kaly” (alcalis) e da palavra grega “eidos” (aspecto) (CUNHA et al., 2005).

Especificamente, segundo Pelletier (1988), um alcaloide é uma substancia
organica, de origem natural, ciclica, contendo um nitrogénio em um estado de
oxidacdo negativo e cuja distribuicdo € limitada entre os organismos vivos. De
acordo com Dewick (2002), os alcaloides sdo classificados de acordo com o
aminoacido que fornece o atomo de azoto e a porcao do esqueleto fundamental do
alcaloide.

Os alcaloides podem ser encontrados em todas as partes de um vegetal,
contudo em um ou mais 0Orgdos havera um acumulo preferencial dessas
substancias. Esse acumulo ocorre principalmente em quatro tipos de tecidos ou
células: tecidos com crescimento ativo, células epidérmicas e hipodérmicas, bainhas
vasculares e vasos lactiferos (PELLETIER, 1988).

A presenca de alcaloides no reino vegetal € difundida entre diversas familias.
Nas eucotileddneas, os alcaloides sdo regularmente encontrados em espécies das
familias Apocynaceae, Asteraceae, Berberidaceae, Borraginaceae, Buxaceae,
Fabaceae, Lauraceae, Magnoliaceae, Rubiaceae, Rutaceae, entre outras. Nas

monocotiledéneas, distinguem-se entre duas familias: Liliaceae e Amarilidaceae



(CUNHA et al., 2005). Os alcaloides sao encontrados em aproximadamente 14,2%
dos géneros de plantas superiores (CORDELL et al., 2001), em representantes de
todos os grupos vegetais, apresentando distribuicdo restrita nas taldfitas, nas
pteridofitas e nas gimnospermas (HENRIQUES et al., 2007).

A funcdo dos alcaloides nas plantas ainda é uma fonte de duvidas na
comunidade cientifica, onde muitas das hipéteses formuladas tém poucos fatos que
as comprovem. Dado que muitos dos alcaloides sdo dotados de elevada toxicidade
e tém um gosto amargo, admitiu-se que as plantas com estas moléculas estariam
defendidas de herbivoros. No entanto, verificou-se que ha animais que as comem,
bem como numerosos insetos e fungos que as parasitam. Entre outras hipoteses
formuladas, destacam-se: a hipotese de que os alcaloides sejam formados na
desintoxicacdo do organismo vegetal durante o catabolismo primario, mas a tese
ndo é compativel com o complexo processo biossintético dessas substancias; a de
que h& relacdo entre os alcaloides e a sintese dos aminoacidos e substancias
proteicas, para além de servir de reserva de azoto e de ser uma forma de transporte
de protidos; a hipotese de que sejam horménios reguladores de crescimento ou,
ainda, inibidores de ataques de microrganismos e virus; e a hipétese de que os
alcaloides sdo produtos de uma evolucdo metabdlica, cujos processos evolutivos
intermédios s6 recentemente seriam atingidos (CUNHA et al., 2005).

Em relacdo as acbes terapéuticas e farmacoldgicas, diversos alcaloides séo
utilizados puros ou em associacao, e também na forma de derivados. Outros séo
utilizados como matéria-prima para a sintese de farmacos (HENRIQUES et al.,
2007).

Os alcaloides, devido a sua grande diversidade estrutural, apresentam elevado
namero de atividades biolégicas. Inumeros alcaloides sdo representativos da
importancia desta classe de produtos naturais na descoberta de farmacos, conforme
listado na tabela O1.



Tabela 01 - Exemplos de alcaloides protétipos de farmacos (BARREIRO & BOLZANI,
2009).

Prototipo natural Farmaco Indicacéo terapéutica
Quinina Mefloquina Antimalarico
Pilocarpina Pilicarpina Colinesteréasico
Tubocurarina Hexametonio Bloqueador ganglionar
Papaverina Sildenafila Antidisfuncéo erétil
Reserpina Reserpina Antiarritimico
Mescalina Anfetamina Anoréxico

Vincristina Vincristina Anticancer
Galantamina Galantamina AntiAlzheimer
Camptotecina Exatecan Inibidor topoisomerase-2
Huperzina — A Selagina* AntiAlzheimer
Epibatidina ABT - 418 Analgésico periférico

* Selagina é sinonimia de Huperzina-A

Outro grupo de metabdlitos com grande potencial medicinal sdo os terpenos.
Os terpenos, ou terpenoides, constituem o0 grupo mais numeroso de metabdlitos
secundarios (mais de 40.000 moléculas diferentes). Os terpenos se classificam pelo
namero de unidades de isopreno (C5) que contém: os terpenos de dez carbonos
contém duas unidades de C5 e sdo chamados de monoterpenos; os terpenos de
quinze carbonos possuem trés unidades de isopreno e se denominam de
sesquiterpenos; os terpenos com vinte carbonos contém quatro unidades de C5 e
sdo chamados de diterpenos; os triterpenos contém trinta carbonos (6x5C); os
tetraterpenos possuem quarenta carbonos (8x5C); e os politerpenos sdo aqueles
terpenos que possuem mais que oito unidades de isopreno (GARCIA & CARRIL,
2009).

Muitos terpenoides sdo comercialmente interessantes por seus usoS COmMo
aromas e fragrancias, na alimentacdo, cosmética, e também por suas qualidades
como produtos agricolas, como, por exemplo, inseticidas; outras substancias
terpenoides tém importancia medicinal por suas propriedades anticarcinogénicas,
antiulcerosas, antimaléricas, antimicrobianas, etc (GARCIA & CARRILL, 2009).

Um exemplo da importancia dos terpenos e de sua pesquisa, em termos de
potencial medicinal, € a atividade que o acido oleandlico (acido 3B-hidroxi-olea-12-
en-28-6ico) tem apresentado, terpeno que demonstra atividade antitumoral, fazendo
deste triterpeno pentaciclico alvo de estudo, assim como diversos outros

terpenoides, uma vez este em especial possui capacidade de induzir a apoptose
.



celular e de modelar o ambiente do tumor aliando estas caracteristicas ao seu poder
anti-inflamatério, j& que a inflamagcdo possui um importante papel no
desenvolvimento e progressao do cancer (MANTOVANI et al., 2008).

Para o estudo aprofundado das atividades biolégicas que os metabdlitos
podem apresentar, é necessario que estas substancias sejam devidamente isoladas
de seu extrato original, para que seja possivel elucidar suas moléculas e comprovar
suas atividades biolégicas sem a presenca dos demais metabdlitos presentes no
extrato inicial da planta. Para tal processo, atualmente existem instrumentos e
métodos de grande tecnologia que ajudam na separagdo e isolamento de
substancias, como métodos de cromatografia em placas de camada delgada ou
colunas, e na elucidacdo e identificacdo de substancias, como a Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) de Hidrogénio e de Carbono-treze e Espectrometria de

Massas.

2.2. Sazonalidade fitoquimica

Os metabdlitos secundarios em plantas podem ser encontrados em partes
diferentes das plantas, sendo em flores, folhas, raizes, frutos, caules e até mesmo
cascas. Suas concentracdes ndo sao homogéneas, variando com varios fatores
abidticos e biédticos (figura 01), como: sazonalidade, temperatura, herbivoria e ataque
de patégenos, radiacdo UV, indice pluviométrico, parte da planta, competicao,
estagio de desenvolvimento da planta, etc. (GOBBO-NETO & LOPES, 2007).
Portanto, se um estudo visa encontrar substancias bioativas de vegetais, ou
padronizacdo de extratos com utilizacdo terapéutica, deve considerar todos os
fatores que possam influenciar na producdo ou o acumulo da(s) substancia(s) de
interesse, tendo cuidado especial com relacdo a época e local da coleta, secagem,
transporte, etc (CALIXTO, 2001).
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Figura 01: Fatores que influenciam no teor de metabdlitos secundarios
(GOBBO-NETO & LOPES, 2007).

Na busca de novos farmacos, é importante realizar, além dos estudos
fitoquimicos e farmacoldgicos da substancia de interesse, estudos boténicos e
sazonalidade quimica da substancia produzida, pois normalmente varios principios
ativos de grande potencial farmacéutico acabam sendo descartados por problemas
nestes quesitos. Segundo Evans (1996), a planta medicinal oferece dificuldades ja
na fase preliminar (botanica). Primeiramente, porque € comum a confusdo botanica
entre espécies afins; em segundo lugar, porque exemplares de uma mesma espécie,
colhidos em épocas diferentes, ou locais diferentes, ndo tém necessariamente a
mesma atividade biolégica e; em terceiro lugar, porque € dificil controlar
guimicamente um extrato vegetal em virtude do grande numero de substancias
normalmente presentes.

E possivel afirmar entdo que somente a identificacdo botanica de uma
espécie ndo é suficiente para garantir a presenca de uma substancia de interesse
nela. Estudos fitoquimicos sazonais devem ser realizados com a espécie medicinal,
a fim de garantir, quantificar e validar a presenca do metabodlito de interesse,
podendo entéo partir para as proximas etapas de estudos pré-clinicos.



2.3. Cultura de tecidos vegetais in vitro

Para a producédo de substancias naturais de interesse em maiores escalas e
padronizadas, as industrias farmacéuticas, cosméticas e afins buscam cada vez mais
por novas tecnologias que correspondam economicamente e qualitativamente as
demandas.

Tradicionalmente, a producdo da maioria destas substancias naturais tem sido
realizada pela extracdo de substancias de espécies vegetais espontaneas ou, mais
recentemente, de espécies cultivadas em plantacdes organizadas. Porém, a
producdo de substancias naturais por via agricola esta sujeita a diversos fatores que
condicionam o custo e a qualidade das matérias-primas, tais como as condicfes
climaticas e geopoliticas dos paises produtores, a sazonalidade das producdes
agricolas, as variacbes do teor em constituintes ativos nas plantas da mesma
espécie, as pragas e doencas nas plantacbes, a escassez e dificuldade de
propagacao de certas espécies, etc. (PARANHOS, 2005).

Outro fator a ser considerado esta relacionado com a destruicdo de habitats
naturais e coletas ilegais e indiscriminadas de plantas nesses locais, que acabam
ameacando tanto as espécies de plantas medicinais como o préprio ambiente
(MAHENDRAN, 2013). Além disso, a grande maioria das plantas medicinais é
coletada em habitat natural, e por maior que seja o niumero de individuos numa
localidade, ndo serdo suficientes para atender uma demanda constante e
ininterrupta de uma determinada substancia quimica, principalmente quando a
substancia tem multiusos (COSTA, 2012).

Uma alternativa eficaz para a obtencdo destes produtos, neste contexto, é a
tecnologia da cultura de células e tecidos vegetais in vitro, que assegura um controle
mais rigoroso do rendimento e da qualidade da producao das substancias bioativas,
além da conservacéo dos recursos geneéticos.

Foi em 1872 que o botanico alemdo Vochting, ao pesquisar os fatores que
tomam parte na formacdo de 6rgdos e na diferenciacdo em plantas, relatou que em
cada fragmento de planta, ainda que pequeno, permanecem o0s elementos, a partir
dos quais ap0Os o isolamento dos referidos fragmentos, em condi¢cdes apropriadas,
pode-se reconstruir todo o organismo (MANTELL et al., 1994). A partir deste relato,

varios estudos foram realizados, por diversos cientistas, em busca de protocolos e
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respostas em relacdo a cultura de tecidos vegetais, fazendo com que hoje os
avancos na érea da cultura de tecidos sejam cada vez maiores e mais importantes.

A propagacédo vegetativa in vitro, também denominada de micropropagacéo
por causa do tamanho dos propagulos utilizados, € a aplicacdo mais pratica da
cultura de tecidos e aquela de maior impacto (TORRES et al., 1998). A
micropropagacgdo pode ser definida como “qualquer” procedimento asséptico que
compreende a manipulacdo de células, tecidos e 6rgdos que produzem populacdes
de plantulas e que permitam o desvio tanto do processo sexual normal como da
propagacao vegetativa ndo asséptica que é praticada convencionalmente (ROCA e
MROGINSKI, 1991). Além da capacidade para a multiplicacdo rapida de plantas, a
micropropagacao também oferece um meio de eliminacdo de muitas doencas de
plantas cultivadas. Isto se deve, segundo Mantell e colaboradores (1994), a
erradicacado de agentes patogénicos, seja como parte da fase de descontaminagéo
da preparacdo do explante, durante a fase de assepsia do mesmo, ou como
resultado do cultivo de explantes suficientemente pequenos, que contém muito pouco

ou nenhum dos agentes infecciosos.

2.3.1. Estabelecimento vegetal in vitro

As técnicas de propagacdo in vitro, possuem varios estagios e processos,
havendo mudancas em seus protocolos por causa das peculiaridades de cada
espécie. Os estagios basicos, segundo Debergh & Zimmerman (1991), sao:

e Estagio 0 — selecdo e preparacdo dos explantes da planta matriz: consiste em
selecionar e cultivar plantas doadoras (matriz) em condi¢cées adequadas visando
alterar sua condicéo fitossanitaria e fisiolégica com o intuito de se produzir um
material saudavel e capaz de iniciar uma cultura viavel e eficiente;

e Estagio 1 — estabelecimento de processos de desinfestacdo: tem o objetivo de
obter culturas assépticas de explantes da planta selecionada capaz de responder
por crescimento de broto, raiz ou caule, nesta etapa busca-se estabelecer
culturas isentas de microrganismos contaminantes, estabelecendo assim altos
indices de sobrevivéncia,

e Estagio 2 — multiplicacdo das plantulas: aumento de 6rgdo ou estruturas, como

gemas axilares, laterais pré-formadas; inducdo de gemas adventicias, que podem

11



dar origem a novas plantas; ou inducdo de células indiferenciadas (calos), onde
posteriormente cada célula podera ser induzida a gerar uma nova planta;

e Estagio 3 — enraizamento: inducao e iniciagdo radicular, ou seja, enraizamento da
microplanta e preparacédo para a aclimatizacao;

e Estagio 4 — aclimatizacdo: transicdo da condicdo heterotréfica in vitro para
autotrofica ex vitro.

O estado fisiologico da planta de onde serdo retirados os explantes tem
grande influéncia no posterior comportamento das culturas. A primeira consideracéo
diz respeito ao estado nutricional da planta e a fase de crescimento em que se
encontra; plantas bem nutridas, sem sintomas de deficiéncia nutricional e hidrica, em
geral, fornecem melhores explantes (TORRES et al., 1998). Deve-se também ser
considerada a condicao fitossanitaria da planta matriz, que € de grande importancia
para 0 bom desenvolvimento do explante, pois ira determinar a facilidade em
descontaminar o explante durante os processos de isolamento e assepsia.

Varias substancias com acdo germicida sado utlizadas para fazer a
desinfestacdo dos explantes. Os mais comuns sdo o etanol e os compostos a base
de cloro, tais como o hipoclorito de sédio e de calcio (TORRES et al., 1998). O
cloreto de mercurio também tem sido empregado nos protocolos de assepsia,
sempre utilizados em concentracdes e tempos de exposicdo menores, por causa de
sua caracteristica toxica (GEORGE, 1993).

ApoOs as assepsias, 0s explantes sdo colocados em meios de cultura para o
inicio do desenvolvimento de cultivo. Ndo ha uma formula¢édo padrdao, mas o meio MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962) tem apresentado em suas modificacdes e diluicdes
bons resultados para diversas espécies (TORRES et al.,, 1998). Este meio é
composto por macronutrientes inorganicos contendo nitrogénio, soédio, potassio,
fésforo, calcio, magnésio e ferro; micronutrientes inorganicos contendo manganés,
cobre, zinco, boro, sadio, cloro, iodo, enxofre, molibdénio, cobalto, aluminio e niquel;
vitaminas como acido nicotinico, piridoxina e tiamina; fontes de nitrogénio organico
glicina e inositol; sacarose; e agente gelatinoso opcional, o &gar. Existem outros
meios de cultura bastante utilizados, que sédo formulagées mais especificas para cada
tipo de vegetal, como, por exemplo, 0 meio de cultura Wood Plant Medium (WPM)
(LLOYD & McCOWN, 1981), bastante potencial para plantas lenhosas. O meio WPM,

de acordo com Pasqual (2001), possui 25% das concentracdes de ions nitrato e
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amonia, quando comparado ao meio MS, mais potassio e um elevado nivel de ions
sulfato, fazendo com que plantas lenhosas tenham melhor desempenho no
desenvolvimento in vitro.

A adicéo de nutrientes e reguladores de crescimento nos meios de cultura é de
grande importancia, de acordo com o0 objetivo do estabelecimento in vitro dos
explantes. Dependente do tipo de regulador, sua concentracdo e sua combinagéo
com outros reguladores, estes podem induzir o desenvolvimento do explante
formando novos oOrgaos, podem induzir a formacdo de massas de células
indiferenciadas, chamados de calos, ou podem induzir a formacdo de embrides

somaticos, processo denominado de embriogénese somética.

2.3.2. Calogénese

Sabe-se que uma das caracteristicas mais notaveis das plantas esta na
capacidade de suas células somaticas se desdiferenciarem, e logo retomarem a
divisdo celular e produzirem novas plantas. Esta capacidade € explicada pelo
conceito da totipoténcia, onde teoricamente qualquer célula vegetal possui a
capacidade de formar uma nova planta (CANHOTO, 2010).

No cultivo in vitro de células e tecidos vegetais, uma das maneiras de
multiplicacdo € por meio da organogénese indireta, passando pela fase de calo
(massa de células indiferenciadas). Para ocorrer a inducao de calo, qualquer tecido
vegetal pode ser utilizado como explante. Entretanto, procura-se utilizar explantes
que contenham maior propor¢cdo de tecido meristematico ou que apresentem maior
capacidade de expressar a totipoténcia (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).
Explantes oriundos de tecidos jovens, nao lignificados, sdo mais apropriados para a
cultura de calo (PIERIK, 1990).

O calo corresponde a uma massa de células desorganizadas e parcialmente
indiferenciadas que variam quanto ao tipo, tamanho, conteudo celular e espessura
da parede. Traqueideos, células parenquimaticas, cambio e periderme podem se
formar durante a calogénese (NARAYANASWAMY, 1977). Na rota da calogénese,
sdo formados calos nodulares, que apresentam aspecto heterogéneo; e os calos
friaveis, que apresentam uma estrutura tenra composta de células com alta atividade
mitética (BESSE et al., 1992).
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Para a inducdo do processo de calégenese, normalmente os reguladores de
crescimento, a concentragdo e o balanco de auxinas e citocininas, sao fatores
determinantes na diferenciacdo celular e no padrdao de desenvolvimento in vitro
(GUEYE et al., 2009). As auxinas desencadeiam os processos de desdiferenciacao
(modelo indireto) e rediferenciacdo (modelo direto) in vitro, alterando a determinacao
e conferindo novas competéncias as células responsivas dos explantes (FEHE'R et
al.,, 2003); as citocininas estimulam a divisdo celular e podem induzir a
embriogénese somatica (MELLO et al., 2000).

Segundo Flick e colaboradores (1983) e Grattapaglia & Machado (1990), em
geral, meios contendo altas concentracbes de auxina e baixas concentragfes de
citocininas promovem a proliferacdo celular resultando na formacédo de calos. Esta
proporcao hormonal tem apresentado bons resultados para a calogénese em outras
espécies lenhosas, como Minquartia guianensis (MORAIS, comunicacao oral, 2015)
e Uncaria guianensis (PEREIRA et al., 2007).

Entre os reguladores de crescimento mais comumente utilizados no processo
de calogénese, encontram-se as citocininas cinetina (CIN) e 6-benzilaminopurina
(BAP) e as auxinas &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), thidiazuron (TDZ) e
picloram (PIC).

A inducdo de células indiferenciadas in vitro atualmente € uma das formas
mais eficazes de se obter metabdlitos secundarios, onde os calos sdo induzidos a
produzirem os metabdlitos de interesse com a utilizacdo de biorreatores e
suspensao celular (FUMAGALI et al., 2008).

As culturas de células de plantas podem sintetizar grandes quantidades de
metabdlitos secundarios dentro de um periodo de cultivo de duas semanas. Isto é
muito favoravel em relacdo a producdo na planta, para as quais o espaco de tempo
para o acumulo destes metabdlitos pode variar de uma estagéo para plantas anuais
ou diversos anos no caso das plantas perianuais, como por exemplo, as arvores
(CROTEAU et al., 2000). Nas culturas de células de plantas as taxas de biossintese
podem ser aumentadas, facilitando grandemente os estudos fitoquimicos de
diversas espécies com potencial medicinal (SANTOS et al., 2007).

Como exemplo, temos o alcaloide cafeina, que foi extraido a partir da cultura
de calos in vitro da espécie Coffea arabica (Rubiaceae) com grande sucesso. As

espécies Nicotiana tabacum e Panax ginseng apresentaram 6timos resultados nas
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extracOes de metabdlitos de interesse através de calos in vitro (PARANHOS, 2005).
Yoshimatsu (2008), a partir do cultivo de calos e de raizes in vitro de Cephaelis
ipecacuanha (Rubiaceae), também identificou a producdo de alcaloides in vitro,
sendo estes nos mesmos teores que a producao da planta in situ.

Atualmente a busca pela extracdo de metabdlitos através das culturas de
tecido in vitro vem aumentando, justo pela necessidade de desenvolvimento de
Novos processos sustentaveis. Diversos trabalhos vém demonstrando Otimos
resultados com a utilizac&o de culturas vegetais in vitro como fonte para a extragao
de metabdlitos: Chakraborty e colaboradores (2013) extrairam com sucessoO 0S
metabdlitos whithaferin A e whithanolide A a partir de calos de Withania somnifera
(L.) Dunal; Kokotkiewicz e colaboradores (2012), a partir de calos de Cyclopia
subternata Vogel, extrairam os flavonoides calicosina7-O-B-glucosideo, rotidina e
ononina, inéditos para esta planta; Ferri e colaboradores (2011) obtiveram polifendis,
como estilbenos e catequinas, a partir de suspensdes celulares de uva (Vitis vinifera
cv. Barbera); Cui e colaboradores (2010) otimizaram, através da tecnologia de
biorreator em culturas de raizes adventicias de Hiperycum perforatum, a producao
de hipericina; entre outros.

A micropropagacao e a calogénese séo alternativas eficazes para estudos do
metabolismo secundario in vitro, reduzindo a exploracdo de biomassa de espécies
de interesse diretamente da natureza. Assim, o uso de cultura de células de planta
para a producdo de substancias quimicas e medicamentos contribui grandemente
para avancos em diversas areas da fisiologia e bioquimica vegetal. O uso de
ferramentas genéticas e o grande conhecimento atual sobre a regulacéo das vias do
metabolismo secundéario poderdo fornecer a base para a producdo destes

metabdlitos em niveis aceitaveis comercialmente (FUMAGALI et al., 2008).

2.4. Bioatividades
Atualmente existem diferentes tipos de ensaios que sao realizados para

identificar metabdlitos bioativos, que diferem entre si a partir do objetivo da acéo

farmacoldgica que se espera encontrar na substancia estudada.
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2.4.1. Agcéo antibacteriana

A descoberta dos antibiéticos foi uma parte essencial no combate a infec¢cbes
bacterianas que sempre assolaram a humanidade. Entretanto, o desenvolvimento e
a disseminacao da resisténcia bacteriana aos antibiéticos atualmente disponiveis é
uma séria preocupacao mundial (SARAIVA, 2012).

A resisténcia microbiana cada vez maior as drogas existentes € um problema
sério de saude e, portanto, ha uma necessidade premente para procurar novas
classes de substancias antibacterianas, especialmente a partir de fontes naturais.
Uma alternativa terapéutica para o tratamento de micro-organismos resistentes a
antibiéticos € a utilizacdo de extratos vegetais. HaA muitas vantagens no uso de
compostos antimicrobianos de plantas medicinais, como menos efeitos colaterais,
melhor tolerancia do paciente, mais econémico e melhor aceitacdo devido a longa
histéria de uso (GUR et al. 2006; PAREKH & CHANDA, 2007).

Com foco na Amazonia Brasileira, que apresenta uma grande variedade de
plantas, pesquisas tém evidenciado que estas podem ser potenciais fontes de
substancias antimicrobianas, e tém sido frequentemente relatadas nos ultimos anos
em diferentes estudos. Um dos exemplos € o estudo realizado por Saraiva (2012),
onde todos os extratos e fracdes das espécies amazobnicas Eleutherine plicata,
Geissospermum vellosii e Portulaca pilosa demonstraram atividade para pelo menos
uma espécie de bactéria multirresistente testada, comprovando que as plantas
medicinais podem representar uma importante alternativa no controle da resisténcia
bacteriana.

A Concentracao Inibitéria Minima (CIM) é um dos diversos tipos de ensaios
antibacterianos, e é definida pela menor concentracao da substancia antimicrobiana
capaz de inibir a multiplicacdo de um isolado bacteriano. Um dos métodos de CIM
mais utilizados € baseado no experimento de Ellof (1998), por ser um método que foi
idealizado para uso em extratos vegetais e que apresenta sensibilidade a
guantidades minimas de reagentes, o que possibilita um maior nimero de réplicas,
aumentando a confiabilidade dos resultados (OSTROSKY et al. 2008).

2.4.2. Agdo antioxidante
No organismo, os radicais livres desempenham diversos papéis, como

producdo de energia, fagocitose, regulagdo do crescimento celular, sinalizagao
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intercelular e sintese de substancias biolégicas importantes. Entretanto, o excesso
deles pode ser responsavel por uma série de efeitos deletérios, causando danos as
membranas, perda de fluidez da mesma, e levando ao surgimento de cancer,
envelhecimento precoce, doencas cardiovasculares, degenerativas e neuroldgicas,
choque hemorréagico, catarata, entre outras doencas (SA et al., 2012).

Este excesso € combatido por antioxidantes, sejam eles enddgenos ou
exdgenos, absorvidos na dieta. Dentre os antioxidantes exdgenos, destacam-se 0s
fendlicos, principalmente os flavonoides, oriundos de produtos naturais. Por
apresentarem ressonancia apo0s atuarem no combate aos radicais livres, as
substancias fendlicas possuem uma certa estabilidade, que as permite reter o
elétron desemparelhado sem causar danos as estruturas celulares (BARREIROS et
al., 2006; SOARES, 2002).

Diversas técnicas tém sido utilizadas para determinar a atividade antioxidante
de extratos e substancias de plantas, de formas a permitir uma rapida selecédo de
substancias e/ou misturas potencialmente interessantes. Dentre estes métodos
destaca-se o sistema de sequestro de radicais livres, tais como os testes com DPPH
(2,2-difenil-1-picril-hidrazil) e Fe**/Fenantrolina (PRIOR et al., 2005). Estes métodos
sdo baseados no descoramento de uma solucdo composta por radicais estaveis de
determinada cor quando adicionadas substancias que podem ceder um atomo de

hidrogénio.

2.4.3. Acéo toxica

Os testes de toxicidade séao elaborados com os objetivos de avaliar ou prever
os efeitos toxicos nos sistemas bioldgicos e dimensionar a toxicidade relativa das
substancias (FORBES & FORBES, 1994). Determinadas substancias podem
apresentar toxicidade suficiente para o combate de pragas, com uso inseticida, ou
podem ser utilizadas no tratamento contra células tumorais.

Muitos ensaios de toxicidade podem ser utilizados, como ensaios com células
humanas, com ratos, entre outros. Entretanto, o ensaio de letalidade com o
microcrustaceo Artemia salina, que foi desenvolvido para detectar substancias
bioativos em extratos vegetais (MEYER et al., 1982), é amplamente utilizado, pois &

de facil manipulacdo em laboratério e possui baixo custo econémico, tornando
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possivel procedimentos de biomonitoramento na area da fitoquimica, tanto com

extratos brutos como de fragdes e substancias puras.

2.5. Familia Rubiaceae

Dentre a vasta gama de plantas com alto potencial medicinal na flora
amazonica, destacam-se as plantas pertencentes a familia Rubiaceae. Diversas
espécies desta familia detém importancia econdmica, sendo utilizadas como
alimenticias, ornamentais e na industria farmacéutica, como medicinais e/ou toxicas
(COELHO et al., 2006).

A familia Rubiaceae € a maior da ordem Gentianales, com 598 géneros e
13.443 espécies (GOVAERTS et al., apud MARINERO et al., 2012) correspondendo
a mais de 60% do total das Gentianales. Nos neotrépicos, a familia Rubiaceae
possui representatividade de 26 tribos (8 delas endémicas) e cerca de 230 géneros
contendo aproximadamente 5.000 espécies, em 41 paises e administracbes
territoriais (TAYLOR, comunicacéo oral, 2014).

Estudos filogenéticos propdem a divisdo de Rubiaceae em trés subfamilias:
Rubioideae, Cinchonoideae e Ixoroideae (BREMER et al., 1999). Esta familia ocorre
em todas as regibes do mundo, mas principalmente nos trépicos (figura 02)
(TROPICOS, 2015).
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Figura 02 — Distribuicdo de espécies da familia Rubiaceae no mundo (TROPICOS, 2015).
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No Brasil, a familia Rubiaceae € bem representada, sendo encontrados 125
géneros e 1392 espécies (BARBOSA et al., 2015). Na Amazobnia Brasileira esta
representada por 102 géneros, 712 espécies, 17 subespécies e 32 variedades
(ZAPPI, 2013). Estudos de levantamentos floristicos da Reserva Florestal Ducke,
uma das maiores areas ja mapeadas da regido, demonstram a grande
representatividade da familia, constituindo uma das maiores familias em ndamero de
espécies encontradas, com 99 espécies distribuidas em 36 géneros (TAYLOR et al.,
2007).

A maioria das espécies de Rubiaceae sdo arvores de pequeno porte ou
arbustos muito frequentes no sub-bosque. A familia pode ser facilmente reconhecida
pelas folhas geralmente opostas e pela presenca de estipulas interpeciolares. A
grande variacdo nas formas, tamanhos e cores das flores atrai um grande ndamero
de polinizadores para a familia, sendo que a polinizacdo pelo vento ndo ocorre no
Neotropico. Os frutos carnosos também variam nas cores e tamanhos, sendo
dispersos por passaros, morcegos ou ainda por pequenos mamiferos (TAYLOR et
al., 2007).

2.6. Género Duroia

Duroia L. F. possui origem nativa e ndo € endémico do Brasil. Foi descrito por
Linnaeus, no ano de 1782, quando propb6s a espécie-tipo, Duroia eriopila L. F.
(NASCIMENTO, 2013).

Este género, pertencente a familia Rubiaceae, subfamilia Ixoroideae e tribo
Gardenieae, apresenta 35 espécies neotropicais, distribuidas desde a América
Central, Coldmbia, Guianas, Equador, Peru, Bolivia até o Brasil central, e é
semelhante ao género Amaioua, porém as flores pistiladas e os frutos solitarios
caracterizam Duroia (TAYLOR et al., 2004; DELPRETE, 2010).

Nascimento (2013), através de um levantamento dos espécimes do género
Duroia depositados nos herbéarios IAN, MG, RB, INPA e SPF, constatou um total de
22 espécies de Duroia na Amazonia Brasileira: D. amapana, D. aquatica, D. duckei,
D. eriopila, D. fusifera, D. genipoides, D. gransabanensis, D. hirsuta, D. hirsutissima,
D. kotchubaeoides, D. longiflora, D. macrophylla, D. maguirei, D. micrantha, D. nitida,
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D. palustris, D. paraensis, D. petiolares, D. prancei, D. saccifera, D. triflora e D.
velutina. Na Reserva Florestal Ducke, uma das reservas mais estudadas na
Amazobnia, foram encontradas e identificadas em levantamento floristico quatro
espécies do género, descritas na chave de identificacdo abaixo (TAYLOR et al.,
2007).

Chave de identificagdo - Duroia na Reserva A. Ducke (TAYLOR et al., 2007):
1. FOINAS OPOSIAS ...eeieiiiiiiiieiiitiie ettt et e s D. gransabanensis
1. Folhas ternadas.
2. Folhas sésseis, com um par de domacias em forma de bolsa na base ............... D. saccifera
2’. Folhas pecioladas, sem domacias conspicuas base.
3. Folhas lanceoladas a elipticas ou obovadas, cartaceas, 25-30 x 8-11 cm;
peciolo 1,5—2 CM COMPIIMENTO. ....ccciiiiiiiiiieiieee e e e e e e e e e e e e s e D. longiflora
3'. Folhas ovadas a lanceoladas, coriaceas, 30—40 x 14—24 cm; peciolo 5-8,

5 CM COMPIIMENTO. ..eiiiiiiiiiiee ittt D. macrophylla

Segundo Taylor e colaboradores (2007), a descricdo morfolégica que
caracteriza 0 género segue da seguinte maneira: podem ser arvores, arvoretas ou
arbustos, dioicos, frequentemente com formigas nos ramos ou folhas; ramos
quadrangulares ou cilindricos, frequentemente fistulosos, glabros ou pilosos;
estipulas unidas num capuz cbnico sobre a gema terminal, deciduas, sericeas ou
pilosas; folhas opostas ou 2-5-verticiladas, decussadas, sésseis ou pecioladas, as
vezes dotadas de protuberancias basais cuja presenca estd associada com a
presenca de formigas; inflorescéncias estaminadas terminais, cimosas, fasciculadas
ou capitadas; flores estaminadas com calice truncado ou 5-8-lobado; corola
hipocrateriforme, alva a amarelada, geralmente carnosa, sericea externamente,
glabra a pilosa internamente, 5-8-lobada, prefloracdo contorta; estames 5-8,
inseridos no tubo da corola, anteras dorsifixas; pistilodio semelhante ao estigma,
ovario esteéril; inflorescéncias pistiladas 1-3-floras, capitadas; flores pistiladas com
calice e corola semelhantes ao das flores estaminadas ou frequentemente de
tamanho maior; estaminddios semelhantes aos estames; ovario 1l-locular, évulos

muitos por léculo; estigma inteiro; frutos bacaceos, bem desenvolvidos, ovoides ou
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oblongos, coridceos ou lenhosos, geralmente pardos; sementes numerosas,
comprimidas ou suborbiculares, envolvidas numa polpa gelatinosa.

Espécies do género Duroia sdo comumente habitadas por formigas, formando
uma relacdo de mutualismo entre a planta e as mesmas. Normalmente as plantas
que possuem este tipo de relacao, dentro do género, possuem domaceas (estruturas
anatdmicas presentes na face inferior das folhas ou em suas bases), como, por
exemplo, as espécies Duroia saccifera e Duroia hirsuta (NASCIMENTO et al., 2013).

Poucos estudos fitoquimicos, até hoje, foram realizados sobre este género.
Apenas duas espécies, Duroia hirsuta e Duroia macrophylla, possuem estudos
fitoquimicos e/ou ecologicos. A espécie Duroia hirsuta é utilizada como medicamento
de cura popular, e demonstrou em pesquisas atividades bioativas contra
Mycobacterium phlei (LOPEZ et al., 2001) e atividade antiviral contra o virus Herpes
simplex (HSV) em estudos in vitro (KHAN et al., 2005), além de estudos fitoquimicos
que isolaram flavonoides e uma lactona iridoide da planta (AQUINO et al., 1999). Ja
D. macrophylla é o tema da presente dissertacdo. Com isso, existe ainda um grande
namero de espécies com nenhum estudo quimico ou biolégico do género,

justificando a demanda de novas pesquisas.

2.7. Duroia macrophylla Huber

Entre as diversas espécies com grande potencial da familia Rubiaceae e do
género Duroia, encontra-se a espécie Duroia macrophylla Huber, popularmente
conhecida como purui ou purui-grande-da-mata (figura 03). E uma espécie arbérea,
frutifera comestivel, ndo cultivada, e é encontrada na regido amazénica, geralmente
em habitat de solo argiloso, umido e margens de igarapé, mas também se
apresentam em habitats diversos como em moitas de tucuma e cupiuba
(NASCIMENTO, 2013). Esta espécie ocorre nas Guianas e no Brasil, nos estados do
Pard, Amapda, Rondbnia e Amazonas. Segundo Campos & Brito (1999), em estudos
realizados na Reserva Ducke, em Manaus (AM), a espécie ocorre nas florestas de
baixio, vertente e plato; floresce em novembro e dezembro e frutifica de janeiro a
junho. Ja Nascimento (2013) encontrou espécies de Duroia macrophylla florescendo

em setembro, outubro, novembro e dezembro, e frutificando em outubro e dezembro.
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Figura 03 — Espécie Duroia macrophylla em habitat amazénico de terra-firme (Reserva A.
Ducke). Detalhe das folhas (direita).

Segundo Taylor e colaboradores (2007), a espécie Duroia macrophylla Huber
€ descrita morfologicamente como: arvores de 15 a 20 metros de altura, 12 a 25
centimetros de diametro, com tronco circular, base as vezes acanalada, digitada;
ritidoma marrom a marrom avermelhado, levemente fissurado, escamoso; exterior da
casca marrom ou bege, fibrosa, com 2 a 3 milimetros de espessura; casca
internamente marrom, alaranjada ou rosada, com 3 a 5 milimetros de espessura;
alburno bege ou alvo-alaranjado; odor forte; ramos quadrangulares, espessos,
fistulosos, ferrugineo-hirsutos; estipulas com 3 a 4 x 1,5 centimetros, ferrugineo-
tomentosas; folhas ternadas, longamente pecioladas; peciolo com 5 a 8,5
centimetros de comprimento; lamina ovada a lanceolada com 30 a 40 x 14 a 24
centimetros, coriacea, apice acuminado, base obtusa, face adaxial glabra exceto as
nervuras sericeas, face abaxial pubérula com as nervuras tomentosas; nervuras
laterais entre 18 e 21 pares, impressas na face adaxial; inflorescéncias estaminadas

umbeladas, multifloras, com 4,5 a 5,5 centimetros de comprimento; flores
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estaminadas pediceladas, pedicelos de 0,5 a 3 centimetros de comprimento; calice
truncado ou 6-denticulado, com 1,5 centimetro de comprimento, sericeo; corola
creme, com 3,3 a 4 centimetros de comprimento, sericea, 6-lobada; flores pistiladas
nao vistas; bagas solitarias, sésseis, subglobosas ou elipséides, com55a 7,6 x 7 a
7,6 centimetros, ferrugineo-tomentosas; sementes orbiculares, comprimidas,
pubescentes, com 6 x 7 milimetros. Na figura 04 é possivel observar as principais

caracteristicas da espécie.
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Figura 04 — Caracteristicas morfol6gicas de Duroia macrophylla Huber. A - ramo com folha
ternada e estipula; B - estipula trisulcada; C — inflorescéncia; D — antera; E - estilete bifido; F
- fruto com calice persistente (NASCIMENTO, 2013).

A espécie Duroia macrophylla vem sendo pesquisada atualmente por um
anico grupo de pesquisa do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazbnia, onde
alguns extratos de diferentes espécimes ja demonstraram atividades com grande
potencial medicinal. Estudos evidenciaram a presenca de um alcaloide indélico de
interesse farmacéutico em extratos de suas folhas, ao qual apresentou atividade
antitumoral (NUNEZ & VASCONCELOS, 2012). Foram também isolados de extratos
metandlicos de folhas os triterpenos acido oleandlico e ursoélico, que demonstraram
atividade contra Mycobacterium tuberculosis, agente causador da tuberculose
(MARTINS et al., 2013), além de alcaloides inddlicos isolados a partir de extratos
metandlico e diclorometanico de galhos, que também apresentaram atividade contra
a mesma micobactéria (MARTINS, 2014).

Atualmente varias doencas ainda se encontram sem cura ou com tratamentos
ainda pouco aprimorados, como o cancer e a tuberculose. A descoberta de novas
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drogas para o tratamento e a possivel cura de tais doencas € de extrema
importancia, e as atividades bioldgicas que Duroia macrophylla tem apresentado
diante das mesmas, em testes preliminares, mostram a importancia do
aprofundamento da pesquisa. Estudos prévios do grupo de pesquisa mostram que
hé variacdo da presenca de alcaloides em extratos obtidos de diferentes individuos,
sendo, portanto necessarios outros estudos relacionando a sazonalidade quimica

com a interacdo ambiental da espécie.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Analisar a sazonalidade quimica e a presenca de metabdlitos secundarios em
extratos de folhas de Duroia macrophylla Huber, durante um ano em dois
espécimes, e obter calos in vitro da espécie para extracbes dos metabdlitos

secundarios e avaliagdo de suas atividades bioldgicas.

3.2. Objetivos Especificos

- Preparar extratos hexanicos e metanolicos de folhas de dois individuos de D.
macrophylla, mensalmente, durante um ano;

- Identificar a presenca de alcaloides e outros possiveis metabdlitos nos extratos
obtidos de D. macrophylla;

- Avaliar a relacdo entre a producdo dos metabdlitos nas plantas de D.
macrophylla com a sazonalidade;

- Estabelecer o tipo de explante e o processo de desinfestacdo mais apropriado
para o estabelecimento de cultura asséptica in vitro de D. macrophylla;

- Realizar a inducao de calos em explantes de D. macrophylla in vitro.

- Realizar a extracdo quimica de calos de D. macrophylla.

- Identificar a presenca de alcaloides e outros possiveis metabodlitos nos extratos
obtidos de calos de D. macrophylla;

- Avaliar a atividade antioxidante, antibacteriana e toxicidade dos extratos de
calos de D. macrophylla;

- Avaliar a relacdo entre a produgédo de metabdlitos nos calos com a producéo de

metabdlitos nas plantas de D. macrophylla.

25



4. MATERIAL E METODOS

4.1. ESTUDO DE SAZONALIDADE FITOQUIMICA

4.1.1. Local de coleta e pesquisa

O material vegetal foi coletado na Reserva Florestal A. Ducke, localizada a 26
km NE de Manaus, na rodovia AM-010, Amazonas. Exsicatas dos materiais
coletados foram depositadas no Herbario da Coordenacdo de Pesquisas em
Botanica do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazbnia — INPA, numeros de
depdsito 259228 (individuo A) e 261554 (individuo B) (figura 05), e autenticadas pela
especialista em rubiaceas Dra. Charlotte M. Taylor, do Missouri Botanical Garden,
St. Louis - USA.

Figura 05 — Exsicatas de Duroia macrophylla depositadas no herbario do Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazo6nia, numeros de depdsito 259228 e 261554.
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Os materiais vegetais de dois individuos de Duroia macrophylla (denominados
A e B), localizados em parcelas diferentes da reserva (A em local préximo a trilha,
em declive; B em local a cinco metros a trilha, em platd), foram obtidos em doze
coletas, realizadas mensalmente entre abril de 2013 e marco de 2014 (uma coleta
mensal). O material de cada coleta recebeu uma numeragcao diferenciada e,
consequentemente, resultou em extratos diferentes. Foram observadas durante as
coletas as condicbes climaticas, presenca de flores e frutos nos individuos e a
presenca de parasitas nas folhas dos mesmos. Todos o0s procedimentos
laboratoriais e testes foram realizados no Laboratorio de Bioprospecgdo e
Biotecnologia do INPA.

4.1.2. Preparo dos Extratos

As folhas das plantas coletadas foram secas em estufas com temperatura
média de 40 °C e posteriormente foram moidas em moinho de facas (marca Tecnal,
Willye TE-650). As substancias presentes nas folhas foram extraidas com hexano e
metanol, onde foram realizadas de trés a quatro extragdes com cada solvente,
utilizando um banho de ultrassom (marca Unique) por 20 minutos em cada extragao.
Apés o banho de ultrassom, o material foi filtrado (figura 06). Os extratos foram
concentrados em rotaevaporador (marca Fisatom) sob temperatura média de 40 °C.

Material vegetal coletado de Duroia macrophylla

Secagem, trituracdo e moagem

1) Extracdo com
Hexano usando |
ultrassom por 20
minutos 3

2) Filtragao

3) Concentragéo Torta

X

Hexano

1) Extracdo com |
MeOH usando

ultrassom por 20
minutos 3x MeOH

2) Filtragao Residuo
3) Concentragdo

Figura 06 — Fluxograma da preparacdo dos extratos.
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4.1.3. Analise Cromatogréafica dos Extratos

As andlises iniciais dos extratos foram realizadas por Cromatografia em
Camada Delgada Comparativa (CCDC), empregando cromatofolhas de aluminio,
com silica gel 60 com indicador de fluorescéncia UV 254 nm (marca Macherey —
NAGEL — MN). A eluicdo das cromatofolhas foi realizada com varios solventes, em
diferentes proporcdes. Para revelagdo empregou-se como revelador fisico a luz
ultravioleta (comprimento de onda de 254 nm e 365 nm) e como reveladores
quimicos sulfato cérico e reagente de Dragendorff.

Para a padronizagdo das amostras na anélise de Cromatografia em Camada
Delgada Comparativa, foram pesados 10 mg de cada extrato, que foram diluidos em
1 mL de solvente (hexano ou metanol). Para a aplicacdo das amostras nas placas
cromatograficas (10x20 cm), foi utilizado um pipetador automatico, ajustado para

aliquotas de 15 puL.

4.1.4. Identificacdo de metabdlitos de interesse nos extratos

Todos os extratos foram submetidos a Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) de 300 MHz (marca Bruker — modelo Fourier 300) de 'H. As amostras
levadas a RMN foram padronizadas, onde foram separados 40 mg de cada extrato,
que foram diluidos em 600 uL de solvente deuterado (cloroférmio-d). Cada leitura foi
realizada com 16 scans e multiplicagéo exponencial com LB (line broadening) de 0.3
Hz. Foram utilizados os softwares TOPSPIN — Bruker e ACD/NMR Processor
Academic Edition — ACD/Labs para as leituras e processamento dos resultados.
Cada andlise processada em RMN foi convertida pelo método de transformada de
Fourier e realizada a correcédo de fase (phase) em modo manual. Cada espectro foi
analisado e comparado com as analises em RMN das substancias ja isoladas da
espécie, visando detectar a presenca dos mesmos em cada amostra.

Para projecdo dos dados em Andlise de Componentes Principais (PCA),
foram selecionados os extratos de quatro meses distintos, que representam
trimestres diferentes: maio/2013, agosto/2013, novembro/2013 e fevereiro/2014.
Foram realizadas triplicatas amostrais em RMN para a analise de comparacéo e
diminuicdo do erro instrumental e operacional. Estas amostras também foram
padronizadas, onde foram separados 30 mg de cada extrato, que foram diluidos em

600 uL de solvente deuterado (cloroférmio-d) adicionado com TMS (0,05%) para
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padrdo. O ajuste da homogeneidade do campo magnético local (shimming) e da
frequéncia (tunning) da RMN foi calibrado individualmente para cada amostra e
repeticédo, através dos sinais do solvente e padrdo. Cada leitura foi realizada com 16
scans e multiplicacdo exponencial com LB (line broadening) de 0.3 Hz. Foram
utilizados os softwares TOPSPIN — Bruker e ACD/NMR Processor Academic Edition
— ACD/Labs para as leituras e processamento dos resultados. Cada leitura
processada em RMN foi convertida pelo método de transformada de Fourier e
realizada a correcdo de fase (phase) em modo automatico (auto simple). Para o
processamento dos dados foi utilizado o método de “peakpicking” do software
ACD/Labs para a tabelacdo dos sinais, onde foi utilizado fator de ruido (noise fator) 5
e limite de altura (height threshold) 5 para a determinacdo dos picos a serem
analisados. Para a PCA foi utilizado o software Statistica® (versdo 10), onde os

dados espectrais foram normalizados pelo centro da média e processados.

4.2. CULTURA DE TECIDOS IN VITRO

4.2.1. Local de coleta e pesquisa

O presente estudo foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais, do Laboratorio de Bioprospeccdo e Biotecnologia, Coordenacédo de
Tecnologia e Inovagéo, do INPA. Os explantes utilizados foram obtidos de plantas
matrizes de Duroia macrophylla em seu habitat natural, situadas na Reserva
Florestal A. Ducke, sendo estas os mesmos individuos utilizados no estudo de

sazonalidade fitoquimica.

4.2.2. Pré-desinfestacao

O material vegetal para o processo de cultura de tecidos in vitro consistiu de
segmentos foliares de folhas jovens e adultas de Duroia macrophylla, retiradas das
areas centrais das folhas apresentando nervuras central ou secundarias, com corte
de aproximadamente 1 x 0,5 cm, retirados com o auxilio de tesoura e bisturi. Estes

segmentos foliares foram denominados explantes.
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Foram realizados diversos tipos de pré-desinfestacdo nos explantes, onde
foram lavados com etanol 70%, &gua destilada e imersos em solucdo biocida
contendo fungicida (2 g.L? de Mancozeb®) e antibidtico (100 mg.L? de

estreptomicina) em diferentes tempos (tabela 02).

Tabela 02 — Tempos de imers&o dos tratamentos de pré-desinfestacdo de explantes foliares
de Duroia macrophylla.

Material Vegetal Tratamento Imersdo em etanol 70%  Imers&o em biocida*
Folhas jovens TPDJ 01 1 min 4 h
Folhas jovens TPDJ 02 1 min 5h
Folhas jovens TPDJ 03 1 min 8h
Folhas jovens TPDJ 04 1 min 20 h
Folhas adultas TPDA 01 1 min 6h
Folhas adultas TPDA 02 1 min 12 h
Folhas adultas TPDA 03 1 min 18 h
Folhas adultas TPDA 04 1 min 24 h

* Solucéo biocida com 2 g.L™ de Mancozeb® e 100 mg.L™" de estreptomicina.

4.2.3. Desinfestacéao

Apés os tratamentos de pré-desinfestacdo, os explantes foram levados a
camara de fluxo laminar (marca Esco — modelo LAB2A2), onde foram submetidos a
diversos tratamentos de desinfestacdo com a combinacdo entre 0s agentes
desinfestantes etanol 70%, hipoclorito de s6dio a 2% e hipoclorito de calcio a 4%
(tabela 03). Foram realizadas entre 15 e 20 repeticdes para cada tratamento, com
um explante em cada tubo de ensaio (parcela). Entre cada imerséo de diferentes
agentes desinfestantes e ao final do processo de desinfestacdo os explantes foram
submetidos a trés lavagens com agua destilada esterilizada e foram inoculados no
meio de cultura Murashige & Skoog (MS) (1962) acrescentado de 30 g.L™ de
sacarose e 7 g.L? de Agar. As avaliagbes das culturas in vitro nos diferentes
tratamentos foram realizadas considerando-se nos ensaios de desinfestacdo a
porcentagem de explantes mortos, vivos e contaminados (fungos e bactérias), apos

um més da inoculagéo.
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Tabela 03 — Tratamentos de desinfestacdo de explantes foliares de Duroia macrophylla com
diferentes combinacBes e tempos de imersdo em agentes quimicos desinfestantes, em
camara de fluxo laminar.

Tempo de imersdo (min)

Material Vegetal Tratamento Etanol 70% NaClO 2% CaClO 4%
Folhas jovens DMJO1 1 10 -
Folhas jovens DMJ02 1 15 -
Folhas jovens DMJ03 1 20 -
Folhas jovens DMJ04 2 15 -
Folhas jovens DMJO05 3 15 -
Folhas jovens DMJO06 3 20 -
Folhas adultas DMAO1 1 5 -
Folhas adultas DMAO02 3 5 -
Folhas adultas DMAO03 3 10 -
Folhas adultas DMAO04 3 10 5
Folhas adultas DMAO5 3 10 10
Folhas adultas DMAO06 3 15 15
Folhas adultas DMAOQ7 5 10 10
Folhas adultas DMAOS8 5 15 15
Folhas adultas DMAQ09 4 20 15
Folhas adultas DMAL10 5 20 15
Folhas adultas DMA11l 3 30 -
Folhas adultas DMA12 3 30 10
Folhas adultas DMA13 5 30 -
Folhas adultas DMA14 5 40 -

4.2.4. Inducéo de calo

Os explantes que permaneceram vivos e assépticos apds os tratamentos de
desinfestacdo, foram transferidos de meio de cultura, para o inicio do processo de
inducao de calo nos mesmos.

O meio de cultura utilizado para o processo de calogénese foi o MS
adicionado com 30 g.L* de sacarose, 7 g.L? de agar, 4 mgLt de 24-
diclorofenoxiacético (2,4-D) e 2 mg.L™ de cinetina (CIN).

As culturas foram incubadas em sala de crescimento a temperatura de 28 °C
+ 2 °C, umidade relativa do ar de aproximadamente 60%, sob luz difusa
(sombreamento) de intensidade de 50 pmol.m?s® e 16 horas de fotoperiodo,
durante 60 dias.
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4.2.5. Avaliagéo e estatistica
Para analise estatistica foi utilizada uma analise de varidncia com teste de

Tukey, em nivel de 5% de probabilidade.

4.2.6. Extracdo quimica de calos

Os calos obtidos no processo de calogénese in vitro foram reunidos e
liofilizados. Apods a liofilizacdo dos mesmos, foram realizadas extracdes quimicas,
seguindo o mesmo protocolo a ser realizado com 0s materiais vegetais do item
4.1.2.

4.2.7. Testes para atividade antioxidante, antibacteriana e toxicidade dos calos

4.2.7.1. Teste antioxidante

Para avaliar a propriedade antioxidante dos extratos foram utilizados dois
agentes oxidantes: o ferro (Fe*) e o DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), utilizando
como padrao de referéncia o acido ascérbico para a avaliacdo quantitativa do
potencial antioxidante, sendo feita a mensuracdo em espectrofotometro
(metodologia por NOVAES, 2007). A variagdo da absorbancia dos extratos foi
comparada com a curva de calibracédo do acido ascorbico.

A solucéo de acido ascorbico foi preparada com 44 mg do mesmo diluidos em
50 mL de agua deionizada. A partir desta solucdo foram feitas diluicdes resultando
nas seguintes concentragcoes: 0; 88; 176; 352; 526 e 704 pg/mL. Para o preparo da
solugdo de DPPH foram solubilizados 28 mg do DPPH em 1 mL de DCM e
posteriormente adicionado MeOH até atingir o volume de 100 mL. Para o preparo da
solucdo de Fe*', 8,6344 g de sulfato férrico foram diluidos em uma solucéo de &cido
cloridrico (HCIl) 1% (v/v), onde posteriormente a solugdo foi transferida,
guantitativamente, para um baldo volumétrico com capacidade para 1 L. Apos a
dissolucéo, o volume restante foi preenchido com a solugéo de acido cloridrico. Para
a visualizagcdo da acao oxidante do ferro, foi utilizado 1,10-fenantrolina, sendo
preparada uma solucdo com 0,25¢g de 1,10-fenantrolina diluidos em solucéo tampéao
de acetato de sédio (pH 4,5) com volume total de 100 mL.

Foram formuladas curvas-padrdo, com o acido ascoérbico, para cada agente

oxidante: para a curva com DPPH, foram adicionados em seis microtubos 990 pL de
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DPPH e 10 uL de &cido ascorbico nas diferentes concentracdes, sendo realizadas
as leituras de absorbancia apés 30 minutos em espectrofotdbmetro no comprimento
de 517 nm; para a curva com o ferro foram adicionados 10 puL do acido ascorbico
diluido em seis microtubos, em seguida 10 pL de Fe®*" e por fim, 980 pL de 1,10-
fenantrolina, sendo realizadas leituras de absorbancia apés uma hora em
espectrofotometro no comprimento de 508 nm. Os dados foram registrados em uma
planilha que permite a visualizacédo da curva e de sua linearidade.

Para o preparo das amostras com os extratos dos calos, foram pesados 5 mg
de cada extrato e solubilizados com o mesmo solvente utilizado para seu preparo.
Em seguida cada amostra foi acondicionada em um baldo volumétrico com volume
final de 10 mL. Para o teste com DPPH foram transferidos 10 uL da amostra para
um microtubo seguido pela adicdo de 990 pL da solucdo de DPPH, onde a mistura
foi homogeneizada. Ap6s 30 minutos, foi medida a absorbdncia em um
espectrofotometro sob um comprimento de onda de 517 nm. Para o teste com ferro
foram transferidos 10 pL da solugédo padrdo de Fe** com concentragdo de 1000
pg.mL-1 para um microtubo, seguido pela adicdo de 10 pL da amostra e 980 pL da
solucdo de 1,10- fenantrolina 0,25% (m/v), onde a mistura foi homogeneizada. Apos
uma hora, foi medida a absorbancia em um espectrofotdmetro sob um comprimento
de onda de 508 nm.

Foi realizado um teste controle para cada tipo de agente oxidante, onde o
controle foi preparado da mesma forma como as amostras, substituindo-se a
amostra por agua deionizada (NOVAES, 2007).

4.2.7.2. Teste antibacteriano

Foram realizados testes com os extratos de calos de Duroia macrophylla
frente as bactérias: Aeromonas hydrophila (ATCC 7966), Bacillus cereus (ATCC
14579), Bacillus subtilis (ATCC 6051), Corynebacterium glutamicum (ATCC 13032),
Escherichia coli (ATCC 11775), Edwardsiella tarda (ATCC 15947), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 13883), Salmonella enteritidis (ATCC 13076), Staphylococcus
aureus (ATCC 12600), Providencia rettgeri (ATCC 29944), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 10145), Pseudomonas fluorescens (ATCC 13525) e Nocardia
brasiliensis (ATCC 19296).
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A determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) dos extratos foi
realizada conforme metodologia descrita por Eloff (1998) e CLSI (2003).

Para a determinacdo da CIM os extratos foram primeiramente solubilizados
em dimetilssulféxido (DMSO) a 5%, e em seguida foram realizadas diluicbes
sucessivas em pogos (microplaca de 96 pocos) para a obtengédo das concentracdes
de 1000, 500, 250, 125, 60 e 30 pg/mL. Foram adicionados 95 pL de cada
concentragdo do extrato e 5 yL da bactéria testada (McFarland 0,5 contendo
aproximadamente 1,5 x 10%) diluida 10 vezes. Para o controle negativo foram
utilizados 95 uL de DMSO no lugar do extrato. Para o controle positivo foi utilizado o
antibiético oxitetraciclina na concentracdo de 125 pg/mL. Todos os testes foram
realizados em triplicata. Em seguida a placa foi incubada a 30 ou 37 °C, dependente
da bactéria testada. A CIM foi detectada com o auxilio do revelador cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazélio (2 mg/mL), sendo adicionada uma quantidade de 40 pL deste
revelador em cada pogo, onde microrganismos metabolicamente ativos coram-se de
vermelho. A CIM foi definida como a menor concentracdo do extrato que nao houve

mudanca de coloracao.

4.2.7.3. Teste de toxicidade

Para a avaliacdo da toxicidade dos extratos dos calos de Duroia macrophylla
foi realizado o teste frente a Artemia salina. Para a obtencdo dos microcrustaceos,
foi preparada uma solucdo salina na concentracdo de 38 g/L, sendo esta
posteriormente filtrada e acondicionada em um béquer de 1 L, onde foram
adicionados 10 mg de cistos de A. salina. O bécker foi coberto com filme PVC e
deixado sob luz artificial (luminéaria) por 48 h sob uma temperatura ambiente de 27-
30 °C.

Para o teste, foram preparadas solu¢des de cada amostra de extrato de calos
em uma concentracdo de 10 mg/mL, utilizando como solvente DMSO. Foram
acrescentados 1 mL de solugdo salina em cada poco (em placa de 24 pocos),
contendo em cada poco também dez individuos de A. salina. Em seguida, foi
adicionada a amostra solubilizada juntamente com a solugéo salina (sem individuos),
como esquematizado na figura 07, completando o volume do pogo para 2 mL. O
teste foi realizado em triplicata e o controle negativo foi feito utilizando a solugéao

salina e o solvente no lugar da amostra.
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Figura 07 — Sequéncia de procedimentos para teste de toxicidade frente a Artemia salina.

As placas foram deixadas em temperatura ambiente de 27-30 °C sob luz
artificial durante 24 horas. Posteriormente foi feita a leitura dos resultados a partir da
observacédo das larvas, sendo consideradas mortas todas as que ndo apresentaram
qualquer movimento ou debilidade na motilidade durante 10 minutos. A
determinacao da toxicidade foi realizada através do percentual (%) de mortalidade
das larvas (MEYER et al. 1982; CECHINEL et al. 2003), considerando-se alta

toxicidade as amostras de que apresentaram 60% de mortalidade.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. ESTUDO DE SAZONALIDADE FITOQUIMICA

5.1.1. Preparo dos extratos

Foram realizadas doze coletas de folhas de dois individuos (denominados A e
B) da espécie Duroia macrophylla, de abril de 2013 a marco de 2014. Esses
materiais vegetais originaram 48 extratos (tabelas 05 e 06). Em algumas amostras
foram realizadas duas repeticdes de extragdo com cada solvente a mais para maior
rendimento do extrato, pelo fato do material vegetal coletado ser inferior a dos outros

meses.

Tabela 04 — Extratos de Duroia macrophylla preparados e armazenados no Laboratério de
Bioprospeccéao e Biotecnologia/ COTI-INPA do individuo A.

Material Hexanico Metandlico
Material Vegetal inicial (g) M (9) R (%) M (9) R (%)
Coleta 04/2013 140,0 0,503 0,359 2,733 1,952
Coleta 05/2013 198,5 0,541 0,273 6,544 3,297
Coleta 06/2013 95,4 1,729* 1,812 7,904* 8,285
Coleta 07/2013 192,8 1,198 0,621 7,277 3,774
Coleta 08/2013 132,5 2,532 1,913 9,505 7,174
Coleta 09/2013 132,8 1,362 1,026 6,081 4,579
Coleta 10/2013 119,3 0,810 0,679 5,982 5,014
Coleta 11/2013 179,8 3,402 1,892 8,650 4,811
Coleta 12/2013 178,8 2,401 1,343 12,852 7,188
Coleta 01/2014 205,4 1,638 0,797 15,013 7,309
Coleta 02/2014 197,5 2,550 1,291 14,728 7,457
Coleta 03/2014 104,1 1,669 1,603 5,911 5,678

M — Massa ; R — Rendimento

* Realizada repeticBes de extragdo em ultrassom a mais.
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Tabela 05 — Extratos de Duroia macrophylla preparados e armazenados no Laboratério de

Bioprospeccao e Biotecnologia/ COTI-INPA do individuo B.

Material Hex&nico Metanolico
Material Vegetal inicial (g) M (g) R (%) M (9) R (%)
Coleta 04/2013 181,4 0,673 0,371 2,942 1,622
Coleta 05/2013 1427 1,010 0,708 6,693 4,690
Coleta 06/2013 67,8 0,735* 1,084 6,401* 9,441
Coleta 07/2013 197,6 0,544 0,275 5,371 2,718
Coleta 08/2013 89,8 1,105* 1,321 8,137* 9,066
Coleta 09/2013 102,2 0,936 0,916 6,601 6,459
Coleta 10/2013 75,7 1,108* 1,464 0,372** 0,491
Coleta 11/2013 110,2 1,051 0,954 8,571 7,778
Coleta 12/2013 72,7 0,761 1,047 6,790* 9,340
Coleta 01/2014 105,1 0,688 0,655 7,407 7,048
Coleta 02/2014 60,7 0,695 1,145 5,346* 8,807
Coleta 03/2014 57,7 0,829* 1,437 4,993* 8,653

M — Massa ; R — Rendimento

* Realizada repeti¢cbes de extragdo em ultrassom a mais.

** Parte da amostra fungou durante secagem do solvente, foi realizada uma filtragem do extrato.

5.1.2. Andlises em Cromatografia de Camada Delgada Comparativa

Os extratos foram analisados em CCDC utilizando diferentes sistemas de

eluicdo, para a escolha do melhor sistema, de acordo com a polaridade da amostra.

Para os extratos hexanicos, o sistema Hexano / Acetato de Etila na proporcao

8:2 demonstrou a melhor eluicdo para analise com os reveladores quimicos e fisicos

(figuras 08 a 12).
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Figura 08 — Cromatografia em Camada Delgada Comparativa de extratos hexanicos de
folhas de dois individuos de Duroia macrophylla, coletados de abril/2013 a margo/2014,
sob luz visivel, sistema de eluicdo Hexano/Acetato de Etila 8:2.

Zanca, S.S.

Figura 09 — Cromatografia em Camada Delgada Comparativa de extratos hexanicos de
folhas de dois individuos de Duroia macrophylla, coletados de abril/2013 a mar¢o/2014,
com revelacéo sob luz ultravioleta em 254 nm, sistema de eluicdo Hexano/Acetato de Etila
8:2.
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Individuo A

Individuo B

Figura 10 — Cromatografia em Camada Delgada Comparativa de extratos hexénicos de
folhas de dois individuos de Duroia macrophylla, coletados de abril/2013 a margo/2014,
com revelagdo sob luz ultravioleta em 365 nm, sistema de eluicdo Hexano/Acetato de Etila
8:2.

Figura 11 - Cromatografia em Camada Delgada Comparativa de extratos hexanicos de
folhas de dois individuos de Duroia macrophylla, coletados de abril/2013 a mar¢o/2014,
com revelagdo em reagente de Dragendorff, sistema de eluicdo Hexano/Acetato de Etila
8:2.
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Figura 12 — Cromatografia em Camada Delgada Comparativa de extratos hexanicos de
folhas de dois individuos de Duroia macrophylla, coletados de abril/2013 a margo/2014,

com revelacdo com sulfato cérico, sistema de eluicdo Hexano/Acetato de Etila 8:2.

Quando utilizada a luz UV 365 nm como revelador (figura 10), ambos os
individuos, em todos os meses, apresentaram manchas alaranjadas com fator de
retencdo (Rf) entre 0,4 e 0,5, indicando a presenca de clorofilas (comuns nos
extratos de folhas).

Quando utilizado o reagente de Dragendorff (figura 11), um dos reveladores
para moléculas nitrogenadas como os alcaloides, nenhum dos individuos
estudados ao longo de 12 meses apresentou manchas alaranjadas, ou seja, nao
houve indicios da presenca de alcaloides nos extratos hexanicos.

Quando revelados com sulfato cérico (figura 12), a maioria dos extratos
hexanicos apresentou indicios da presenca de terpenoides, revelando uma
coloracéo roxa em Rf de aproximadamente 0,9.

Para os extratos metandlicos os sistemas de eluicio DCM puro e DCM /
MeOH 9:1 demonstraram boa separac¢do das substancias para a analise com 0s

reveladores quimicos e fisicos (figuras 13 a 17).
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Individuo A

Individuo B

Figura 13 — Cromatografia em Camada Delgada Comparativa de extratos metandlicos de
folhas de dois individuos de Duroia macrophylla, coletados de abril/2013 a mar¢o/2014,
sob luz visivel, sistema de eluicdo DCM puro.

Zanca, S.S.

Figura 14 — Cromatografia em Camada Delgada Comparativa de extratos metandlicos de
folhas de dois individuos de Duroia macrophylla, coletados de abril/2013 a margo/2014,
com revelacdo sob luz ultravioleta em 254 nm, sistema de eluigdo DCM puro.
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Figura 15 — Cromatografia em Camada Delgada Comparativa de extratos metandlicos de
folhas de dois individuos de Duroia macrophylla, coletados de abril/2013 a margo/2014,
com revelacdo sob luz ultravioleta em 365 nm, sistema de eluicdo DCM puro.
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Figura 16 — Cromatografia em Camada Delgada Comparativa de extratos metandlicos de
folhas de dois individuos de Duroia macrophylla, coletados de abril/2013 a margo/2014,

com revelagcdo em reagente de Dragendorff, sistema de eluicdo DCM puro.
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Figura 17 — Cromatografia em Camada Delgada Comparativa de extratos metandlicos de
folhas de dois individuos de Duroia macrophylla, coletados de abril/2013 a margo/2014,
com revelagcdo com sulfato cérico, sistema de eluicdo DCM/MeOH 9:1.

Nos extratos metandlicos, ambos os individuos, quando revelados com luz UV
365 nm (figura 15), apresentaram, ao longo do periodo de estudo, manchas azuis na
origem (ponto de aplicacdo da amostra), um indicativo da presenca de substancias
cromoéforas como as cumarinas ou furanocumarinas.

Assim como nos extratos hexanicos, os extratos metanolicos dos dois
individuos ndo apresentaram o indicativo de alcaloides quando revelados em
reagente de Dragendorff (figura 16).

Quando utilizado sulfato cérico como revelador (figura 17), os extratos
metandlicos de ambos os individuos apresentaram manchas de coloracdo roxa,
indicios da presenca de terpenos com Rfs distintos (uma parte na origem, e outra
com Rf em torno de 0,8).

N&o houve diferenca significativa entre os dois individuos na separacéo de
substancias na CCDC. Porém, em relacdo a composi¢cdo quimica dos extratos,
houve uma diferenca entre os hexanicos e metanolicos, como esperado, mas néo
houve grande variagdo na composi¢cdo quimica dos dois individuos ao longo do
periodo de estudo.

Nos extratos hexanicos e metandlicos das duas plantas ndo foi possivel
evidenciar a presenca de alcaloides, uma vez que a cor laranja é a caracteristica
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deste grupo quimico em contato com o reagente de Dragendorff, que nao foi
revelada em nenhum dos extratos (figuras 11 e 16). Normalmente os alcaloides se
apresentam fluorescentes em cores azul ou amarela nos reveladores fisicos de luz
ultravioleta a 254 nm e/ou 365 nm (WAGNER et al.,, 1984), mas, apesar de nas
cromatografias dos extratos de Duroia macrophylla haverem fluorescéncias (figuras
09, 10, 14 e 15), ndo é possivel afirmar que as substancias em questdo sejam
realmente alcaloides, uma vez que outros grupos quimicos também apresentam
fluorescéncia nesses reveladores.

Martins e colaboradores (2013) também ndo evidenciaram a presenca de
alcaloides em folhas da espécie Duroia macrophylla em testes de CCDC, apenas
encontrando alcaloides em galhos.

A presenca de terpenos nos extratos desta espécie ja foi descrita
anteriormente (MARTINS et al.,, 2013 e MARTINS et al.,, 2014), tanto nas folhas
como também nos galhos. A presenca de terpenos em extratos de plantas da familia
Rubiaceae é bastante comum, podendo ser encontrados em tipos de extratos
diferentes (partes da planta ou tipos de solventes de extracao), principalmente em
plantas com uso medicinal tradicional (SEN et al., 2012; HARIDASS et al., 2012,
MORENO et al., 2014; MAHANTHESH et al., 2014, entre outros).

Batista e colaboradores (2014) isolaram o triterpeno acido ursélico de raizes
da espécie Sabicea brasiliensis (Rubiaceae), o mesmo isolado por Martins e
colaboradores (2013) a partir de folhas de Duroia macrophylla. As duas espécies
pertencem a mesma sub-familia Ixoroideae, indicando que a presenca de terpenos
em espécies da familia Rubiaceae é bastante comum, assim como a parte da planta
onde se encontram também é bastante varidvel, sendo encontrados terpenos em

folhas, galhos e raizes das plantas.

5.1.3. Andlises em Ressonancia Magnética Nuclear

Apesar da presenca de alcaloides nao ter sido evidenciada nos testes de
CCDC, as analises realizadas por RMN com todos os extratos de Duroia
macrophylla, tanto hexanicos quanto metandlicos, evidenciaram a presenca de
alcaloides, uma vez que todos 0s espectros apresentaram sinais na regido de
deslocamento entre 9 e 10 ppm (Figuras 18 a 25), regido onde os hidrogénios

ligados a nitrogénios se apresentam, principalmente em alcaloides inddlicos, ja
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encontrados em extratos de galhos da espécie em outros estudos do grupo de
pesquisa (MARTINS, 2014).
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Figura 18 — Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H de doze extratos
hexanicos da espécie Duroia macrophylla, individuo A (sinais ajustados com transformada
de Fourier e Phase — Software ACD/Labs) (CDCl;, 300 MHz).
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Figura 19 — Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H de doze extratos
hexanicos da espécie Duroia macrophylla, individuo B (sinais ajustados com transformada
de Fourier e Phase — Software ACD/Labs) (CDCls, 300 MHZz).
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Nuclear de 'H de doze extratos hexanicos da espécie Duroia macrophylla, individuo A
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Figura 22 — Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H de doze extratos
metandlicos da espécie Duroia macrophylla, individuo A (sinais ajustados com transformada

de Fourier e Phase — Software ACD/Labs) (CDCls;, 300 MHZz).
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Figura 23 — Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H de doze extratos
metandlicos da espécie Duroia macrophylla, individuo B (sinais ajustados com transformada
de Fourier e Phase — Software ACD/Labs) (CDCls, 300 MHZz).
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Um dos fatores que pode ter ocasionado o falso negativo para deteccdo de
alcaloides nas placas de CCDC e positiva na RMN foi a quantidade dos metabdlitos
presentes nas amostras analisadas. A RMN é uma técnica bastante sensivel em
relacdo a deteccdo de substancias presentes em amostras, mesmo em quantidades
consideravelmente pequenas.

Martins (2014) evidenciou a presenca de alcaloides somente em galhos de
Duroia macrophylla, tanto nas placas de CCDC como nas andlises de RMN
realizadas. Nao foi evidenciada a presenca de alcaloides nos extratos das folhas por
nenhum dos dois métodos. Uma das explicagBes para que os alcaloides ndo tenham
sido evidenciados em RMN no estudo destes pesquisadores, e sim neste trabalho,
foi o tipo de equipamento de RMN aos quais os testes foram realizados: Martins
utilizou um equipamento de RMN com frequéncia de 60 MHz, e neste trabalho foi
utilizado um equipamento de RMN com frequéncia de 300 MHz. Os alcaloides
encontrados nas folhas desta planta sdo bastante minoritarios em relagdo as outras
substancias presentes nos extratos, fazendo com que seja nhecessario um
equipamento de maior frequéncia para que seja possivel detectar a presenca dessas
substancias em baixa concentragdo nas amostras.

Foi evidenciada, a partir dos espectros de RMN, a possivel presenca de
terpenos em todas as amostras analisadas (figuras 18, 19, 22 e 23), tanto hexanicas
como metandlicas, onde foram observados diversos sinais na regido espectral entre
0 0,7 e 1,2, que indicam hidrogénios metilicos caracteristicos de triterpenos. Martins
e colaboradores (2013) também identificaram a presenca de triterpenos em extratos
de folhas de Duroia macrophylla, onde foram isolados de extratos diclorometanicos
de folhas os triterpenos, &cido oleandlico e &cido ursélico, que demonstraram
atividade contra Mycobacterium tuberculosis, agente causador da tuberculose.

A amostra metandlica do més 10/2014, do individuo B, apresentou
visualmente sinais com maior intensidade e deslocamentos quimicos diferentes das
demais amostras. Porém, esta amostra foi a Unica ao qual foi contaminada por
fungos durante o processo de secagem do solvente, tendo que passar por um
processo de filtragem para a recuperacao do extrato.

Com excegéo do més 10/2014 do individuo B, todos os extratos apresentaram
caracteristicas bastante similares, principalmente na regido de deslocamento entre

9,0 e 10,5 ppm, indicando a possivel presenca de alcaloides. No entanto, as
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amostras metandlicas do individuo B, provenientes das coletas dos meses de
fevereiro e marco de 2014 (as duas Ultimas coletas), apresentaram sinais menores
que os demais entre 6 9,0 e 10,5. Como o outro individuo ndo apresentou 0 mesmo
perfil, o fator que ocasionou a diminuicdo da producéo relativa da substancia pode
ser considerado de origem predatéria ou do habitat local, ndo sendo relacionado a
sazonalidade e/ou clima.

Nas amostras hexanicas de ambos os individuos (figuras 18 e 19) foi
observada a presenca de sinais em torno das faixas de & 5,13; 5,3-5,4 e 5,53,
indicando a presenca de duplas liga¢gbes dentre as substancias presentes, como de
esteroides e triterpenos. Também foi observado um sinal de duplo dubleto em & 4,14
em todas as amostras, com excecdo dos meses maio e setembro (2013) do
individuo B. Em todas as amostras foi observado um singleto em & 8,56, e apenas
nas amostras do individuo A foi observado com clareza um dubleto em & 8,08
(excecéo de setembro e outubro de 2013). Estes sinais entre os deslocamentos 6,5
e 9 ppm indicam a presenca de grupos aromaticos e heteroaromaticos, que
condizem com os alcaloides aroméaticos previamente isolados desta espécie
(MARTINS, 2014; NUNEZ et al., 2012). Foram observados trés singletos nos
deslocamentos de & 8,55, 8,60 e 8,70, indicando a possivel presenca de grupos
aromaticos e heteroaromaticos.

Em uma anélise de comparacdo entre os extratos de cada més, para cada
individuo, é possivel afirmar que, no caso dos extratos hexanicos, ndo houve grande
variacdo na producdo de metabdlitos durante os meses dentro de um ano, onde 0s
espectros de cada més sdo bastantes similares uns aos outros. Ja os extratos
metandlicos apresentam maiores variacdes nos sinais dos espectros, comparando-
se més a més.

A partir das andlises de projecdo dos componentes principais (PCA) foi
possivel observar a variacdo entre os perfis quimicos dos extratos dos dois
individuos em diferentes épocas do ano. Para as amostras hexanicas, a andlise da
PCA1 com a PCA2 explicaram a maior parte dos dados (68,6%), onde estes dois
componentes consistem de uma maior quantidade de variacdo de dados (figura 26).
Para as amostras metanodlicas, a PCAl1 e PCA2 apresentaram a maior porcentagem
de influéncia nos dados (39,7%), mas ndo apresentaram variagcdes nas areas de

interesse, provavelmente pela influéncia da variagdo nos deslocamentos dos sinais
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de uma amostra para outra; jA a andlise da PCA2 com a PCA3 (23,6%)
demonstraram padrbes melhores relacionados aos sinais de interesse, apesar de

menor porcentagem de influéncia (figura 27).
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Figura 26 — Valores da matriz de correlacdo da andlise de componentes principais dos

espectros de ressonancia magnética nuclear de extratos hexanicos de Duroia macrophylla.
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Figura 27 — Valores da matriz de correlacdo da andlise de componentes principais dos
espectros de ressonancia magnética nuclear de extratos metandlicos de Duroia

macrophylla.
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Na PCA dos extratos hexanicos, foi possivel observar uma separacéo entre
os dois individuos, onde trés das quatro amostras do individuo B se apresentaram
em quadrantes diferentes das amostras do individuo A (figura 28). O fator indicativo
da diferenca entre as amostras dos dois individuos parece estar associado a
intensidade dos sinais presentes nos deslocamentos entre 0,68 e 1,17 ppm,
conforme é possivel visualizar através do loading (figura 29), que apresenta a
maioria dos sinais desta area no primeiro quadrante direito (figura 30). Desta forma,
€ possivel afirmar que o individuo B apresenta maior quantidade de triterpenos que
o individuo A, pois a érea entre 0,7 e 1,2 ppm é onde se encontram 0s sinais de
metilas de triterpenos. Também foi observado que as amostras dos extratos 5BH se
destacaram, uma vez que, dentre as demais amostras analisadas, estas
apresentaram a maior intensidade de sinais para metilas de triterpenos (tabela de

sinais — intensidade x deslocamento — em anexo).
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Figura 28 — Andlise de componentes principais das amostras de ressonancia magnética
nuclear de extratos hexanicos de dois individuos de Duroia macrophylla (A e B) ao decorrer
de um ano, onde 2, 5, 8 e 11 representam coletas dos meses de maio, agosto, novembro
(2013) e fevereiro (2014), respectivamente.
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Figura 29 — Proje¢&o das variaveis sobre o loading das amostras de ressonancia magnética

nuclear de extratos hexanicos de Duroia macrophylla na analise de componentes principais.
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sobre o loading das amostras de ressonancia magnética nuclear de extratos hexanicos de
Duroia macrophylla na analise de componentes principais.
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As amostras 8AH, 8BH, 11AH e 11BH apresentaram uma separacdo das
amostras 2AH, 2BH, 5AH e 5BH, indicando uma diferenca quimica entre os meses
mais chuvosos e os demais, segundo comparacao aos indices de pluviosidade dos
meses referentes as coletas das amostras (figura 31). Também esta relacionada a
esta separacao, a intensidadade dos sinais nas areas espectrais entre 9 e 10 ppm,
posicionadas principalmente no primeiro quadrante esquerdo (figura 32), onde os
meses com maior indice de chuvas apresentaram maiores intensidades nestes
sinais, que séo relacionados a presenca de alcaloides indolicos (hidrogénios ligados
a nitrogénio). Desta forma, € possivel inferir que a presenca de alcaloides inddlicos
nas plantas de Duroia macrophylla € encontrada em maiores quantidades nos

meses mais chuvosos do ano.
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Figura 31 — indices pluviométricos na regido de Manaus entre os meses de janeiro e

dezembro de 2013 e janeiro e outubro de 2014. (INPE, 2014).
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Figura 32 — Regido aumentada do primeiro quadrante esquerdo da projecdo das variaveis
sobre o loading das amostras de ressonancia magnética nuclear de extratos hexanicos de

Duroia macrophylla na analise de componentes principais.

A regido amazonica é uma area de grande precipitacdo pluviométrica, mesmo
nos meses de verdo amazonico, onde as chuvas diminuem consideravelmente. Por
se tratar de uma regido com temperaturas altas e razoavelmente constantes, estes
fatores podem né&o influenciar tanto no metabolismo das plantas, com excecéo
daquelas que se encontram em areas alagaveis como a varzea e o igap6. Plantas
em ambientes com grandes variacdes ambientais podem apresentar maiores
oscilacbes metabdlicas (GOBBO-NETO & NETO, 2007). Em exemplo, em um estudo
realizado na regido sudeste do Brasil, onde a temperatura e o clima oscilam bastante
entre verao e inverno, Figueiredo (2010) verificou variacdo na atividade antioxidante
de extratos etandlicos brutos das folhas de Baccharis dracunculifolia (Asteraceae) de
acordo com a influéncia da sazonalidade, onde também verificou que fatores
climaticos, como o indice pluviométrico e temperatura, podem estar relacionados
com a atividade biolégica apresentado pelo extrato da planta.

As amostras 8AH se apresentaram bastante separadas das demais,

deslocadas no segundo quadrante esquerdo. Esta posi¢do, provavelmente, foi
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apresentada pelo fato de que a intensidade dos sinais entre 9 e 10 ppm destas
amostras sdo muito baixas, onde as leituras de peakpicking realizadas nao
capturaram a presenca destes picos. Portanto, apesar de apresentar os sinais para
alcaloides, 0os mesmos apresentaram-se pouco intensos para que fossem
apresentados na PCA.

De acordo com Gobbo-Neto & Lopes (2007), a época da coleta da planta é
um dos fatores de maior importancia, visto que a quantidade e até mesmo a
natureza dos constituintes ativos ndo € constante durante o ano. S&o relatadas
variagbes sazonais no conteudo de praticamente todas as classes de metabdlitos
secundarios, como 6leos essenciais, lactonas sesquiterpénicas, acidos fendlicos,
flavonoides, cumarinas, saponinas, alcaloides, taninos, graxas epicuticulares,
iridoides, glucosinolatos e glicosideos cianogénicos.

Além dos sinais entre 9 e 10 ppm, houve uma grande influéncia dos sinais
entre 8 e 9 ppm no posicionamento das amostras nos PC1xPC2, onde os mesmos
se apresentaram somente nos quadrantes esquerdos, assim como 0s sinais entre 9
e 10 ppm (figura 32). Os sinais entre os deslocamentos de 8 e 9 ppm sugerem a
presenca de componentes aromaticos, que podem inferir uma relagdo aos sinais de
hidrogénios ligados a nitrogénios, sendo estas duas caracteristicas de alcaloides
inddlicos.

Na PCA dos extratos metandlicos foi possivel observar que as amostras,
tanto dos dois individuos como entre os meses de coleta, diferem entre si (figura 33).
Com excecdo das amostras dos meses de novembro/2013 e de fevereiro/2014
(11AM e 11BM, 2AM e 2BM, respectivamente), as amostras dos dois individuos nédo
se apresentaram no mesmo quadrante, indicando influéncias de sinais diferentes
nas amostras. As amostras foram agrupadas nos quadrantes por influéncias de
sinais diversificados, onde as Unicas amostras que apresentaram diferenciacdo na
posicdo da PCA por causa dos metabolitos de interesse foram as amostras do més
de novembro, dos dois individuos (11AM e 11BM).
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Figura 33 — Andlise de componentes principais das amostras de ressonancia magnética

nuclear de extratos metandlicos de dois individuos de Duroia macrophylla (A e B) ao

decorrer de um ano, onde: 2, 5, 8 e 11 representam coletas dos meses de maio, agosto,

novembro (2013) e fevereiro (2014), respectivamente.

As amostras dos dois individuos do més de novembro se posicionaram no
segundo quadrante esquerdo, devido ao posicionamento contrario dos sinais dos
deslocamentos 9,39 e 9,53 ppm, que indicam hidrogénios ligados a nitrogénios
(caracteristica de alcaloides inddlicos): de acordo com o loading da PCA (figura 34) é
possivel verificar a presenca destes sinais no primeiro quadrante direito,
responsaveis pelo posicionamento das amostras no quadrante contrario. Esta
separacdo consiste pela baixa evidéncia e intensidade destes sinais nestas
amostras, indicando a baixa producao ou nula de alcaloides nesta época do ano nas

folhas dos individuos de Duroia macrophylla.
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Figura 34 — Projec&o das variaveis sobre o loading das amostras de ressonancia magnética
nuclear de extratos metandlicos de Duroia macrophylla na analise de componentes

principais.

A baixa producédo de alcaloides no més de novembro pode estar associada a
época de reproducdo da espécie, onde neste més inicia-se a época de floracdo das
espécies de Duroia macrophylla. Os dois individuos coletados encontravam-se com
inflorescéncias nos meses de novembro e dezembro.

Sabe-se que os metabdlitos secundarios tem grande participacdo nos eventos
ligados a reproducao e protecdo das plantas, onde metabdlitos especificos possuem
funcdes vitais para tais eventos. Neste caso, a baixa producéo de alcaloides pode
estar associada a mudanca de fluxo de energia e precursores para a formulacdo de
outras substancias com acdo especifica para os processos metabdlitos ligados a

floracdo e reproducéo.
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5.2. CULTURA DE TECIDOS IN VITRO

5.2.1. Pré-desinfestacédo e desinfestacéao

Todos os tratamentos de desinfestacdo de explantes de folhas adultas,

independente da pré-desinfestacdo, ndo estabeleceram explantes assépticos vivos,

nao havendo diferencas entre os tratamentos (tabela 06). Os tratamentos de

desinfestacdo de explantes de folhas jovens apresentaram resultados satisfatérios

no estabelecimento de explantes vivos e asseépticos,

dependente da pré-

desinfestacdo, onde os tratamentos DMJO5 (TPDJ02) e DMJ06 (TPDJ02) foram

significativamente melhores do que os demais (tabela 07).

Tabela 06 — Porcentagem de contaminacéo e sobrevivéncia de explantes de folhas adultas
de Duroia macrophylla submetidos a diferentes tratamentos de pré-desinfestacdo e
desinfestagéo, cultivados em meio Murashige & Skoog (1962) (MS), ap6s 30 dias.

Tratamento Tratamento Contaminacao (%) Sobrevivéncia Sobreviventes
Pré-desinfestacdo Desinfestacdo Fungo Bactéria (%) Assépticos(%)
TPDA 01 DMAO1 100 0 100 0

DMAO02 100 0 100 0
DMAO3 100 0 100 0
DMAO4 100 0 100 0
DMA11 100 0 100 0
DMA12 100 0 100 0
TPDA 02 DMAO1 100 0 100 0
DMAO02 100 0 100 0
DMAO3 100 0 100 0
DMAO4 100 0 100 0
DMA11 100 0 100 0
DMA12 100 0 100 0
DMA13 100 0 100 0
DMA14 100 0 100 0
TPDA 03 DMAOQ5 100 0 100 0
DMAO06 95 5 100 0
DMAOQ07 90 0 100 0
DMAOS8 95 0 100 0
DMAO09 95 0 100 0
DMA10 95 0 100 0
TPDA 04 DMAO1 100 0 100 0
DMAO02 100 0 100 0
DMAO3 100 0 100 0
DMAO04 100 0 100 0

N&o houve diferencas significativas entres os tratamentos pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 07 — Porcentagem de contaminacdo e sobreviventes de explantes de folhas jovens
de Duroia macrophylla submetidos a diferentes tratamentos de desinfestacdo e cultivados
em meio Murashige & Skoog (1962) (MS), ap6s 30 dias.

Tratamento Tratamento Contaminacgéo (%) Sobreviventes Sobreviventes
Pré-desinfestacdo Desinfestacdo Fungos Bactérias (%) Assépticos (%)
DMJO02 80 a 5 a 90 ab 5 b
DMJO03 70 ab 5 a 80 ab 5 b
TPDJ 01 DMJ04 100 a 0 a 100 a 0 b
DMJ04 100 a 0 a 100 ab 0 b
DMJO05 13,3 cd 0 a 66,6 bc 53,3 a
TPDJ 02 DMJO06 26,6 cd 0 a 66,6 bc 40 a
DMJ02 0O d 0 a 0 d 0 b
TPDJ 03 DMJO03 0 d 0 a o d 0 b
DMJO1 45 bc 5 a 50 bc 0 b
DMJ02 10 d 5 a 15 d 0 b
TPDJ 04 DMJO03 0o d 0 a o d 0 b

Em cada varidvel as médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05).

A diferenca entre os resultados dos explantes de folhas adultas e jovens
provavelmente deve-se por conta do tempo da exposi¢cdo natural das folhas adultas
as interacdes ambientais e aos microrganismos presentes no habitat, que é maior
que das folhas jovens. A maior quantidade de contaminacédo em folhas adultas ja foi
observada em diversos estudos com microrganismos endofiticos de plantas:
McCutcheon e colaboradores (1993) encontraram maior variabilidade genética em
populacdes da bactéria Rickettsia parkeri coletados em folhas maduras de
Pseudotsuga menziesii (Pinaceae) do que em folhas jovens; Pimentel e
colaboradores (2006), através de pesquisas com fungos endofiticos em erva-mate,
constataram que a quantidade de fungos endofiticos em folhas adultas € muito maior
que em folhas jovens; assim como Esteves e colaboradores (2007), que também
notaram que a riqueza de endofiticos em Baccharis dracunculifolia (Asteraceae)
aumenta conforme a idade das folhas & maior.

E importante ressaltar a importancia da sele¢do da planta matriz e o tipo de
explante a ser utilizado para um bom protocolo de desinfestacdo e estabelecimento
in vitro de plantas. A condi¢do fitossanitéria e fisiologica do material vegetal é
importante para uma cultura viavel e eficiente, e no caso de folhas jovens, essa
condicdo normalmente é melhor, além de que o processo de desdiferenciacdo nos

tecidos juvenis € teoricamente mais facil, pois apresentam uma grande capacidade
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de crescimento e resposta a aplicacdo de fitorreguladores (GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1998).

Sabe-se que o sucesso na obtencdo de culturas assépticas in vitro depende
da eficiéncia da combinacdo dos agentes quimicos, das concentracdes utilizadas,
dos tempos de exposicdo aos agentes e da intensidade de contaminacdo do
explante. Entre os tratamentos onde se utilizaram explantes de folhas jovens, o
processo de pré-desinfestacdo foi o fator principal para o melhor rendimento do
processo de desinfestacdo. O tratamento de pré-desinfestacdo onde os explantes
ficaram imersos em solugédo biocida durante 5 horas demonstraram resultados
significativamente melhores do que os outros. Os explantes que ficaram imersos em
solucdo biocida por tempos maiores que 8 horas demonstraram resultados
significativamente melhores de assepsia que 0s outros, mas acabaram causando a
morte dos tecidos vegetais dos explantes. Os tratamentos com tempo menor de
exposicdo a solucdo biocida, de 4 horas, causaram as maiores taxas de
contaminacdo dos explantes por fungos. A contaminacdo por bactérias foi pequena
e ndo demonstrou diferencas significativas entre os tratamentos.

Uma das alternativas para contornar o problema de contaminagbes em
explantes é a aplicacdo de fungicidas, que evitam ou diminuem a severidade das
doencas e, consequentemente, podem aumentar a produtividade da -cultura
(DUDIENAS et al., 1990).

Sabe-se que os fungicidas normalmente sdo bastante toxicos, e seu uso deve
ser controlado e equilibrado de forma que néo cause danos aos tecidos vegetais. O
uso ideal dos fungicidas € a sua aplicacdo diretamente na planta matriz, onde a
aplicacao correta do fungicida € de extrema importancia para a maior eficiéncia do
produto. Um dos métodos mais usuais para a total cobertura do fungicida sobre os
fungos da planta hospedeira é por meio de pulverizacdo, onde se deve levar em
conta o tipo de fungicida utilizado (contato ou sistémico) em relacdo aos locais da
planta que devem ser pulverizados (SONEGO & GARRIDO, 2014).

No entanto, a planta Duroia macrophylla, utilizada neste estudo, se trata de
uma matriz silvestre (que se encontra em seu habitat natural, ao meio da floresta
amazonica), onde o tratamento com solu¢cdo biocida se torna inviavel. Portanto,
opotou-se por tratamento direto nos explantes com imersédo prolongada a solugéo

biocida, que contém o fungicida de contato Mancozeb na sua composi¢ao.
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A maioria dos protocolos de pré-desinfestagcdo que utilizam imersdo de
explantes em fungicidas e antibioticos utilizam apenas alguns minutos de imerséo,
com excecdo da desinfestacdo de sementes e de explantes provindos de espécies
lenhosas, que normalmente apresentam maiores problemas de contaminacédo, onde
0S mesmos podem ser imersos por horas ou até um dia. Diversos estudos tem
utilizado a imerséo de explantes em agentes fungicidas para a obtencéo de culturas
asseépticas: Andrade e colaboradores (2005) obtiveram melhores resultados na
desinfestacdo de explantes de mangueira com 30 minutos de imersdo em fungicida;
Freitas (2009) utilizou 24 horas de imersdao em fungicida como protocolo para o
auxilio da descontaminacdo de sementes de canela-de-ema; Naranjo e
colaboradores (2014) também utilizaram como parte do protocolo de pré-
desinfestacdo de Psychotria ipecacuanha (Rubiaceae) a imersédo de explantes em
fungicida, onde explantes foliares foram mantidos por 2 horas em imerséo; Regalado
e colaboradores (2015) conseguiram bons resultados na desinfestacdo de rizomas
de Asparagus brachyphyllus e Asparagus pseudoscaber (Asparagaceae), utilizando
imersdo dos explantes em fungicida (Benomyl) durante 20 minutos; Medina & Casas
(2014), no processo de desinfestacdo de Thymus moroderi (Lamiaceae), utilizaram
imersdo em fungicida durante 15 minutos.

Entre os tratamentos de desinfestacdo, dentro do melhor grupo de pré-
desinfestacdo (TPDO02), destacaram-se 0s tratamentos com maior tempo de
exposicao ao etanol 70%, sendo os tratamentos DMJ05 e DMJO6.

Sabe-se que o etanol 70% possui caracteristicas germicidas com maior acéo
sobre fungos, além de sua acdo surfactante, que quando aplicado inicialmente,
facilita a acdo do hipoclorito de sodio, que possui efeito principalmente sobre
bactérias (PELCZAR et al., 1996). O etanol geralmente é utilizado a 70% e 80%,
pois acima dessa concentracdo é menos eficiente e pode desidratar rapidamente os
tecidos (ANDRADE et al., 2005).

O tempo de exposicéo dos tecidos ao etanol é, em geral, de algumas dezenas
de segundos, mas, conforme a sua consisténcia, pode chegar a alguns minutos. As
folhas de Duroia macrophylla, por serem coriaceas e apresentarem uma camada de
cuticula espessa sobre a epiderme, condicionam maior dificuldade para o contato

dos agentes desinfestantes com os tecidos da planta. Segundo Grattapaglia &
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Machado (1998), quando o explante estd protegido por outras camadas de tecido,
concentracdes e tempos de exposi¢cdes maiores podem ser utilizados.

Apesar dos resultados positivos, ainda fazem-se necessarios mais testes de
desinfestacdo para o estabelecimento da espécie in vitro, visto que os melhores
resultados apresentados sao de apenas 50% de assepsia dos explantes.

Uma das principais dificuldades encontradas na micropropagacdo in vitro,
além do enraizamento, € a obtencdo de um nuamero suficiente de culturas assépticas
gue permitam dar prosseguimento ao cultivo in vitro. Isso se verifica em funcao da
frequente presenca de microrganismos associados aos explantes e da relativa
ineficiéncia dos procedimentos de desinfestacdo superficial em espécies lenhosas,
gue costumam ser empregados com sucesso em espécies herbaceas (GOLLE et al.,
2013).

5.2.2. Inducéo de calos

Os explantes que se mantiveram vivos e assépticos apds 0 processo de
desinfestacdo foram inoculados em meio MS com 4 mg.L™* de 2,4-D e 2 mg.L™ de
CIN para a inducao de calo. O estabelecimento deste meio para o processo de
calogénese foi baseado em estudos com Coffea arabica, espécie da mesma familia
que Duroia macrophylla, onde maiores porcentagens de formacdo de calos em
explantes foliares foram obtidas com a utilizacéo de 4,18 mg.L™ de 2,4-D combinado
com 2 mg.L™ de cinetina, ou seja, com uma raz&o auxina/citocinina 2:1 (MACIEL et
al., 2003).

A combinacéo de citocinina e auxina € amplamente utilizada para a inducdo
da calogénese in vitro, porém sabe-se que o responsavel principal do processo € a
auxina. Segundo Bhojwani & Dantu (2013), reguladores de crescimento, em
particular a auxina, s&o comumente utilizados para induzir a desdiferenciacao, onde
a auxina € considerada o principal horménio vegetal necessario para a ativacdo da
divisdo diferenciada das células, tanto in vivo como in vitro, sendo o 2,4-D uma das
auxinas mais comumente utilizadas.

Apoés duas semanas de inoculacdo, os explantes comecaram a apresentar
formacdo de calos nas extremidades dos segmentos foliares (figura 35). Ap6és um
més a transformacgéo dos tecidos dos segmentos foliares em calo foi total. Os calos

formados em segmentos foliares de Duroia macrophylla apresentaram-se
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multiformes, onde em uma mesma parcela foram evidenciados calos friveis,
compacatados e clorofilados (figura 36).

Figura 35 — Formacgé&o inicial de calo em segmento foliar de Duroia macrophylla.

Zanca, S.S.

lcm

Figura 36 — Calo multiforme de Duroia macrophylla, apés dois meses in vitro: A — calo
clorofilado; B — calo friavel; C — calo compactado.
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Apesar da variacdo dos tipos de calos presentes, todos sdo considerados
massas de células indiferenciadas. Werner e colaboradores (2009) também
evidenciaram calos multiformes em testes de calogénese na espécie arbérea
Caesalpinia echinata (Fabaceae).

Para a obtencdo de calos com células uniformes pode-se alterar o balanco
das citocininas e auxinas, até que o resultado esperado seja presenciado. Stella e
Braga (2002) somente obtiveram sucesso na inducéo de calos in vitro de Rudgea
jasminoides com a utilizacao de Picloram, isolado ou combinado com cinetina, onde
os melhores resultados (calos friaveis e uniformes) foram obtidos com Picloram
isolado; Pereira e colaboradores (2007), com a espécie Uncaria guianensis
(Rubiaceae), obtiveram calos que variaram em coloracdo e consisténcia,
dependendo dos tipos de auxinas presentes no meio; Almeida e colaboradores
(2010) obtiverem melhor aspecto visual e melhor desenvolvimento nos calos in vitro
de Mussaenda erythrophylla (Rubiaceae) na presenca da auxina ANA (acido

naftalenoacético) nos meios.

5.2.3. Analise fitoquimica dos extratos dos calos

5.2.3.1. Preparo dos extratos

Para realizar as extracdes dos calos, os mesmos foram repicados para o
aumento da massa total do material vegetal. Os calos formados nos tratamentos
DMJO02 (TPDJO01) e DMJO3 (TPDJO01) foram repicados cinco vezes, e depois de
liofilizados foram pesados e denominados de DMCO1 e DMCO02, respectivamente.
Os calos formados nos tratamentos DMJO5 (TPDJ02) e DMJ06 (TPDJ02) foram
repicados duas vezes, e depois de liofilizados foram pesados e denominados de
DMCO03 e DMCO04, respectivamente (tabela 08). Os quatro grupos de calos foram
submetidos a extragcbes com hexano e metanol, e originaram oito extratos iniciais.
Os extratos metandlicos, quando secos em rotaevaporador, formaram um
precipitado, que foi separado do sobrenadante. Foi originado entdo um total de 12

extratos, provenientes de calos de Duroia macrophylla (tabela 09).
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Tabela 08 — Massa total de quatro grupos de calos de Duroia macrophylla apés liofilizacao.

NUmero de

Grupo Numero de Massa total Massa total Rendimento
de calos calosinicial Repicagens final fresca (g) final liofilizada (g)  Final (%)
DMC 01 1 5 30,68 2,52 8,21
DMC 02 1 5 30,52 2,38 7,80
DMC 03 8 2 19,27 1,50 7,78
DMC 04 6 2 23,20 1,88 8,10

Tabela 09 — Extratos de calos de Duroia macrophylla preparados e armazenados no
Laboratério de Bioprospeccao e Biotecnologia/ COTI-INPA.

Material Material Extrato Extrato Metandlico  Extrato Metandlico
Vegetal Inicial () Hexanico Sobrenadante Precipitado
M(mg) R(%) M(mg) R (%) M(mg) R (%)
DMC 01 2,52 23,2 0,9 635,6 25,2 136,3 54
DMC 02 2,38 26,8 11 661,4 27,8 113,1 4,8
DMC 03 1,50 13,0 0,9 706,8 47,1 61,6 4,1
DMC 04 1,88 15,0 0,8 769,1 40,9 74,4 4.0

M — Massa; R — Rendimento.

5.2.3.2. Andlise em Cromatografia de Camada Delgada Comparativa

Os extratos foram analisados em CCDC em diferentes sistemas de eluicao,
para a escolha do melhor sistema, de acordo com a polaridade da amostra.

Para os extratos hexanicos o sistema de eluicdo com Hexano / Acetato de
Etila com proporcdo 9:1 demonstrou a melhor eluicdo para andalise com o0s
reveladores quimicos e fisicos (figuras 37 e 38).

Para os extratos metanolicos o sistema de eluicdo com metanol puro
demonstrou a melhor eluicdo para analise com os reveladores quimicos e fisicos
(figuras 39 a 41).
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Figura 37 — Cromatografia em Camada Delgada Comparativa de extratos hexénicos de
quatro grupos de calos cultivados in vitro de Duroia macrophylla, sob luz visivel (A), em
revelacdo sob luz ultravioleta em 254 nm (B) e em 365 nm (C); sistema de eluicdo Hexano /

Acetato de Etila com proporgéo 9:1.

Figura 38 — Cromatografia em Camada Delgada Comparativa de extratos hexanicos de
quatro grupos de calos cultivados in vitro de Duroia macrophylla, com revelagdo em
reagente de Dragendorff (A) e sulfato cérico (B); sistema de eluicdo Hexano / Acetato de

Etila com proporgéo 9:1.
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Figura 39 — Cromatografia em Camada Delgada
Comparativa de oito extratos metandlicos de quatro grupos
de calos cultivados in vitro de Duroia macrophylla, sob luz

visivel, sistema de eluicdo metanol puro.

Zanca, S.S.

Figura 40 — Cromatografia em Camada Delgada Comparativa de oito extratos metandlicos

de calos cultivados in vitro de Duroia macrophylla, em revelacdo sob luz ultravioleta em
254 nm (A) e 365 nm (B), sistema de eluicdo metanol puro.
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Figura 41 — Cromatografia em Camada Delgada Comparativa de oito extratos metandlicos
de calos cultivados in vitro de Duroia macrophylla, com revelagdo em reagente de

Dragendorff (A) e sulfato cérico (B); sistema de eluicdo metanol puro.

N&o foi evidenciada a presenca de alcaloides em nenhum dos extratos de
calos de Duroia macrophylla, conforme demonstrado pelo revelador reagente de
Dragendorff. Assim como os extratos obtidos diretamente da planta, os extratos de
calos ndo apresentaram coloracdo alaranjada em nenhuma parte da placa de
CCDC.

Assim como nos extratos da planta, as placas com extratos dos calos de D.
macrophylla reveladas com sulfato cérico também evidenciaram a presenca de
possiveis terpenos, onde foi evidenciado manchas de coloracdo roxa apos o
aquecimento da placa com o revelador (figura 41).

N&o houve sinais de fluorescéncia na placa de CCDC revelada com luz UV no
comprimento de 254 nm. Na placa revelada com UV no comprimento de 365 nm foi
possivel observar fluorescéncias azuis e laranjas, assim como observado nos
extratos das folhas da planta, sugerindo a presenca de substancias com cromoforos
(sistemas conjugados), pois absorvem radiacdo UV e tornam-se fluorescentes na cor
azul. Neste caso podem ser consideradas diversas hipéteses de substancias, pois
cromoforos apresentam-se em diferentes tipos de substancias, em seus diferentes
formatos, como anéis aromaticos, ligacbes duplas, conjugacdes de oxigénio e
carbono, entre outros. As fluorescéncias de cor laranja em UV 365 nm normalmente

indicam a presenca de pigmentos como a clorofila.
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5.2.3.3. Andlises de Ressonéancia Magnética Nuclear

Ao contrario dos resultados dos extratos realizados diretamente das folhas de
Duroia macrophylla, os calos cultivados in vitro da espécie ndo indicaram a presenca
de alcaloides nas analises realizadas em ressonancia magnética nuclear em
nenhum dos extratos (figuras 42 e 43), uma vez que néo foi evidenciado nenhum
sinal na faixa da regido especifica para o grupo quimico nas leituras, nem mesmo
entre nove e dez ppm, onde sdo encontrados os sinais dos hidrogénios acoplados
aos nitrogénios dos alcaloides inddlicos, ja encontrados na espécie. A presenca de
terpenos nos extratos de calos de Duroia macrophylla pode ser inferida a partir da
presenca de sinais entres os deslocamentos de 0,7 e 1,2 ppm nos espectros de
RMN. Estes sinais podem ser um indicio de que os calos de D. macrophylla podem
estar produzindo os mesmos terpenos, ou similares, que a planta, conforme os
sinais observados nos espectros realizados da planta in natura neste trabalho e por
Martins (2014).
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Figura 42 — Ressonancia Magnética Nuclear de quatro extratos hexanicos de calos
cultivados in vitro de Duroia macrophylla (sinais ajustados com transformada de Fourier e
Phase — Software ACD/Labs) (CDCl;, 300 MHz).
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Figura 43 — Ressonancia Magnética Nuclear de oito extratos metandlicos (quatro
precipitados e quatro sobrenadantes) de calos cultivados in vitro de Duroia macrophylla
(sinais ajustados com transformada de Fourier e Phase — Software ACD/Labs) (CDCI;, 300
MHz).

A producdo dos metabdlitos em culturas de tecidos in vitro nem sempre
apresenta as mesmas propor¢des que a produgdo in vivo, mesmo buscando as

melhores condi¢des in vitro para a planta. Metabolitos secundarios de células e de
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culturas de tecidos de Catharanthus roseus normalmente apresentam um padrao de
alcaloide muito mais simples do que as plantas intactas (MORENO et al., 1995).
Silva e colaboradores (2009), atraves de estudos fitoquimicos com calos de carqueja
(Baccharis trimera, Asteraceae), constaram que apenas uma, de duas substancias
de interesse encontradas in natura, foi produzida pelos calos: um tipo de flavona néo
foi constatada em plantas in vitro nas condi¢cdes de analise adotadas; em calos, nédo
foram detectadas os dois tipos de flavonas observados da planta in natura; por outro
lado, o acido clorogénico, uma das substancias de interesse, ndao so6 foi constatado
nos calos, como revelou teores mais elevados quando comparado com o0s teores
detectados em plantas in vitro e in vivo (meio MS + 1,0 uM de CIN).

Véarios autores observaram que pode haver diferencas na producdo de
metabdlitos secundéarios pelas culturas de células e plantas intactas da mesma
espécie (BROWN et al., 1990; DICOSMO & TOWERS, 1984). Estas diferencas estao
relacionadas, entre outros, as condi¢cdes ambientais do cultivo de células bem como
a composicdo do meio de cultura. As culturas de células tanto podem sintetizar os
metabdlitos em concentra¢cdes muito baixas como podem até deixar de produzi-los.
Ainda, a producdo de metabdlitos secundarios pode também ser bastante
comprometida em células morfologicamente desdiferenciadas (calos, suspensfes
celulares e células meristematicas), pois normalmente é dependente da producao de
algumas enzimas que, por sua vez, dependem da fase de desenvolvimento do
vegetal (SIERRA, 1991).

Pereira (2004), através de estudos quimicos com as plantas Uncaria
tomentosa e Uncaria guianensis (Rubiaceae), também obteve resultados diferentes
comparando extragdes realizadas com plantas cultivadas in vivo, plantulas cultivadas
in vitro e calos cultivados in vitro. Alcaloides produzidos pela planta in vivo foram
encontrados somente nas plantulas cultivadas in vitro (em menor propor¢céo), mas
nao nos calos cultivados in vitro. A autora ressalta que os meios utizados, MS
adicionado de auxinas variadas na concentracdo de 0,5 mg.L™, foram inadequados
para a producéo de alcaloides.

Khanam e colaboradores (2001), em estudos fitoquimicos com a espécie
Duboisia myoporoides (Solanaceae) cultivada in vitro, somente obtiveram o0s

alcaloides de interesse hiosciamina e escopolamina depois da regeneracao dos

77



calos em folhas e raizes, sendo que enquanto o tecido in vitro estava em forma de
calo ndo houve a producéao dos alcaloides.

O sucesso na sintese de metabolitos de interesse em culturas de tecidos in
vitro pode estar diretamente ligado ao meio de cultura e reguladores de crescimento
utilizados para o processo de calogénese. Diversos estudos com diferentes espécies
demonstraram resultados positivos na producdo de metabdlitos in vitro, encontrando
as condicdes ideais para tal procedimento.

Um grande exemplo de sucesso na producdo de metabdlitos in vitro foi
evidenciado na obtencéo de alcaloides de interesse a partir de culturas de tecidos in
vitro da espécie Catharanthus roseus (Apocynaceae). A espécie in natura produz
uma das substancias mais utilizadas atualmente contra o céncer, o alcaloide
vincristina. Desta mesma planta foram isolados diversos metabdlitos bioativos, como
os alcaloides anti-leucémicos vinblastina e vincristina, o alcaloide ajmalicina com
acao anti-hipertensiva, e a serpentina, que tem um efeito sedativo. Para o aumento
da producdo dos metabdlitos de interesse, a cultura de tecidos vegetais in vitro foi
testada para a producdo dos mesmos, onde a vincristina e vinblastina foram
detectadas em culturas de calos e de 6rgdos de C. roseus, embora produzidas em
propor¢cdes pequenas, como na planta in natura (MIURA & HIRATA, 1986). Oliveira
e colaboradores (2002) também obtiveram sucesso na obtencao de alcaloides de
interesse em culturas de calos in vitro da planta Aspidosperma ramiflorum
(Apocynaceae), sendo estes ramiflorina A, ramiflorina B e 10-metoxigeissoschizol.

Varios métodos tém sido testados com o objetivo de melhorar a producdo de
alcaloides in vitro. Entre os diferentes métodos empregados e seus efeitos sobre a
producao de alcaloides, a adicdo dos precursores secoiridoides nos meios de cultura
parece ser o mais eficaz (MORENO et al., 1995). Este tratamento proporciona um
aumento na producéo de alcaloides em diversas linhas celulares testadas.

A composicdo dos nutrientes e hormoénios dos meios de cultura também se
mostram bastantes importantes para a producao de metabdlitos in vitro. Fernandes e
colaboradores (2009) obtiveram o6timos resultados na produgcdo do metabdlito
afrormosina  (7-hidroxi-4’,6-dimetoxi-isoflavona) em culturas de células em
suspensao e calos in vitro da espécie Dipteryx odorata (Fabaceae), especialmente
na cultura de células em supensdo, utilizando o meio MS adicionado de 2,0 mg.L™
de 2,4-D + 0,5 mg.L™ de 6-BAP (6-benzilaminopurina) + 340 mg.L™ de KH,PO, e 2,0
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g.L" de Phytagela. Scalize (2003), em busca do metabdlito azadiractina, que é
produzido pela planta Azadirachta indica (Meliaceae), obteve melhores resultados,
quanto a producdo e acumulo de azadiractina, em calos cultivados in vitro em meio
MS contendo 2,0 mg.L™ de AIA em associacdo com 1,0 mg.L™ de BAP. André e
colaboradores (2003) também obtiveram sucesso na producdo de metabdlitos de
interesse in vitro com a espécie Gomphrena globosa (Amaranthaceae), utilizando
meio MS com 1 mg.L™* de 2,4-D e 1 mg.L™ de CIN.

Muitas estratégias podem ser utilizadas para induzir ou aumentar a producéo
de metabdlitos secundarios. Uma das maneiras mais efetivas, em muitos casos, € a
adicdo de moléculas precursoras ou intermediarias ao meio de cultivo celular
(SILVESTRINI et al., 2002). Outra estratégia interessante € a elicitacdo que
representa usualmente uma das técnicas de maior sucesso, esta técnica consiste na
aplicacdo de um estresse quimico ou fisico nas células em suspensao para induzir a
producdo de metabdlitos secundarios que frequentemente ndo sdo produzidos. Isto
€ feito geralmente com elicitores bibticos (quitosanas, micélios de fungos
patogénicos, varios extratos de proteinas) ou fatores abibticos (temperatura, luz,
metais pesados, pH, etc.) (FUMAGALI et al., 2008).

5.2.4. Andlise dos testes antioxidante, antibacteriano e de toxicidade

Foram utilizados para os testes antioxidante, antibacteriano e de toxicidade
cinco extratos de calos de Duroia macrophylla. O primeiro extrato, DMCH, foi
formado da juncdo dos quatro extratos hexanicos gerados dos quatro grupos de
calos (figura 44), onde a jungcédo dos mesmos foi realizada a partir dos resultados de
RMN, que apresentaram grande similaridade entre os grupos; o segundo extrato,
DMCMs-1, foi formado da juncdo dos extratos metandlicos, por¢cdo sobrenandante,
provindos dos calos dos grupos 1 e 2; o terceiro extrato, DMCMp-1, foi formado da
juncao dos extratos metanalicos, porcéo precipitada, provindos dos calos dos grupos
1 e 2; o quarto extrato, DMCMs-2, foi formado da juncédo dos extratos metandlicos,
porcdo sobrenandante, provindos dos calos dos grupos 3 e 4; e 0 quinto extrato,
DMCMp-2, foi formado da juncdo dos extratos metandlicos, porcado precipitada,

provindos dos calos dos grupos 3 e 4.
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Figura 44 — Esquema da reunido dos extratos de calos conduzidos aos testes bioldgicos.

Os extratos de calos de Duroia macrophylla ndo apresentaram atividade
antioxidante (ferro/fenantrolina e DPPH), citotéxica para Artemia salina (tabela 10) e
bactericida/bacteriostatica para nenhuma das bactérias testadas. Embora na
concentracdo de 500 pg/mL de extrato de calos o teste de toxicidade tenha
apresentado alguma porcentagem de mortalidade de larvas de Artemia salina, a

expressao ainda € considerada muito baixa para um potencial bioativo.

80



Tabela 10 — Toxicidade de extratos de calos de Duroia macrophylla frente a larvas de

Artemia salina, nas concentracdes de 500 a 15 pug/mL de extrato.

Concentracdes dos extratos dos calos (ug/mL)

500 250 120 60 30 15
Extratos Mortalidade (%)

DMCH 17 10 0 0 0 0
DMCMs-1 10 0 0 0 0 0
DMCMs-2 3 0 0 0 0 0
DMCMp-1 23 0 0 0 0 0
DMCMp-2 7 0 0 0 0 0

Os resultados negativos podem estar associados a auséncia de alguns
metabdlitos especificos nos extratos dos calos, que, conforme visto neste trabalho,
nao apresentaram os mesmos sinais de deslocamento que foram evidenciados nos
extratos das folhas da planta. Martins (2014), através de avaliacdes antibacterianas
com extratos de folhas e galhos de Duroia macrophylla, obteve resultados positivos
em testes antioxidantes, testes de toxicidade frente Artemia salina e em testes
antibacterianos (bacteriostaticos) contra as bactérias Klebsiella pneumoniae,
Flavobacterium corumnare, Nocardia brasiliensis, Salmonella enteritidis e
Pseudomonas aeroginosa, sendo que foram identificados alcaloides e terpenos
através de RMN, os mesmos encontrados nos espectros de RMN de folhas neste
trabalho, mas n&o nos extratos dos calos.

As atividades quimicas e biolégicas, apresentadas em extratos e metabdlitos
da espécie Duroia macrophylla in natura, pode ser expressa em extratos de calos,
uma vez que seja induzida a producédo dos metabdlitos bioativos in vitro, o que nao

foi evidenciado neste trabalho.
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6. CONCLUSAO

Os dois individuos de Duroia macrophylla estudados apresentaram indicios
da presenca de alcaloides e terpenos em todos os meses, durante um ano, tanto
nos extratos hexanicos como nos extratos metanodlicos, apresentando variagdo
apenas na intensidade dos sinais de RMN, provavelmente relacionado a quantidade
dos metabdlitos presentes.

A andlise de componentes principais demonstrou variacdo sazonal na
composicdo quimica dos extratos hexanicos de folhas de Duroia macrophylla,
relacionada a intensidade relativa dos metabdlitos de interesse, principalmente os
alcaloides, onde a producédo de alcaloides aumentou de acordo com a intensidade
de chuvas. Em relacdo aos extratos metanodlicos das folhas, houve diferencas na
composicdo quimica que devem estar associadas a outras substancias que nao
sejam as de interesse para este trabalho. Para estes extratos, o més de novembro
apresentou significativo menor teor de alcaloides em relacdo aos outros meses, para
os dois individuos estudados. Como no extrato hexanicos houve um aumento do
teor de alcaloides, pode-se inferir que a planta estd redirecionando a sua rota
biossintética para a producdo de alcaloides menos polares ou ainda outros
metabalitos, principalmente durante o més de novembro, periodo em que ocorre a
floracdo da espécie.

O estabelecimento in vitro de calos de Duroia macrophylla, a partir de
explantes foliares jovens, foi possivel com a combinacdo de uma pré-desinfestacao
com imersdo em fungicida, atingindo 50% de eficiéncia. Ainda é preciso adequar o
protocolo de desinfestacdo para um rendimento maior de explantes assépticos.

A inducdo de calos in vitro de Duroia macrophylla é possivel a partir da
combinagcdo de 2,4-D e CIN, apresentando calos multiformes. Calos de D.
macrophylla, sob esta condicéo, produzem terpenos, mas ndo produzem alcaloides,
e ndo apresentam atividade toxica, antioxidante e antibacteriana para as bactérias
testadas.

Algumas substancias encontradas em extratos da planta ndo foram
constatadas nos extratos dos calos. Com isso, outros estudos sdo necessarios para

induzir a produgcédo de alcaloides em calos de D. macrophylla; onde o uso de
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elicitores ou outros métodos, como a alteragcdo na composi¢cdo do meio de cultura,

possam induzir a producéo destes metabdlitos de interesse nos calos.
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8. ANEXOS

Anexo 01. Tabela de sinais (intensidade x deslocamento) das ressonancias
magneéticas nucleares dos extratos hexanicos das folhas de dois individuos (A e B)
de Duroia macrophylla, dos meses de fevereiro/2014 (2), maio/2013 (5), agosto/2013
(8) e novembro/2013 (11).

Anexo 02. Tabela de sinais (intensidade x deslocamento) das ressonancias
magnéticas nucleares dos extratos metandlicos das folhas de dois individuos (A e B)
de Duroia macrophylla, dos meses de fevereiro/2014 (2), maio/2013 (5), agosto/2013
(8) e novembro/2013 (11).
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Anexo 01

12,66 12,64 9,77 9,76 9,62 9,60 9,53 9,49 9,46 9,39 9,35 9,32 8,63 8,61 8,56 8,49 8,10 8,07 8,05 8,02
2AH-1 | 0,0008 0,0000 0,0000 0,0007 0,0000 0,0000 0,0014 0,0000 0,0000 0,0013 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0011 0,0000 0,0006 0,0010 0,0000 0,0000
2AH-2 |0,0010 0,0000 0,0000 0,0011 0,0000 0,0000 0,0018 0,0006 0,0000 0,0017 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0015 0,0000 0,0012 0,0013 0,0000 0,0000
2AH-3 |0,0011 0,0000 0,0006 0,0010 0,0000 0,0000 0,0018 0,0000 0,0000 0,0016 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0014 0,0000 0,0013 0,0013 0,0000 0,0000
2BH-1 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0023 0,0000 0,0000 0,0022 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0021 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
2BH-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0005 0,0000 0,0028 0,0006 0,0000 0,0026 0,0000 0,0000 0,0005 0,0000 0,0025 0,0000 0,0000 0,0000 0,0006 0,0007
2BH-3 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0006 0,0005 0,0030 0,0008 0,0000 0,0027 0,0005 0,0000 0,0006 0,0000 0,0025 0,0006 0,0000 0,0000 0,0008 0,0008
5AH-1 |0,0010 0,0000 0,0000 0,0005 0,0000 0,0000 0,0011 0,0000 0,0000 0,0010 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0007 0,0000 0,0010 0,0011 0,0000 0,0000
5AH-2 (0,0012 0,0000 0,0000 0,0008 0,0000 0,0000 0,0013 0,0000 0,0000 0,0012 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0011 0,0000 0,0012 0,0014 0,0000 0,0000
5AH-3 |0,0019 0,0000 0,0000 0,0010 0,0000 0,0000 0,0015 0,0000 0,0000 0,0014 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0011 0,0000 0,0016 0,0016 0,0000 0,0000
5BH-1 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0011 0,0000 0,0000 0,0030 0,0007 0,0000 0,0030 0,0006 0,0000 0,0000 0,0000 0,0027 0,0007 0,0000 0,0000 0,0010 0,0010
5BH-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0011 0,0000 0,0000 0,0029 0,0009 0,0000 0,0030 0,0006 0,0005 0,0000 0,0000 0,0026 0,0008 0,0000 0,0000 0,0010 0,0011
5BH-3 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0010 0,0000 0,0000 0,0028 0,0007 0,0000 0,0029 0,0005 0,0000 0,0000 0,0000 0,0025 0,0006 0,0000 0,0000 0,0008 0,0008
8AH-1 |0,0018 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0015 0,0017 0,0000 0,0000
8AH-2 |(0,0015 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0012 0,0014 0,0000 0,0000
8AH-3 |0,0018 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0014 0,0017 0,0000 0,0000
8BH-1 |(0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0007 0,0000 0,0000 0,0006 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0004 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
8BH-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0006 0,0000 0,0000 0,0011 0,0000 0,0000 0,0011 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0009 0,0000 0,0007 0,0008 0,0000 0,0000
8BH-3 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0005 0,0000 0,0000 0,0010 0,0000 0,0000 0,0010 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0009 0,0000 0,0006 0,0007 0,0000 0,0000
11AH-1|0,0038 0,0006 0,0009 0,0014 0,0008 0,0008 0,0019 0,0010 0,0007 0,0018 0,0005 0,0000 0,0007 0,0007 0,0015 0,0005 0,0027 0,0030 0,0000 0,0006
11AH-2 | 0,0031 0,0000 0,0000 0,0006 0,0000 0,0000 0,0013 0,0000 0,0000 0,0012 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0008 0,0000 0,0019 0,0022 0,0000 0,0000
11AH-3|0,0033 0,0000 0,0000 0,0008 0,0000 0,0000 0,0014 0,0006 0,0000 0,0013 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0011 0,0000 0,0019 0,0023 0,0000 0,0000
11BH-1 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0008 0,0000 0,0000 0,0013 0,0007 0,0000 0,0013 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0011 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0010
11BH-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0008 0,0000 0,0000 0,0011 0,0000 0,0000 0,0011 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0010 0,0000 0,0000 0,0008 0,0000 0,0000
11BH-3 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
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7,99 7,95 7,70 7,66 7,65 7,63 7,62 7,61 7,59 7,42 7,39 7,33 7,12 7,06 7,04 7,01 6,91 6,84 6,82 6,80
2AH-1 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0006 0,0009 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
2AH-2 | 0,0007 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0006 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0013 0,0011 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
2AH-3 | 0,0005 0,0004 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0013 0,0011 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
2BH-1 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
2BH-2 |0,0007 0,0006 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
2BH-3 | 0,0009 0,0008 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
5AH-1 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0012 0,0011 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
5AH-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0014 0,0013 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
5AH-3 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0004 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0017 0,0015 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
5BH-1 |0,0010 0,0010 0,0000 0,0000 0,0000 0,0011 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0010 0,0000 0,0000 0,0011 0,0000 0,0000 0,0000 0,0013 0,0011 0,0012
5BH-2 |0,0011 0,0011 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0012 0,0000 0,0000 0,0010 0,0000 0,0000 0,0008 0,0008 0,0000 0,0000 0,0000 0,0013 0,0013 0,0000
5BH-3 | 0,0009 0,0009 0,0000 0,0000 0,0009 0,0000 0,0010 0,0000 0,0000 0,0009 0,0009 0,0000 0,0000 0,0007 0,0000 0,0000 0,0000 0,0012 0,0011 0,0000
8AH-1 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0017 0,0017 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
8AH-2 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0014 0,0014 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
8AH-3 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0016 0,0015 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
8BH-1 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
8BH-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0005 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0007 0,0007 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
8BH-3 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0005 0,0006 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
11AH-1|0,0006 0,0000 0,0008 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0008 0,0000 0,0000 0,0028 0,0028 0,0007 0,0000 0,0000 0,0000
11AH-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0019 0,0021 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
11AH-3 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0022 0,0024 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
11BH-1|0,0000 0,0000 0,0000 0,0010 0,0000 0,0000 0,0000 0,0009 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0009 0,0011 0,0000 0,0011 0,0010 0,0000 0,0000 0,0000
11BH-2 | 0,0000 0,0000 0,0007 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0007 0,0000 0,0008 0,0008 0,0000 0,0000 0,0000
11BH-3 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
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6,79 6,65 6,63 6,61 6,47 6,46 6,45 6,44 6,37 6,36 6,35 6,33 6,32 6,27 6,21 6,20 6,17 6,16 6,15 6,07
2AH-1 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0004 0,0006 0,0000 0,0008 0,0009 0,0000 0,0006 0,0024 0,0000 0,0005 0,0000 0,0008 0,0013 0,0000
2AH-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0009 0,0000 0,0000 0,0010 0,0011 0,0000 0,0014 0,0000 0,0011 0,0000 0,0026 0,0012 0,0000 0,0000 0,0000 0,0017 0,0008
2AH-3 | 0,0000 0,0006 0,0000 0,0007 0,0007 0,0000 0,0009 0,0011 0,0000 0,0013 0,0000 0,0000 0,0011 0,0027 0,0010 0,0000 0,0012 0,0000 0,0014 0,0006
2BH-1 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0010 0,0038 0,0010 0,0000 0,0000 0,0012 0,0016 0,0000
2BH-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0008 0,0000 0,0006 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0015 0,0043 0,0015 0,0000 0,0000 0,0018 0,0022 0,0000
2BH-3 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0009 0,0000 0,0007 0,0000 0,0000 0,0008 0,0000 0,0008 0,0000 0,0017 0,0043 0,0015 0,0000 0,0000 0,0019 0,0022 0,0000
5AH-1 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0005 0,0000 0,0008 0,0009 0,0010 0,0012 0,0000 0,0000 0,0004 0,0018 0,0000 0,0000 0,0006 0,0000 0,0011 0,0000
5AH-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0006 0,0000 0,000 0,0010 0,0011 0,0000 0,0015 0,0000 0,0000 0,0007 0,0021 0,0006 0,0000 0,0000 0,0000 0,0013 0,0006
5AH-3 | 0,0000 0,0000 0,0006 0,0000 0,0011 0,0000 0,0013 0,0013 0,0014 0,0016 0,0000 0,0009 0,0000 0,0023 0,0009 0,0000 0,0012 0,0000 0,0014 0,0007
5BH-1 |(0,0000 0,0000 0,0011 0,0000 0,0011 0,0000 0,0000 0,0000 0,0013 0,0000 0,0000 0,0000 0,0021 0,0047 0,0019 0,0000 0,0000 0,0022 0,0021 0,0000
5BH-2 |0,0012 0,0000 0,0000 0,0013 0,0000 0,0012 0,0000 0,0000 0,0014 0,0000 0,0000 0,0021 0,0000 0,0047 0,0019 0,0000 0,0000 0,0025 0,0024 0,0000
5BH-3 |0,0010 0,0000 0,0000 0,0011 0,0000 0,0010 0,0000 0,0000 0,0012 0,0000 0,0000 0,0000 0,0019 0,0045 0,0017 0,0000 0,0000 0,0022 0,0023 0,0000
8AH-1 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0012 0,0013 0,0000 0,0014 0,0000 0,0000 0,0000 0,0008 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0005 0,0000
8AH-2 |(0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0007 0,0009 0,0000 0,0010 0,0000 0,0000 0,0000 0,0007 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
8AH-3 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0011 0,0012 0,0000 0,0014 0,0000 0,0000 0,0000 0,0008 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
8BH-1 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0012 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
8BH-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0005 0,0000 0,0000 0,0006 0,0000 0,0007 0,0000 0,0019 0,0008 0,0000 0,0000 0,0000 0,0009 0,0005
8BH-3 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0005 0,0000 0,0000 0,0006 0,0017 0,0006 0,0000 0,0007 0,0000 0,0008 0,0000
11AH-1|0,0000 0,0000 0,0000 0,0006 0,0000 0,0000 0,0024 0,0024 0,0000 0,0026 0,0019 0,0000 0,0012 0,0027 0,0000 0,0011 0,0000 0,0013 0,0017 0,0000
11AH-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0014 0,0016 0,0000 0,0015 0,0011 0,0000 0,0000 0,0020 0,0000 0,0000 0,0000 0,0006 0,0009 0,0000
11AH-3|0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0016 0,0018 0,0000 0,0019 0,0015 0,0000 0,0007 0,0022 0,0000 0,0007 0,0000 0,0009 0,0014 0,0000
11BH-1 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0007 0,0010 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0010 0,0021 0,0010 0,0000 0,0000 0,0000 0,0013 0,0000
11BH-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0007 0,0009 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0010 0,0019 0,0010 0,0000 0,0000 0,0000 0,0012 0,0000
11BH-3 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0010 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
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5,88 5,84 5,79 5,72 5,61 5,56 5,53 5,48 5,44 5,40 5,39 5,38 5,37 5,36 5,35 5,34 5,33 5,30 5,27 5,24
2AH-1 | 0,0016 0,0000 0,0000 0,0000 0,0005 0,0000 0,0028 0,0000 0,0000 0,0000 0,0025 0,0064 0,0080 0,0133 0,0109 0,0107 0,0052 0,0014 0,0000 0,0007
2AH-2 |0,0020 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0037 0,0000 0,0000 0,0040 0,0000 0,0083 0,0098 0,0150 0,0125 0,0000 0,0067 0,0000 0,0000 0,0021
2AH-3 | 0,0022 0,0000 0,0000 0,0000 0,0013 0,0019 0,0040 0,0000 0,0000 0,0042 0,0000 0,0099 0,0000 0,0151 0,0120 0,0000 0,0061 0,0021 0,0000 0,0024
2BH-1 |0,0011 0,0000 0,0000 0,0000 0,0005 0,0000 0,0026 0,0000 0,0000 0,0034 0,0000 0,0083 0,0102 0,0173 0,0151 0,0000 0,0074 0,0018 0,0000 0,0008
2BH-2 |0,0017 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0038 0,0000 0,0000 0,0000 0,0051 0,0101 0,0121 0,0190 0,0164 0,0000 0,0089 0,0000 0,0000 0,0021
2BH-3 | 0,0019 0,0000 0,0000 0,0000 0,0014 0,0000 0,0038 0,0000 0,0000 0,0045 0,0000 0,0092 0,0112 0,0181 0,0150 0,0159 0,0083 0,0023 0,0000 0,0022
5AH-1 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0005 0,0000 0,0012 0,0000 0,0000 0,0000 0,0018 0,0000 0,0058 0,0099 0,0080 0,0079 0,0037 0,0008 0,0000 0,0005
5AH-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0010 0,0000 0,0018 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0067 0,0105 0,0086 0,0083 0,0000 0,0000 0,0000 0,0014
5AH-3 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0012 0,0014 0,0027 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0073 0,0111 0,0089 0,0086 0,0044 0,0000 0,0000 0,0018
5BH-1 |(0,0000 0,0012 0,0012 0,0000 0,0000 0,0000 0,0032 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0134 0,0161 0,0236 0,0200 0,0000 0,0103 0,0039 0,0000 0,0036
5BH-2 |0,0000 0,0013 0,0012 0,0000 0,0000 0,0000 0,0030 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0239 0,0211 0,0000 0,0110 0,0040 0,0000 0,0037
5BH-3 |0,0000 0,0010 0,0011 0,0000 0,0000 0,0000 0,0026 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0224 0,0197 0,0186 0,0102 0,0037 0,0000 0,0031
8AH-1 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0023 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0042 0,0071 0,0060 0,0000 0,0028 0,0000 0,0000 0,0000
8AH-2 |(0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0023 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0067 0,0056 0,0057 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
8AH-3 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0022 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0043 0,0070 0,0057 0,0057 0,0026 0,0000 0,0000 0,0000
8BH-1 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0010 0,0020 0,0057 0,0008 0,0000 0,0000 0,0000 0,0052 0,0062 0,0108 0,0096 0,0000 0,0051 0,0000 0,0009 0,0013
8BH-2 |0,0000 0,0005 0,0000 0,0000 0,0017 0,0000 0,0051 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0073 0,0119 0,0101 0,0101 0,0000 0,0000 0,0000 0,0022
8BH-3 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0015 0,0000 0,0054 0,0011 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0111 0,0095 0,0000 0,0050 0,0000 0,0000 0,0020
11AH-1|0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0012 0,0017 0,0032 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0064 0,0098 0,0082 0,0084 0,0045 0,0000 0,0000 0,0000
11AH-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0007 0,0024 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0046 0,0083 0,0068 0,0070 0,0032 0,0000 0,0000 0,0000
11AH-3 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0025 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0050 0,0086 0,0075 0,0079 0,0040 0,0000 0,0000 0,0006
11BH-1 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0016 0,0026 0,0000 0,0066 0,0020 0,0030 0,0000 0,0000 0,0000 0,0089 0,0139 0,0118 0,0114 0,0064 0,0000 0,0000 0,0033
11BH-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0026 0,0000 0,0068 0,0021 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0130 0,0115 0,0107 0,0000 0,0000 0,0000 0,0032
11BH-3 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0013 0,0000 0,0058 0,0008 0,0013 0,0000 0,0000 0,0000 0,0066 0,0111 0,0097 0,0095 0,0050 0,0000 0,0000 0,0014
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5,13 5,12 5,10 5,01 4,97 4,96 4,94 4,87 4,82 4,77 4,60 4,57 4,54 4,51 4,49 4,48 4,47 4,46 4,45 4,42
2AH-1 |0,0000 0,1252 0,0710 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0012 0,0000 0,0000 0,0004 0,0024 0,0018 0,0000 0,0008 0,0000 0,0000 0,0000 0,0010 0,0000
2AH-2 |0,1311 0,1255 0,0745 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0013 0,0000 0,0000 0,0000 0,0027 0,0021 0,0000 0,0013 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
2AH-3 |0,1310 0,1300 0,0715 0,0012 0,0000 0,0000 0,0000 0,0014 0,0000 0,0000 0,0000 0,0027 0,0021 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0012 0,0000
2BH-1 |0,1245 0,1234 0,0710 0,0027 0,0000 0,0018 0,0000 0,0015 0,0000 0,0000 0,0015 0,0031 0,0028 0,0000 0,0015 0,0000 0,0016 0,0000 0,0017 0,0008
2BH-2 |0,1308 0,1286 0,0743 0,0024 0,0000 0,0016 0,0000 0,0015 0,0000 0,0000 0,0017 0,0036 0,0031 0,0000 0,0019 0,0000 0,0000 0,0020 0,0020 0,0010
2BH-3 |0,1260 0,1241 0,0708 0,0021 0,0000 0,0015 0,0000 0,0014 0,0000 0,0000 0,0017 0,0035 0,0031 0,0000 0,0018 0,0000 0,0019 0,0000 0,0018 0,0010
5AH-1 |0,1257 0,1279 0,0734 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0014 0,0000 0,0000 0,0007 0,0030 0,0023 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0009 0,0000
5AH-2 (0,1282 0,1262 0,0725 0,0010 0,0000 0,0000 0,0000 0,0015 0,0000 0,0000 0,0008 0,0030 0,0024 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0011 0,0000
5AH-3 |0,1328 0,1316 0,0733 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0014 0,0000 0,0000 0,0010 0,0032 0,0025 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0011 0,0000
5BH-1 |[0,0858 0,0845 0,0485 0,0057 0,0047 0,0000 0,0000 0,0014 0,0000 0,0013 0,0017 0,0032 0,0025 0,0000 0,0022 0,0000 0,0024 0,0000 0,0000 0,0013
5BH-2 |0,0889 0,0000 0,0504 0,0059 0,0000 0,0044 0,0000 0,0015 0,0000 0,0013 0,0018 0,0033 0,0027 0,0000 0,0024 0,0000 0,0026 0,0000 0,0000 0,0014
5BH-3 |0,0828 0,0826 0,0482 0,0057 0,0000 0,0048 0,0000 0,0013 0,0000 0,0013 0,0015 0,0031 0,0024 0,0000 0,0021 0,0000 0,0000 0,0024 0,0000 0,0013
8AH-1 |0,1229 0,1219 0,0695 0,0029 0,0023 0,0016 0,0000 0,0012 0,0000 0,0007 0,0005 0,0022 0,0019 0,0000 0,0005 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
8AH-2 |(0,1232 0,1236 0,0743 0,0038 0,0000 0,0023 0,0000 0,0012 0,0000 0,0006 0,0000 0,0022 0,0018 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0005 0,0000
8AH-3 |0,1240 0,1240 0,0705 0,0031 0,0018 0,0024 0,0000 0,0012 0,0000 0,0007 0,0005 0,0022 0,0019 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
8BH-1 |[0,0951 0,0952 0,0595 0,0085 0,0053 0,0067 0,0000 0,0017 0,0000 0,0011 0,0011 0,0030 0,0024 0,0011 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
8BH-2 |0,0977 0,0959 0,0552 0,0077 0,0051 0,0065 0,0000 0,0018 0,0000 0,0016 0,0015 0,0033 0,0026 0,0000 0,0013 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
8BH-3 (0,0932 0,0000 0,0531 0,0072 0,0045 0,0057 0,0000 0,0016 0,0000 0,0013 0,0013 0,0030 0,0025 0,0012 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
11AH-1|0,1206 0,1193 0,0662 0,0016 0,0009 0,0011 0,0000 0,0012 0,0000 0,0000 0,0009 0,0027 0,0026 0,0000 0,0000 0,0015 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
11AH-2 | 0,1179 0,1163 0,0670 0,0022 0,0000 0,0014 0,0000 0,0011 0,0000 0,0000 0,0005 0,0024 0,0023 0,0000 0,0011 0,0000 0,0010 0,0000 0,0000 0,0000
11AH-3|0,1172 0,1209 0,0712 0,0020 0,0000 0,0013 0,0000 0,0012 0,0078 0,0000 0,0006 0,0025 0,0025 0,0000 0,0000 0,0013 0,0000 0,0013 0,0011 0,0000
11BH-1|0,1154 0,1148 0,0654 0,0055 0,0038 0,0048 0,0012 0,0021 0,0000 0,0011 0,0019 0,0041 0,0036 0,0019 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
11BH-2 | 0,1133 0,1106 0,0637 0,0050 0,0000 0,0039 0,0012 0,0020 0,0000 0,0009 0,0019 0,0039 0,0034 0,0019 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
11BH-3 | 0,1069 0,1065 0,0656 0,0054 0,0032 0,0040 0,0000 0,0018 0,0000 0,0006 0,0013 0,0034 0,0029 0,0014 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
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4,31 4,28 4,27 4,22 4,21 4,17 4,16 4,14 4,11 4,10 4,09 4,08 4,07 4,05 4,03 4,02 3,99 3,98 3,97 3,95
2AH-1 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0006 0,0000 0,0000 0,0000 0,0010 0,0010 0,0000 0,0000 0,0012 0,0009 0,0013 0,0006 0,0026 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
2AH-2 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0011 0,0010 0,0000 0,0000 0,0013 0,0014 0,0000 0,0000 0,0014 0,0014 0,0015 0,0000 0,0028 0,0000 0,0007 0,0000 0,0000
2AH-3 | 0,0000 0,0006 0,0000 0,0000 0,0009 0,0000 0,0000 0,0014 0,0015 0,0000 0,0000 0,0015 0,0013 0,0017 0,0010 0,0036 0,0007 0,0007 0,0000 0,0000
2BH-1 |0,0000 0,0005 0,0000 0,0007 0,0000 0,0000 0,0006 0,0012 0,0012 0,0000 0,0007 0,0011 0,0008 0,0015 0,0007 0,0022 0,0005 0,0000 0,0000 0,0000
2BH-2 | 0,0000 0,0009 0,0008 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0016 0,0015 0,0000 0,0000 0,0014 0,0012 0,0019 0,0011 0,0024 0,0007 0,0007 0,0000 0,0000
2BH-3 | 0,0000 0,0009 0,0008 0,0000 0,0000 0,0010 0,0000 0,0016 0,0015 0,0000 0,0011 0,0015 0,0011 0,0020 0,0011 0,0027 0,0008 0,0008 0,0000 0,0000
5AH-1 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0011 0,0010 0,0009 0,0000 0,0013 0,0000 0,0011 0,0000 0,0000 0,0004 0,0005 0,0000 0,0000
5AH-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0013 0,0012 0,0011 0,0000 0,0015 0,0000 0,0013 0,0000 0,0000 0,0007 0,0007 0,0000 0,0000
5AH-3 | 0,0000 0,0006 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0015 0,0015 0,0012 0,0000 0,0016 0,0000 0,0015 0,0000 0,0000 0,0008 0,0009 0,0000 0,0000
5BH-1 |(0,0000 0,0014 0,0013 0,0000 0,0000 0,0019 0,0018 0,0035 0,0037 0,0000 0,0020 0,0028 0,0000 0,0044 0,0024 0,0000 0,0010 0,0010 0,0000 0,0011
5BH-2 |0,0000 0,0014 0,0014 0,0000 0,0000 0,0020 0,0021 0,0034 0,0036 0,0000 0,0020 0,0028 0,0000 0,0043 0,0026 0,0000 0,0011 0,0010 0,0000 0,0012
5BH-3 |0,0000 0,0012 0,0012 0,0000 0,0000 0,0016 0,0017 0,0032 0,0035 0,0000 0,0019 0,0026 0,0000 0,0042 0,0023 0,0000 0,0000 0,0010 0,0000 0,0010
8AH-1 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0006 0,0018 0,0020 0,0000 0,0000 0,0014 0,0000 0,0013 0,0006 0,0000 0,0000 0,0008 0,0007 0,0000
8AH-2 |(0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0005 0,0016 0,0018 0,0000 0,0000 0,0014 0,0000 0,0012 0,0005 0,0000 0,0000 0,0006 0,0000 0,0000
8AH-3 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0006 0,0018 0,0019 0,0000 0,0000 0,0013 0,0000 0,0012 0,0006 0,0000 0,0000 0,0007 0,0007 0,0000
8BH-1 |0,0000 0,0008 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0018 0,0048 0,0049 0,0000 0,0020 0,0016 0,0000 0,0024 0,0012 0,0000 0,0000 0,0005 0,0000 0,0000
8BH-2 | 0,0000 0,0009 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0022 0,0050 0,0053 0,0000 0,0022 0,0018 0,0000 0,0026 0,0015 0,0000 0,0000 0,0008 0,0000 0,0000
8BH-3 |0,0000 0,0008 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0019 0,0047 0,0047 0,0000 0,0020 0,0017 0,0000 0,0024 0,0014 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
11AH-1|0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0108 0,0328 0,0330 0,0000 0,0112 0,0000 0,0000 0,0020 0,0011 0,0000 0,0007 0,0000 0,0017 0,0000
11AH-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0099 0,0311 0,0320 0,0000 0,0110 0,0017 0,0000 0,0016 0,0007 0,0000 0,0000 0,0000 0,0012 0,0000
11AH-3|0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0097 0,0309 0,0317 0,0000 0,0109 0,0000 0,0000 0,0017 0,0009 0,0000 0,0000 0,0000 0,0013 0,0000
11BH-1|0,0014 0,0017 0,0015 0,0000 0,0000 0,0019 0,0021 0,0043 0,0043 0,0000 0,0021 0,0022 0,0000 0,0026 0,0017 0,0000 0,0012 0,0013 0,0000 0,0010
11BH-2 | 0,0000 0,0017 0,0000 0,0000 0,0000 0,0018 0,0020 0,0037 0,0038 0,0000 0,0020 0,0021 0,0000 0,0024 0,0017 0,0000 0,0000 0,0011 0,0000 0,0000
11BH-3 | 0,0009 0,0012 0,0010 0,0000 0,0000 0,0012 0,0014 0,0033 0,0032 0,0000 0,0014 0,0015 0,0000 0,0019 0,0012 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
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3,90 3,88 3,87 3,86 3,81 3,75 3,74 3,73 3,72 3,71 3,70 3,69 3,67 3,64 3,63 3,62 3,61 3,55 3,54 3,53
2AH-1 | 0,0050 0,0056 0,0052 0,0051 0,0009 0,0028 0,0000 0,0009 0,0000 0,0008 0,0000 0,0053 0,0046 0,0028 0,0011 0,0013 0,0000 0,0007 0,0000 0,0000
2AH-2 |0,0051 0,0059 0,0051 0,0053 0,0012 0,0031 0,0014 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0053 0,0050 0,0031 0,0015 0,0018 0,0000 0,0011 0,0000 0,0013
2AH-3 | 0,0058 0,0064 0,0056 0,0060 0,0013 0,0037 0,0014 0,0000 0,0011 0,0000 0,0000 0,0058 0,0052 0,0032 0,0014 0,0016 0,0011 0,0011 0,0000 0,0014
2BH-1 |0,0000 0,0091 0,0000 0,0000 0,0014 0,0026 0,0021 0,0000 0,0016 0,0015 0,0000 0,0089 0,0071 0,0017 0,0017 0,0000 0,0017 0,0005 0,0000 0,0008
2BH-2 | 0,0000 0,0094 0,0000 0,0000 0,0018 0,0029 0,0024 0,0000 0,0022 0,0020 0,0000 0,0094 0,0076 0,0027 0,0022 0,0015 0,0021 0,0000 0,0000 0,0011
2BH-3 | 0,0000 0,0095 0,0000 0,0000 0,0018 0,0032 0,0026 0,0000 0,0020 0,0019 0,0000 0,0094 0,0077 0,0026 0,0021 0,0015 0,0022 0,0009 0,0000 0,0012
5AH-1 |0,0064 0,0047 0,0064 0,0066 0,0008 0,0000 0,0004 0,0000 0,0000 0,0007 0,0000 0,0041 0,0216 0,0015 0,0000 0,0006 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
5AH-2 |0,0063 0,0049 0,0061 0,0063 0,0010 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0010 0,0000 0,0043 0,0200 0,0017 0,0000 0,0009 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
5AH-3 |0,0073 0,0056 0,0068 0,0073 0,0010 0,0000 0,0010 0,0000 0,0000 0,0013 0,0000 0,0049 0,0228 0,0020 0,0000 0,0010 0,0000 0,0000 0,0000 0,0007
5BH-1 |(0,0020 0,0098 0,0000 0,0015 0,0021 0,0000 0,0023 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0103 0,0380 0,0058 0,0000 0,0031 0,0000 0,0000 0,0014 0,0014
5BH-2 |0,0021 0,0089 0,0000 0,0015 0,0022 0,0000 0,0023 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0099 0,0335 0,005 0,0000 0,0033 0,0000 0,0000 0,0000 0,0015
5BH-3 (0,0017 0,0094 0,0000 0,0015 0,0020 0,0000 0,0019 0,0000 0,0000 0,0000 0,0023 0,0095 0,0364 0,0059 0,0000 0,0033 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
8AH-1 |0,0085 0,0000 0,0085 0,0092 0,0005 0,0000 0,0009 0,0000 0,0007 0,0000 0,0000 0,0022 0,0019 0,0026 0,0008 0,0012 0,0008 0,0000 0,0000 0,0000
8AH-2 |(0,0078 0,0000 0,0079 0,0082 0,0000 0,0000 0,0007 0,0000 0,0006 0,0000 0,0000 0,0020 0,0017 0,0024 0,0007 0,0012 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
8AH-3 |0,0090 0,0000 0,0088 0,0100 0,0004 0,0000 0,0008 0,0000 0,0007 0,0000 0,0000 0,0022 0,0018 0,0025 0,0008 0,0012 0,0008 0,0000 0,0000 0,0000
8BH-1 |(0,0030 0,0038 0,0031 0,0031 0,0009 0,0000 0,0011 0,0000 0,0000 0,0009 0,0000 0,0039 0,0038 0,0061 0,0000 0,0032 0,0000 0,0008 0,0000 0,0009
8BH-2 |0,0035 0,0045 0,0035 0,0032 0,0013 0,0000 0,0015 0,0000 0,0012 0,0000 0,0000 0,0045 0,0041 0,0061 0,0000 0,0034 0,0000 0,0000 0,0012 0,0012
8BH-3 |0,0031 0,0040 0,0031 0,0028 0,0012 0,0000 0,0013 0,0000 0,0011 0,0000 0,0000 0,0041 0,0039 0,0061 0,0000 0,0031 0,0000 0,0000 0,0010 0,0000
11AH-1|0,0125 0,0081 0,0117 0,0132 0,0016 0,0009 0,0029 0,0000 0,0027 0,0015 0,0000 0,0058 0,0030 0,0029 0,0026 0,0000 0,0029 0,0000 0,0006 0,0000
11AH-2 | 0,0114 0,0072 0,0109 0,0124 0,0012 0,0000 0,0023 0,0000 0,0020 0,0009 0,0000 0,0054 0,0025 0,0024 0,0022 0,0000 0,0024 0,0000 0,0000 0,0000
11AH-3|0,0111 0,0072 0,0108 0,0119 0,0014 0,0000 0,0024 0,0000 0,0023 0,0012 0,0000 0,0056 0,0029 0,0026 0,0024 0,0000 0,0026 0,0000 0,0000 0,0000
11BH-1 | 0,0021 0,0043 0,0000 0,0018 0,0015 0,0000 0,0019 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0045 0,0040 0,0053 0,0000 0,0030 0,0018 0,0014 0,0000 0,0016
11BH-2 | 0,0019 0,0036 0,0000 0,0016 0,0013 0,0000 0,0016 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0040 0,0039 0,0053 0,0000 0,0030 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
11BH-3 | 0,0012 0,0032 0,0000 0,0010 0,0007 0,0000 0,0010 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0034 0,0033 0,0049 0,0000 0,0025 0,0000 0,0000 0,0000 0,0008
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3,52 3,49 3,43 3,42 3,40 3,39 3,32 3,28 3,27 3,26 3,25 3,24 3,23 3,21 3,13 3,11 2,99 2,93 2,86 2,83
2AH-1 | 0,0010 0,0005 0,0000 0,0000 0,0038 0,0007 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0042 0,0011 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0034
2AH-2 |0,0000 0,0009 0,0000 0,0000 0,0040 0,0013 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0044 0,0000 0,0015 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0042
2AH-3 | 0,0000 0,0045 0,0007 0,0000 0,0043 0,0011 0,0000 0,0008 0,0000 0,0000 0,0000 0,0047 0,0015 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0044
2BH-1 |0,0000 0,0009 0,0011 0,0010 0,0068 0,0000 0,0000 0,0012 0,0014 0,0010 0,0000 0,0073 0,0015 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0043
2BH-2 |0,0000 0,0011 0,0016 0,0015 0,0070 0,0016 0,0000 0,0000 0,0017 0,0015 0,0000 0,0078 0,0020 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0052
2BH-3 | 0,0000 0,0011 0,0016 0,0014 0,0071 0,0017 0,0005 0,0000 0,0017 0,0015 0,0000 0,0077 0,0020 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0006 0,0048
5AH-1 |0,0000 0,0005 0,0000 0,0000 0,0028 0,0005 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0032 0,0000 0,0008 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0021
5AH-2 |0,0005 0,0008 0,0000 0,0000 0,0029 0,0008 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0033 0,0000 0,0000 0,0000 0,0005 0,0005 0,0000 0,0000 0,0000 0,0026
5AH-3 | 0,0000 0,0038 0,0000 0,0000 0,0033 0,0008 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0037 0,0000 0,0000 0,0000 0,0007 0,0005 0,0000 0,0000 0,0000 0,0028
5BH-1 |(0,0000 0,0034 0,0000 0,0000 0,0076 0,0020 0,0000 0,0000 0,0015 0,0000 0,0000 0,0084 0,0000 0,0000 0,0009 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0075
5BH-2 |0,0000 0,0013 0,0000 0,0000 0,0074 0,0022 0,0000 0,0000 0,0017 0,0000 0,0000 0,0081 0,0000 0,0000 0,0010 0,0010 0,0008 0,0009 0,0000 0,0080
5BH-3 (0,0013 0,0013 0,0000 0,0000 0,0072 0,0020 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0081 0,0000 0,0000 0,0009 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0069
8AH-1 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0005 0,0015 0,0000 0,0000 0,0006 0,0000 0,0000 0,0018 0,0000 0,0005 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0017
8AH-2 |0,0000 0,0000 0,0004 0,0000 0,0014 0,0000 0,0000 0,0004 0,0000 0,0000 0,0015 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0015
8AH-3 | 0,0000 0,0000 0,0004 0,0000 0,0014 0,0000 0,0000 0,0005 0,0000 0,0000 0,0016 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0016
8BH-1 |0,0000 0,0035 0,0005 0,0000 0,0028 0,0007 0,0000 0,0006 0,0000 0,0000 0,0033 0,0000 0,0012 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0026
8BH-2 |0,0000 0,0010 0,0000 0,0000 0,0032 0,0012 0,0000 0,0012 0,0000 0,0000 0,0039 0,0000 0,0018 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0037
8BH-3 |(0,0010 0,0012 0,0000 0,0000 0,0030 0,0010 0,0000 0,0009 0,0000 0,0000 0,0035 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0031
11AH-1|0,0000 0,0008 0,0019 0,0018 0,0043 0,0013 0,0000 0,0000 0,0022 0,0020 0,0000 0,0047 0,0017 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
11AH-2 | 0,0000 0,0000 0,0014 0,0013 0,0038 0,0009 0,0000 0,0000 0,0017 0,0013 0,0000 0,0042 0,0013 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0013
11AH-3|0,0000 0,0006 0,0015 0,0015 0,0041 0,0012 0,0000 0,0000 0,0018 0,0017 0,0000 0,0044 0,0017 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0015
11BH-1 | 0,0000 0,0014 0,0013 0,0000 0,0030 0,0013 0,0000 0,0015 0,0000 0,0000 0,0038 0,0000 0,0018 0,0015 0,0011 0,0010 0,0000 0,0000 0,0000 0,0041
11BH-2 | 0,0015 0,0014 0,0000 0,0000 0,0029 0,0013 0,0000 0,0014 0,0000 0,0000 0,0034 0,0000 0,0000 0,0000 0,0010 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0041
11BH-3 | 0,0000 0,0008 0,0000 0,0000 0,0022 0,0000 0,0000 0,0006 0,0000 0,0000 0,0026 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0029
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2,81 2,79 2,77 2,75 2,74 2,72 2,71 2,70 2,69 2,68 2,67 2,64 2,60 2,57 2,55 2,54 2,53 2,52 2,51 2,48
2AH-1 |0,0078 0,0061 0,0034 0,0025 0,0000 0,0000 0,0011 0,0000 0,0015 0,0000 0,0015 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
2AH-2 |0,0085 0,0070 0,0044 0,0033 0,0000 0,0000 0,0017 0,0021 0,0000 0,0000 0,0021 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0007 0,0000 0,0000 0,0000
2AH-3 | 0,0088 0,0072 0,0045 0,0032 0,0000 0,0018 0,0000 0,0020 0,0000 0,0019 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0007 0,0000 0,0000 0,0000
2BH-1 |0,0092 0,0073 0,0047 0,0033 0,0000 0,0000 0,0028 0,0000 0,0034 0,0000 0,0025 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
2BH-2 |0,0101 0,0085 0,0056 0,0039 0,0000 0,0034 0,0000 0,0000 0,0038 0,0000 0,0031 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0006 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
2BH-3 | 0,0098 0,0082 0,0052 0,0038 0,0000 0,0000 0,0034 0,0000 0,0037 0,0000 0,0030 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0007
5AH-1 |0,0050 0,0038 0,0025 0,0016 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0018 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
5AH-2 |0,0052 0,0042 0,0029 0,0020 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0021 0,0000 0,0006 0,0007 0,0000 0,0007 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
5AH-3 | 0,0055 0,0047 0,0034 0,0021 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0017 0,0000 0,0021 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0006 0,0000 0,0000 0,0000
5BH-1 |(0,0138 0,0105 0,0067 0,0042 0,0000 0,0032 0,0000 0,0000 0,0034 0,0029 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0015 0,0000 0,0000 0,0000
5BH-2 |0,0144 0,0108 0,0067 0,0045 0,0000 0,0000 0,0032 0,0000 0,0035 0,0000 0,0031 0,0016 0,0000 0,0000 0,0000 0,0017 0,0000 0,0000 0,0000 0,0017
5BH-3 |(0,0135 0,0101 0,0063 0,0042 0,0000 0,0000 0,0029 0,0000 0,0033 0,0000 0,0030 0,0015 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0015 0,0000
8AH-1 |0,0034 0,0029 0,0022 0,0021 0,0018 0,0000 0,0028 0,0000 0,0033 0,0000 0,0028 0,0000 0,0000 0,0000 0,0005 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
8AH-2 |(0,0035 0,0033 0,0026 0,0022 0,0019 0,0000 0,0028 0,0000 0,0033 0,0000 0,0026 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0005 0,0000 0,0000 0,0000
8AH-3 |0,0035 0,0030 0,0022 0,0020 0,0017 0,0000 0,0028 0,0000 0,0032 0,0000 0,0027 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0005 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
8BH-1 |0,0058 0,0062 0,0057 0,0046 0,0044 0,0052 0,0000 0,0050 0,0000 0,0036 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0006 0,0000 0,0000
8BH-2 |0,0068 0,0067 0,0057 0,0052 0,0049 0,0061 0,0000 0,0000 0,0060 0,0047 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0022 0,0000
8BH-3 |0,0060 0,0060 0,0052 0,0046 0,0041 0,0051 0,0000 0,0052 0,0000 0,0039 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0013 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
11AH-1|0,0043 0,0038 0,0029 0,0020 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0015 0,0000 0,0013 0,0000 0,0000 0,0000 0,0005 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
11AH-2 | 0,0036 0,0034 0,0024 0,0015 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0009 0,0000 0,0008 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
11AH-3|0,0038 0,0035 0,0026 0,0018 0,0000 0,0000 0,0000 0,0011 0,0000 0,0000 0,0012 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
11BH-1 | 0,0076 0,0072 0,0060 0,0052 0,0052 0,0071 0,0000 0,0000 0,0072 0,0000 0,0053 0,0019 0,0000 0,0019 0,0000 0,0018 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
11BH-2 | 0,0076 0,0075 0,0064 0,0054 0,0052 0,0000 0,0068 0,0000 0,0068 0,0000 0,0051 0,0000 0,0000 0,0019 0,0000 0,0020 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
11BH-3 | 0,0064 0,0065 0,0056 0,0045 0,0043 0,0061 0,0000 0,0000 0,0059 0,0000 0,0042 0,0000 0,0000 0,0009 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
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2,44 2,42 2,41 2,39 2,37 2,34 2,33 2,32 2,31 2,30 2,29 2,28 2,26 2,24 2,23 2,21 2,19 2,18 2,17 2,16
2AH-1 | 0,0005 0,0008 0,0011 0,0007 0,0158 0,0309 0,0000 0,0210 0,0000 0,0061 0,0079 0,0000 0,0056 0,0030 0,0000 0,0020 0,0033 0,0000 0,0000 0,0028
2AH-2 |0,0000 0,0017 0,0000 0,0000 0,0151 0,0296 0,0000 0,0212 0,0000 0,0000 0,0092 0,0000 0,0070 0,0041 0,0000 0,0000 0,0045 0,0000 0,0000 0,0044
2AH-3 | 0,0000 0,0020 0,0000 0,0000 0,0175 0,0330 0,0000 0,0222 0,0077 0,0000 0,0091 0,0000 0,0071 0,0042 0,0000 0,0000 0,0057 0,0000 0,0000 0,0000
2BH-1 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0204 0,0402 0,0000 0,0267 0,0000 0,0088 0,0108 0,0000 0,0086 0,0036 0,0000 0,0035 0,0058 0,0000 0,0000 0,0057
2BH-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0216 0,0410 0,0000 0,0299 0,0000 0,0105 0,0122 0,0000 0,0096 0,0048 0,0000 0,0000 0,0071 0,0000 0,0000 0,0074
2BH-3 | 0,0009 0,0011 0,0000 0,0000 0,0210 0,0404 0,0000 0,0293 0,0000 0,0097 0,0116 0,0000 0,0094 0,0042 0,0000 0,0041 0,0065 0,0000 0,0000 0,0068
5AH-1 |0,0000 0,0007 0,0000 0,0000 0,0048 0,0103 0,0059 0,0091 0,0000 0,0094 0,0081 0,0077 0,0057 0,0027 0,0000 0,0019 0,0028 0,0027 0,0028 0,0036
5AH-2 |0,0000 0,0012 0,0000 0,0009 0,0053 0,0107 0,0066 0,0097 0,0000 0,0099 0,0086 0,0082 0,0063 0,0034 0,0000 0,0025 0,0038 0,0000 0,0037 0,0046
5AH-3 | 0,0000 0,0013 0,0000 0,0000 0,0059 0,0117 0,0070 0,0104 0,0000 0,0104 0,0090 0,0087 0,0066 0,0037 0,0000 0,0030 0,0044 0,0049 0,0000 0,0055
5BH-1 |(0,0000 0,0030 0,0000 0,0000 0,0104 0,0193 0,0154 0,0196 0,0187 0,0000 0,0151 0,0143 0,0127 0,0054 0,0000 0,0000 0,0000 0,0086 0,0000 0,0093
5BH-2 | 0,0000 0,0000 0,0029 0,0000 0,0112 0,0211 0,0158 0,0000 0,0208 0,0191 0,0159 0,0146 0,0128 0,0056 0,0000 0,0000 0,0080 0,0000 0,0000 0,0085
5BH-3 |0,0000 0,0027 0,0000 0,0000 0,0101 0,0197 0,0141 0,0000 0,0193 0,0179 0,0148 0,0138 0,0124 0,0051 0,0000 0,0000 0,0072 0,0000 0,0000 0,0075
8AH-1 |0,0000 0,0013 0,0000 0,0000 0,0077 0,0147 0,0000 0,0111 0,0000 0,0000 0,0083 0,0000 0,0067 0,0040 0,0000 0,0038 0,0054 0,0000 0,0064 0,0061
8AH-2 |(0,0000 0,0011 0,0000 0,0009 0,0074 0,0146 0,0000 0,0112 0,0000 0,0000 0,0085 0,0000 0,0067 0,0040 0,0000 0,0038 0,0054 0,0000 0,0062 0,0059
8AH-3 | 0,0000 0,0012 0,0000 0,0011 0,0077 0,0149 0,0000 0,0108 0,0000 0,0000 0,0083 0,0000 0,0065 0,0039 0,0000 0,0039 0,0055 0,0000 0,0069 0,0063
8BH-1 |(0,0011 0,0016 0,0000 0,0000 0,0147 0,0288 0,0000 0,0227 0,0000 0,0000 0,0146 0,0000 0,0108 0,0053 0,0000 0,0000 0,0078 0,0079 0,0000 0,0084
8BH-2 |0,0029 0,0033 0,0000 0,0000 0,0164 0,0310 0,0000 0,0000 0,0240 0,0000 0,0158 0,0000 0,0117 0,0064 0,0000 0,0065 0,0094 0,0000 0,0090 0,0099
8BH-3 |(0,0018 0,0022 0,0000 0,0021 0,0147 0,0280 0,0000 0,0000 0,0218 0,0000 0,0142 0,0000 0,0102 0,0053 0,0000 0,0000 0,0085 0,0000 0,0080 0,0089
11AH-1|0,0009 0,0014 0,0000 0,0010 0,0011 0,0000 0,0000 0,0000 0,0208 0,0000 0,0340 0,0000 0,0239 0,0000 0,0000 0,0034 0,0048 0,0000 0,0051 0,0000
11AH-2 | 0,0000 0,0007 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0197 0,0000 0,0336 0,0000 0,0230 0,0029 0,0000 0,0022 0,0032 0,0000 0,0000 0,0027
11AH-3|0,0005 0,0010 0,0000 0,0005 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0201 0,0000 0,0335 0,0000 0,0241 0,0040 0,0000 0,0025 0,0000 0,0035 0,0000 0,0032
11BH-1 | 0,0000 0,0034 0,0000 0,0000 0,0191 0,0358 0,0000 0,0271 0,0000 0,0000 0,0168 0,0000 0,0134 0,0070 0,0066 0,0076 0,0116 0,0115 0,0000 0,0121
11BH-2 | 0,0000 0,0034 0,0000 0,0000 0,0178 0,0332 0,0000 0,0000 0,0273 0,0000 0,0166 0,0000 0,0128 0,0070 0,0000 0,0000 0,0119 0,0000 0,0000 0,0124
11BH-3 | 0,0018 0,0021 0,0000 0,0019 0,0165 0,0320 0,0000 0,0000 0,0261 0,0000 0,0148 0,0000 0,0112 0,0054 0,0000 0,0061 0,0098 0,0000 0,0000 0,0101
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2,14 2,13 2,09 2,04 2,01 1,91 1,89 1,86 1,84 1,82 1,81 1,79 1,78 1,76 1,74 1,72 1,68 1,63 1,60 1,54
2AH-1 | 0,0000 0,0065 0,0365 0,7809 0,0742 0,0061 0,0099 0,0056 0,0000 0,0000 0,0065 0,0043 0,0000 0,0060 0,0000 0,0061 1,0000 0,0299 0,1355 0,0116
2AH-2 |0,0000 0,0090 0,0411 0,7682 0,0912 0,0069 0,0108 0,0065 0,0000 0,0000 0,0073 0,0049 0,0000 0,0076 0,0000 0,0000 1,0000 0,0390 0,1378 0,0000
2AH-3 | 0,0000 0,0144 0,0540 0,7869 0,0772 0,0066 0,0106 0,0065 0,0000 0,0000 0,0083 0,0068 0,0000 0,0124 0,0000 0,0000 1,0000 0,0361 0,1370 0,0126
2BH-1 |0,0000 0,0099 0,0428 0,7475 0,0831 0,0069 0,0107 0,0066 0,0000 0,0000 0,0129 0,0062 0,0000 0,0093 0,0000 0,0000 1,0000 0,0000 0,1698 0,0000
2BH-2 |0,0000 0,0137 0,0000 0,7660 0,0941 0,0079 0,0117 0,0073 0,0000 0,0000 0,0140 0,0070 0,0000 0,0114 0,0000 0,0000 1,0000 0,0000 0,1716 0,0000
2BH-3 | 0,0000 0,0103 0,0433 0,7574 0,0848 0,0067 0,0108 0,0066 0,0000 0,0000 0,0131 0,0066 0,0000 0,0096 0,0000 0,0000 1,0000 0,0381 0,1692 0,0000
5AH-1 |0,0000 0,0069 0,0398 0,7701 0,0847 0,0065 0,0103 0,0058 0,0000 0,0000 0,0074 0,0046 0,0000 0,0081 0,0000 0,0053 1,0000 0,0000 0,2067 0,0118
5AH-2 |0,0000 0,0081 0,0427 0,7596 0,0848 0,0063 0,0103 0,0058 0,0000 0,0000 0,0077 0,0050 0,0000 0,0088 0,0000 0,0066 1,0000 0,0000 0,2048 0,0116
5AH-3 | 0,0000 0,0118 0,0000 0,7766 0,0890 0,0073 0,0108 0,0066 0,0061 0,0000 0,0083 0,0061 0,0000 0,0118 0,0000 0,0000 1,0000 0,0000 0,2036 0,0133
5BH-1 |0,0000 0,0000 0,0000 0,4884 0,0665 0,0093 0,0113 0,0092 0,0000 0,0258 0,0000 0,0104 0,0000 0,0131 0,0000 0,0000 0,6419 0,0000 0,1434 0,0000
5BH-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,4960 0,0715 0,0098 0,0117 0,0094 0,0000 0,0269 0,0000 0,0098 0,0000 0,0116 0,0000 0,0000 0,6529 0,0000 0,1506 0,0000
5BH-3 |0,0000 0,0110 0,0000 0,4819 0,0658 0,0085 0,0106 0,0083 0,0000 0,0000 0,0259 0,0087 0,0000 0,0089 0,0000 0,0115 0,6295 0,0000 0,1438 0,0000
8AH-1 |0,0000 0,0091 0,0413 0,7472 0,0684 0,0041 0,0089 0,0046 0,0044 0,0000 0,0131 0,0045 0,0000 0,0084 0,0000 0,0000 1,0000 0,0000 0,1446 0,0094
8AH-2 |(0,0000 0,0097 0,0417 0,7556 0,0878 0,0000 0,0095 0,0052 0,0049 0,0000 0,0130 0,0000 0,0000 0,0082 0,0000 0,0000 1,0000 0,0000 0,1476 0,0000
8AH-3 | 0,0000 0,0107 0,0448 0,7524 0,0702 0,0042 0,0088 0,0048 0,0048 0,0131 0,0142 0,0045 0,0000 0,0088 0,0000 0,0000 1,0000 0,0000 0,1447 0,0095
8BH-1 |(0,0100 0,0000 0,0377 0,5574 0,0824 0,0000 0,0118 0,0082 0,0075 0,0272 0,0262 0,0000 0,0000 0,0099 0,0000 0,0000 0,7533 0,0526 0,1368 0,0000
8BH-2 |0,0124 0,0129 0,0392 0,5754 0,0657 0,0000 0,0105 0,0075 0,0068 0,0294 0,0287 0,0078 0,0000 0,0097 0,0000 0,0099 0,7940 0,0000 0,1393 0,0180
8BH-3 |(0,0111 0,0116 0,0369 0,5503 0,0628 0,0000 0,0095 0,0069 0,0064 0,0278 0,0272 0,0070 0,0000 0,0093 0,0000 0,0000 0,7696 0,0386 0,1320 0,0171
11AH-1|0,0000 0,0097 0,0470 0,7225 0,0809 0,0070 0,0108 0,0075 0,0073 0,0127 0,0127 0,0088 0,0000 0,0144 0,0000 0,0000 0,9240 0,0000 0,1621 0,0000
11AH-2 | 0,0000 0,0065 0,0373 0,7215 0,0757 0,0064 0,0106 0,0070 0,0066 0,0119 0,0000 0,0077 0,0000 0,0121 0,0101 0,0000 0,9640 0,0000 0,1629 0,0000
11AH-3|0,0000 0,0056 0,0358 0,7361 0,0858 0,0066 0,0111 0,0077 0,0074 0,0000 0,0135 0,0098 0,0000 0,0153 0,0000 0,0132 0,9390 0,0000 0,1620 0,0000
11BH-1|0,0150 0,0152 0,0479 0,6786 0,0787 0,0000 0,0126 0,0000 0,0000 0,0258 0,0275 0,0116 0,0124 0,0132 0,0000 0,0123 0,9251 0,0000 0,1782 0,0000
11BH-2 | 0,0159 0,0165 0,0496 0,6444 0,0788 0,0000 0,0121 0,0000 0,0000 0,0247 0,0253 0,0000 0,0120 0,0129 0,0000 0,0134 0,8889 0,0000 0,1705 0,0000
11BH-3 | 0,0124 0,0127 0,0425 0,6298 0,0813 0,0000 0,0113 0,0000 0,0000 0,0000 0,0233 0,0104 0,0106 0,0120 0,0000 0,0102 0,8632 0,0000 0,1629 0,0000
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1,52 1,50 1,47 1,42 1,41 1,39 1,37 1,36 1,35 1,31 1,30 1,29 1,28 1,25 1,23 1,21 1,18 1,17 1,16 1,14
2AH-1 |0,0107 0,0099 0,0136 0,0075 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0210 0,0635 0,0650 0,0719 0,0000 0,8851 0,0000 0,0000 0,0104 0,0000 0,0103 0,0103
2AH-2 |0,0000 0,0114 0,0149 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0688 0,0709 0,0791 0,0000 0,8129 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0116
2AH-3 |0,0119 0,0114 0,0152 0,0092 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0752 0,0790 0,0867 0,0000 0,8743 0,0000 0,0000 0,0115 0,0000 0,0112 0,0113
2BH-1 |0,0129 0,0126 0,0161 0,0094 0,0000 0,0000 0,0382 0,0000 0,0299 0,0000 0,0875 0,1049 0,0000 0,8257 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0119
2BH-2 |0,0147 0,0144 0,0173 0,0105 0,0000 0,0000 0,0409 0,0000 0,0337 0,0000 0,0999 0,1210 0,0000 0,8763 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0144 0,0138
2BH-3 |0,0132 0,0128 0,0164 0,0093 0,0000 0,0000 0,0400 0,0000 0,0301 0,0000 0,0877 0,1041 0,0000 0,8778 0,0000 0,0000 0,0126 0,0000 0,0000 0,0123
5AH-1 |0,0112 0,0106 0,0139 0,0092 0,0000 0,0000 0,0148 0,0000 0,0164 0,0000 0,0491 0,0508 0,0000 0,4856 0,0000 0,0000 0,0000 0,0094 0,0000 0,0098
5AH-2 |(0,0110 0,0108 0,0139 0,0094 0,0000 0,0000 0,0150 0,0000 0,0172 0,0000 0,0501 0,0522 0,0000 0,4762 0,0000 0,0000 0,0000 0,0095 0,0000 0,0100
5AH-3 |0,0122 0,0119 0,0150 0,0102 0,0000 0,0000 0,0174 0,0000 0,0000 0,0000 0,0570 0,0000 0,0000 0,5074 0,0000 0,0000 0,0000 0,0104 0,0106 0,0111
5BH-1 |(0,0174 0,0170 0,0189 0,0150 0,0000 0,0000 0,0932 0,0000 0,0569 0,0000 0,1210 0,1351 0,0000 1,0000 0,0000 0,0000 0,0180 0,0000 0,0173 0,0179
5BH-2 |0,0184 0,0179 0,0194 0,0143 0,0000 0,0000 0,0826 0,0000 0,0544 0,0000 0,1230 0,1405 0,0000 1,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0190
5BH-3 |0,0000 0,0158 0,0176 0,0126 0,0128 0,0000 0,0871 0,0000 0,0503 0,0000 0,1057 0,1161 0,0000 1,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0165
8AH-1 |0,0086 0,0084 0,0117 0,0099 0,0000 0,0074 0,0423 0,0000 0,0288 0,0000 0,0458 0,0695 0,0000 0,6172 0,0000 0,0000 0,0000 0,0061 0,0000 0,0061
8AH-2 |(0,0107 0,0095 0,0126 0,0096 0,0000 0,0079 0,0391 0,0000 0,0279 0,0429 0,0480 0,0720 0,0000 0,6199 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0076
8AH-3 |0,0089 0,0085 0,0119 0,0103 0,0000 0,0081 0,0464 0,0000 0,0313 0,0000 0,0484 0,0735 0,0000 0,6104 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0057 0,0063
8BH-1 |(0,0209 0,0180 0,0185 0,0125 0,0138 0,0145 0,1205 0,0000 0,0505 0,0777 0,0000 0,1147 0,0000 1,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0175
8BH-2 |0,0167 0,0154 0,0168 0,0118 0,0132 0,0141 0,1213 0,0000 0,0498 0,0749 0,0822 0,1135 0,0000 1,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0138 0,0138
8BH-3 |0,0158 0,0148 0,0160 0,0112 0,0126 0,0134 0,1045 0,0000 0,0445 0,0731 0,0783 0,1086 0,0000 1,0000 0,0000 0,0000 0,0129 0,0000 0,0129 0,0130
11AH-1|0,0131 0,0120 0,0156 0,0096 0,0000 0,0000 0,0332 0,0000 0,0000 0,0000 0,0686 0,0835 0,1312 1,0000 0,0769 0,0000 0,0000 0,0000 0,0127 0,0123
11AH-2 | 0,0119 0,0110 0,0148 0,0086 0,0000 0,0000 0,0314 0,0000 0,0176 0,0000 0,0611 0,0730 0,1201 1,0000 0,0630 0,0000 0,0109 0,0000 0,0000 0,0106
11AH-3|0,0122 0,0115 0,0150 0,0089 0,0000 0,0000 0,0293 0,0000 0,0166 0,0000 0,0602 0,0695 0,1120 1,0000 0,0828 0,0000 0,0000 0,0000 0,0117 0,0114
11BH-1|0,0206 0,0187 0,0199 0,0134 0,0144 0,0313 0,0930 0,0296 0,0437 0,0816 0,0911 0,1291 0,0000 1,0000 0,0000 0,0337 0,0169 0,0000 0,0190 0,0177
11BH-2 | 0,0206 0,0185 0,0197 0,0136 0,0147 0,0284 0,0769 0,0000 0,0412 0,0866 0,0947 0,1282 0,0000 1,0000 0,0000 0,0316 0,0168 0,0000 0,0168 0,0173
11BH-3 | 0,0198 0,0180 0,0190 0,0128 0,0136 0,0278 0,0744 0,0272 0,0387 0,0817 0,0887 0,1220 0,0000 1,0000 0,0000 0,0319 0,0156 0,0000 0,0172 0,0165
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1,12 1,10 1,08 1,07 1,04 1,03 1,02 1,01 1,00 0,99 0,98 0,97 0,95 0,93 0,92 0,90 0,89 0,88 0,86 0,85
2AH-1 |0,0086 0,0108 0,0107 0,0000 0,0102 0,0157 0,0127 0,0000 0,0194 0,0130 0,0257 0,0146 0,0181 0,0198 0,0137 0,0333 0,0291 0,0823 0,0602 0,0326
2AH-2 |0,0000 0,0120 0,0121 0,0000 0,0115 0,0163 0,0141 0,0198 0,0198 0,0147 0,0264 0,0162 0,0189 0,0213 0,0157 0,0351 0,0326 0,0817 0,0607 0,0350
2AH-3 |0,0100 0,0122 0,0119 0,0000 0,0118 0,0169 0,0146 0,0000 0,0227 0,0147 0,0285 0,0167 0,0206 0,0220 0,0171 0,0371 0,0337 0,0868 0,0621 0,0342
2BH-1 |0,0108 0,0108 0,0119 0,0000 0,0000 0,0187 0,0146 0,0000 0,0279 0,0135 0,0291 0,0164 0,0180 0,0218 0,0000 0,0385 0,0360 0,0968 0,0812 0,0395
2BH-2 |0,0125 0,0125 0,0137 0,0000 0,0000 0,0204 0,0165 0,0000 0,0291 0,0160 0,0306 0,0188 0,0201 0,0242 0,0000 0,0420 0,0402 0,1020 0,0855 0,0447
2BH-3 |0,0115 0,0113 0,0125 0,0000 0,0000 0,0191 0,0146 0,0000 0,0280 0,0139 0,0291 0,0171 0,0185 0,0221 0,0000 0,0380 0,0352 0,0992 0,0829 0,0418
5AH-1 |(0,0085 0,0104 0,0097 0,0095 0,0106 0,0148 0,0134 0,0171 0,0157 0,0117 0,0216 0,0154 0,0156 0,0179 0,0125 0,0243 0,0229 0,0575 0,0535 0,0326
5AH-2 |(0,0085 0,0104 0,0098 0,0000 0,0107 0,0148 0,0135 0,0171 0,0000 0,0120 0,0213 0,0156 0,0157 0,0184 0,0128 0,0246 0,0230 0,0573 0,0531 0,0325
5AH-3 |0,0097 0,0116 0,0109 0,0107 0,0118 0,0161 0,0149 0,0187 0,0172 0,0136 0,0232 0,0168 0,0175 0,0196 0,0149 0,0275 0,0267 0,0615 0,0555 0,0340
5BH-1 |(0,0161 0,0178 0,0195 0,0000 0,0178 0,0233 0,0218 0,0000 0,0403 0,0243 0,0420 0,0283 0,0309 0,0312 0,0000 0,0499 0,0494 0,0982 0,0843 0,0523
5BH-2 |0,0169 0,0186 0,0208 0,0000 0,0186 0,0244 0,0224 0,0000 0,0393 0,0256 0,0402 0,0298 0,0303 0,0327 0,0000 0,0512 0,0509 0,0965 0,0860 0,0554
5BH-3 |(0,0145 0,0161 0,0182 0,0000 0,0158 0,0217 0,0194 0,0000 0,0369 0,0221 0,0390 0,0000 0,0277 0,0287 0,0000 0,0452 0,0444 0,0931 0,0820 0,0521
8AH-1 |0,0051 0,0056 0,0060 0,0000 0,0058 0,0090 0,0092 0,0118 0,0094 0,0071 0,0146 0,0093 0,0087 0,0119 0,0084 0,0222 0,0193 0,0562 0,0426 0,0223
8AH-2 |0,0000 0,0060 0,0066 0,0000 0,0064 0,0093 0,0096 0,0122 0,0000 0,0077 0,0142 0,0101 0,0089 0,0126 0,0090 0,0225 0,0199 0,0556 0,0440 0,0239
8AH-3 |0,0051 0,0057 0,0062 0,0000 0,0061 0,0094 0,0095 0,0120 0,0096 0,0074 0,0150 0,0096 0,0092 0,0123 0,0090 0,0228 0,0203 0,0566 0,0430 0,0225
8BH-1 |(0,0149 0,0161 0,0167 0,0000 0,0143 0,0169 0,0179 0,0265 0,0000 0,0197 0,0242 0,0194 0,0187 0,0260 0,0211 0,0411 0,0367 0,0962 0,0742 0,0464
8BH-2 |(0,0120 0,0137 0,0150 0,0000 0,0133 0,0165 0,0168 0,0256 0,0000 0,0187 0,0242 0,0187 0,0176 0,0254 0,0193 0,0402 0,0352 0,0959 0,0728 0,0441
8BH-3 |(0,0112 0,0129 0,0145 0,0000 0,0126 0,0157 0,0160 0,0245 0,0000 0,0178 0,0223 0,0175 0,0164 0,0247 0,0183 0,0383 0,0330 0,0914 0,0699 0,0414
11AH-1|0,0112 0,0114 0,0110 0,0000 0,0117 0,0163 0,0154 0,0000 0,0229 0,0130 0,0199 0,0171 0,0147 0,0198 0,0000 0,0348 0,0303 0,0858 0,0706 0,0376
11AH-2 | 0,0096 0,0101 0,0098 0,0095 0,0102 0,0148 0,0139 0,0000 0,0213 0,0115 0,0187 0,0156 0,0127 0,0182 0,0000 0,0332 0,0275 0,0858 0,0697 0,0337
11AH-3|0,0099 0,0105 0,0102 0,0099 0,0106 0,0151 0,0141 0,0000 0,0224 0,0119 0,0184 0,0162 0,0132 0,0180 0,0000 0,0322 0,0276 0,0822 0,0703 0,0376
11BH-1|0,0143 0,0147 0,0164 0,0000 0,0149 0,0177 0,0176 0,0270 0,0234 0,0192 0,0283 0,0209 0,0201 0,0300 0,0000 0,0450 0,0394 0,1114 0,0828 0,0499
11BH-2 | 0,0142 0,0144 0,0164 0,0000 0,0149 0,0176 0,0177 0,0260 0,0217 0,0193 0,0262 0,0000 0,0192 0,0295 0,0000 0,0443 0,0402 0,1042 0,0801 0,0480
11BH-3 | 0,0135 0,0139 0,0158 0,0000 0,0141 0,0168 0,0166 0,0252 0,0205 0,0185 0,0254 0,0200 0,0183 0,0284 0,0000 0,0419 0,0368 0,1032 0,0792 0,0467
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0,84 0,83 0,82 0,80 0,79 0,78 0,77 0,74 0,70 0,68 0,65 0,59 0,58 0,57 0,50 0,20 0,19 0,08 0,07 0,02
2AH-1 |0,0000 0,0227 0,0181 0,0165 0,0162 0,0116 0,0138 0,0000 0,0055 0,0105 0,0015 0,0000 0,0009 0,0000 0,0000 0,0000 0,0006 0,0000 0,0000 0,0000
2AH-2 |0,0000 0,0253 0,0202 0,0179 0,0174 0,0000 0,0146 0,0000 0,0059 0,0106 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0007 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
2AH-3 | 0,0000 0,0250 0,0199 0,0177 0,0162 0,0000 0,0140 0,0000 0,0060 0,0110 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0011 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
2BH-1 |0,0000 0,0349 0,0224 0,0213 0,0205 0,0000 0,0161 0,0000 0,0063 0,0122 0,0000 0,0000 0,0010 0,0000 0,0000 0,0015 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
2BH-2 |0,0000 0,0386 0,0258 0,0235 0,0226 0,0000 0,0177 0,0000 0,0072 0,0130 0,0000 0,0000 0,0016 0,0000 0,0000 0,0000 0,0009 0,0008 0,0000 0,0000
2BH-3 | 0,0000 0,0363 0,0236 0,0221 0,0213 0,0000 0,0171 0,0000 0,0067 0,0127 0,0000 0,0000 0,0015 0,0000 0,0000 0,0000 0,0010 0,0000 0,0006 0,0000
5AH-1 |0,0000 0,0209 0,0172 0,0146 0,0123 0,0000 0,0124 0,0036 0,0046 0,0104 0,0015 0,0010 0,0000 0,0000 0,0007 0,0008 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
5AH-2 |(0,0000 0,0211 0,0000 0,0147 0,0124 0,0000 0,0124 0,0038 0,0046 0,0102 0,0000 0,0000 0,0000 0,0012 0,0000 0,0008 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
5AH-3 | 0,0000 0,0230 0,0188 0,0157 0,0137 0,0000 0,0129 0,0043 0,0054 0,0109 0,0020 0,0000 0,0000 0,0015 0,0000 0,0000 0,0016 0,0000 0,0000 0,0032
5BH-1 (0,0399 0,0000 0,0302 0,0271 0,0259 0,0000 0,0210 0,0000 0,0084 0,0161 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0024 0,0000 0,0000 0,0021 0,0000
5BH-2 |0,0000 0,0408 0,0315 0,0289 0,0285 0,0000 0,0225 0,0000 0,0089 0,0164 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0015 0,0000 0,0000 0,0013 0,0000
5BH-3 |0,0000 0,0377 0,0292 0,0261 0,0261 0,0000 0,0213 0,0000 0,0078 0,0158 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0012 0,0000 0,0000 0,0009 0,0000
8AH-1 |0,0145 0,0000 0,0123 0,0098 0,0076 0,0000 0,0076 0,0000 0,0027 0,0075 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
8AH-2 |(0,0000 0,0161 0,0136 0,0111 0,0083 0,0000 0,0083 0,0000 0,0027 0,0074 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
8AH-3 |0,0000 0,0145 0,0125 0,0099 0,0075 0,0000 0,0076 0,0000 0,0027 0,0075 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
8BH-1 |(0,0000 0,0310 0,0292 0,0238 0,0213 0,0177 0,0182 0,0000 0,0079 0,0159 0,0024 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0011 0,0000 0,0000 0,0007 0,0000
8BH-2 |0,0000 0,0272 0,0258 0,0218 0,0198 0,0156 0,0172 0,0000 0,0074 0,0159 0,0021 0,0000 0,0014 0,0000 0,0000 0,0008 0,0000 0,0000 0,0010 0,0000
8BH-3 |0,0000 0,0259 0,0243 0,0208 0,0190 0,0148 0,0164 0,0041 0,0068 0,0152 0,0020 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0008 0,0000 0,0000 0,0009 0,0000
11AH-1|0,0000 0,0316 0,0224 0,0200 0,0169 0,0000 0,0149 0,0000 0,0065 0,0127 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0017 0,0000 0,0000 0,0000
11AH-2 | 0,0290 0,0196 0,0000 0,0179 0,0152 0,0000 0,0134 0,0000 0,0055 0,0121 0,0013 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0011 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
11AH-3|0,0000 0,0313 0,0217 0,0192 0,0161 0,0000 0,0143 0,0000 0,0057 0,0124 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0009 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
11BH-1 | 0,0000 0,0310 0,0279 0,0244 0,0200 0,0164 0,0197 0,0056 0,0083 0,0149 0,0029 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0013 0,0000 0,0012 0,0000
11BH-2 | 0,0000 0,0301 0,0262 0,0238 0,0192 0,0160 0,0188 0,0000 0,0078 0,0135 0,0027 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0012 0,0000 0,0009 0,0000
11BH-3 | 0,0000 0,0294 0,0256 0,0226 0,0187 0,0153 0,0183 0,0000 0,0072 0,0132 0,0023 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0014 0,0000 0,0000 0,0000
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Anexo 02

12,61 11,19 10,42 9,72 9,71 9,63 9,53 9,49 9,39 8,55 8,09 8,07 8,06 8,01 7,99 7,61 7,46 7,41 7,04 7,01
2AM-1 |0,0000 0,0095 0,0093 0,0000 0,0096 0,0000 0,0204 0,0000 0,0185 0,0191 0,0000 0,0000 0,0000 0,0132 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
2AM-2 | 0,0000 0,0097 0,0093 0,0000 0,0101 0,0000 0,0213 0,0000 0,0206 0,0214 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0125 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
2AM-3 |0,0000 0,0055 0,0052 0,0000 0,0000 0,0000 0,0153 0,0000 0,0146 0,0141 0,0000 0,0000 0,0000 0,0070 0,0000 0,0000 0,0000 0,0053 0,0000 0,0000
2BM-1 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0114 0,0000 0,0104 0,0100 0,0000 0,0000 0,0000 0,0046 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
2BM-2 | 0,0000 0,0045 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0141 0,0000 0,0132 0,0131 0,0000 0,0000 0,0000 0,0063 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
2BM-3 | 0,0000 0,0130 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0215 0,0000 0,0206 0,0211 0,0000 0,0000 0,0166 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
5AM-1 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0074 0,0000 0,0070 0,0067 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
5AM-2 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0113 0,0000 0,0100 0,0095 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0079 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
5AM-3 | 0,0000 0,0000 0,0054 0,0055 0,0000 0,0000 0,0156 0,0062 0,0138 0,0126 0,0000 0,0000 0,0000 0,0067 0,0000 0,0066 0,0000 0,0000 0,0098 0,0000
5BM-1 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0086 0,0000 0,0086 0,0097 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
5BM-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0117 0,0000 0,0110 0,0115 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
5BM-3 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0184 0,0000 0,0185 0,0179 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
8AM-1 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0088 0,0123 0,0000 0,0115 0,0110 0,0000 0,0000 0,0115 0,0000 0,0000 0,0124 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
8AM-2 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
8AM-3 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0180 0,0000 0,0168 0,0160 0,0000 0,0175 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
8BM-1 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0085 0,0000 0,0093 0,0088 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
8BM-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0096 0,0000 0,0095 0,0094 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
8BM-3 | 0,0000 0,0066 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0142 0,0000 0,0127 0,0129 0,0000 0,0000 0,0000 0,0075 0,0000 0,0000 0,0073 0,0000 0,0000 0,0000
11AM-1 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0080 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0124 0,0000 0,0000 0,0000 0,0113 0,0000 0,0000 0,0119
11AM-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0094 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0140 0,0000 0,0000 0,0000 0,0138 0,0000 0,0000 0,0124
11AM-3 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0152 0,0000 0,0000 0,0000 0,0194 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
11BM-1 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
11BM-2 | 0,0066 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0069 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
11BM-3 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
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6,91 6,89 6,88 6,84 6,80 6,62 6,60 6,45 6,32 6,27 6,21 6,17 6,12 5,54 5,35 5,24 5,13 5,12 511 5,10
2AM-1 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0153 0,0000 0,0147 0,0186 0,0334 0,0195 0,0201 0,0000 0,0000 0,0694 0,0577 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
2AM-2 |0,0143 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0144 0,0000 0,0186 0,0336 0,0202 0,0200 0,0000 0,0225 0,0628 0,0474 0,0000 0,0919 0,0000 0,0000
2AM-3 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0083 0,0000 0,0083 0,0000 0,0000 0,0121 0,0251 0,0128 0,0125 0,0000 0,0000 0,0463 0,0355 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
2BM-1 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0054 0,0000 0,0089 0,0197 0,0102 0,0104 0,0000 0,0000 0,0412 0,0253 0,0000 0,0377 0,0000 0,0000
2BM-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0059 0,0000 0,0000 0,0066 0,0000 0,0111 0,0242 0,0121 0,0124 0,0089 0,0113 0,0429 0,0238 0,0000 0,0318 0,0000 0,0000
2BM-3 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0223 0,0341 0,0000 0,0236 0,0000 0,0000 0,0740 0,0529 0,0000 0,0729 0,0000 0,0000
5AM-1 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0067 0,0120 0,0000 0,0071 0,0000 0,0000 0,0280 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0327
5AM-2 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0099 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0108 0,0190 0,0000 0,0120 0,0000 0,0000 0,0559 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
5AM-3 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0090 0,0000 0,0000 0,0078 0,0110 0,0222 0,0113 0,0115 0,0000 0,0129 0,0452 0,0299 0,0000 0,0391 0,0000 0,0000
5BM-1 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0110 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0166 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0586 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
5BM-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0159 0,0233 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0805 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
5BM-3 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0206 0,0289 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0959 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
8AM-1 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0142 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0142 0,0199 0,0155 0,0000 0,0000 0,0000 0,0477 0,0388 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
8AM-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0107 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0373 0,0265 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
8AM-3 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0187 0,0000 0,0240 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0550 0,0432 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
8BM-1 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0195 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0523 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
8BM-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0187 0,0000 0,0131 0,0000 0,0000 0,0369 0,0342 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
8BM-3 | 0,0000 0,0087 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0118 0,0224 0,0124 0,0127 0,0000 0,0132 0,0337 0,0269 0,0000 0,0313 0,0000 0,0000
11AM-1 | 0,0000 0,0000 0,0119 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0123 0,0000 0,0122 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0422 0,0333 0,0000 0,0000 0,0000 0,0356
11AM-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0138 0,0000 0,0000 0,0000 0,0129 0,0000 0,0000 0,0459 0,0341 0,0000 0,0405 0,0000 0,0000
11AM-3 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0521 0,0000 0,0000 0,0000 0,0511 0,0000
11BM-1 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0127 0,0102 0,0104 0,0000 0,0000 0,0000
11BM-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0417 0,0354 0,0399 0,0000 0,0000 0,0000
11BM-3 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0189 0,0147 0,0145 0,0000 0,0000 0,0000
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5,09 5,01 4,95 4,80 4,76 4,57 4,48 4,46 4,16 4,13 4,11 4,09 3,90 3,88 3,86 3,81 3,74 3,69 3,67 3,63
2AM-1 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,1625 0,0000 0,0000 0,0539 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,1005 0,1274 0,0000 0,0951 0,0000 0,1515 0,0000 0,0000
2AM-2 | 0,0000 0,0890 0,0000 0,0976 0,0000 0,0000 0,0000 0,0422 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0901 0,1182 0,0000 0,0832 0,0000 0,1391 0,0000 0,0000
2AM-3 |0,0717 0,0874 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0277 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0685 0,0941 0,0000 0,0624 0,0000 0,1085 0,0824 0,0000
2BM-1 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0215 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0672 0,0000 0,0410 0,0000 0,0753 0,0000 0,0000
2BM-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0218 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0743 0,0000 0,0430 0,0478 0,0818 0,0000 0,0000
2BM-3 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0395 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0980 0,0000 0,0000 0,0000 0,1119 0,0000 0,0000
5AM-1 |0,0000 0,0318 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0155 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0350 0,0468 0,0000 0,0000 0,0000 0,0498 0,0402 0,0000
5AM-2 |0,0000 0,0000 0,2421 0,0000 0,0000 0,0000 0,0397 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0921 0,0000 0,0000 0,0000 0,1109 0,0000 0,0000
5AM-3 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0213 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0561 0,0796 0,0507 0,0455 0,0488 0,0817 0,0616 0,0000
5BM-1 |0,0000 0,1041 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0370 0,0000 0,0509 0,0504 0,0000 0,0000 0,0725 0,0000 0,0000 0,0000 0,0849 0,0000 0,0000
5BM-2 | 0,0000 0,1621 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0715 0,0711 0,0000 0,0000 0,1018 0,0000 0,0000 0,0000 0,1213 0,0000 0,0000
5BM-3 |0,0000 0,1783 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0669 0,0859 0,0845 0,0694 0,0000 0,1193 0,0000 0,0000 0,0000 0,1398 0,1264 0,0000
8AM-1 |0,0000 0,0000 0,0918 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0493 0,0754 0,0760 0,0544 0,0930 0,1047 0,0905 0,0000 0,0000 0,1181 0,1285 0,0000
8AM-2 | 0,0000 0,0000 0,0684 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0635 0,0647 0,0457 0,0000 0,0980 0,0000 0,0000 0,0000 0,1180 0,1292 0,0000
8AM-3 |0,0000 0,0000 0,0910 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0558 0,0841 0,0866 0,0603 0,0000 0,1146 0,1014 0,0000 0,0000 0,1281 0,1388 0,0000
8BM-1 |0,0000 0,1734 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0427 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,1007 0,0000 0,0000 0,0000 0,1170 0,0000 0,0000
8BM-2 | 0,0000 0,0630 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0274 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0752 0,0000 0,0000 0,0000 0,0830 0,0000 0,0000
8BM-3 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0231 0,0000 0,0000 0,0257 0,0000 0,0000 0,0727 0,0000 0,0447 0,0000 0,0756 0,0543 0,0000
11AM-1 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0233 0,0000 0,0000 0,0000 0,0360 0,0000 0,0000 0,0902 0,0954 0,0821 0,0000 0,0729 0,0753 0,0000 0,0801
11AM-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0406 0,0000 0,0000 0,0984 0,1037 0,0884 0,0000 0,0823 0,0852 0,0000 0,0000
11AM-3 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0955 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
11BM-1 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0111 0,0000 0,0000 0,0000 0,0200 0,0000 0,0000 0,0210 0,0199 0,0000 0,0000
11BM-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0272 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0565 0,0000 0,0000 0,0589 0,0000 0,0000 0,0000
11BM-3 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0311 0,0000 0,0000 0,0335 0,0000 0,0000 0,0000
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3,61 3,51 3,48 3,44 3,43 3,41 3,39 3,28 3,24 3,21 2,79 2,78 2,68 2,67 2,61 2,58 2,55 2,53 2,51 2,48
2AM-1 |0,0000 0,0000 0,2601 0,0000 0,0000 0,1790 0,0000 0,0000 0,1498 0,0000 0,0517 0,0000 0,0287 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0280 0,0000 0,0000
2AM-2 |0,0000 0,0000 0,2571 0,0000 0,0000 0,1598 0,0000 0,0000 0,1327 0,0000 0,0489 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
2AM-3 | 0,0000 0,0000 0,2026 0,0000 0,0000 0,1248 0,1091 0,0000 0,1179 0,0000 0,0410 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0200 0,0000 0,0206 0,0196 0,0000
2BM-1 | 0,0000 0,0000 0,0602 0,0000 0,0000 0,0739 0,0000 0,0446 0,0717 0,0000 0,0336 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
2BM-2 | 0,0512 0,0000 0,0656 0,0000 0,0000 0,0785 0,0602 0,0468 0,0797 0,0529 0,0376 0,0000 0,0161 0,0000 0,0167 0,0166 0,0000 0,0173 0,0000 0,0171
2BM-3 | 0,0000 0,0000 0,0910 0,0000 0,0000 0,1035 0,0000 0,0000 0,0977 0,0000 0,0497 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
5AM-1 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0543 0,0473 0,0000 0,0542 0,0000 0,0244 0,0000 0,0000 0,0142 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
5AM-2 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,1254 0,0000 0,0000 0,1193 0,0000 0,0506 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0275 0,0000
5AM-3 |0,0000 0,0000 0,0580 0,0000 0,0000 0,0904 0,0772 0,0000 0,1055 0,0828 0,0470 0,0000 0,0000 0,0256 0,0000 0,0221 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
5BM-1 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0781 0,0000 0,0000 0,0707 0,0000 0,0460 0,0412 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0247 0,0000 0,0000
5BM-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,1099 0,0000 0,0000 0,0968 0,0000 0,0620 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
5BM-3 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,1307 0,0000 0,1028 0,1203 0,0000 0,0809 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0427 0,0000 0,0000 0,0000
8AM-1 |0,1197 0,0000 0,1475 0,0000 0,1253 0,1323 0,0000 0,08%96 0,0893 0,0000 0,0362 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
8AM-2 |0,1285 0,0000 0,1552 0,0000 0,0000 0,1432 0,0000 0,0999 0,0978 0,0000 0,0413 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
8AM-3 |0,1297 0,0000 0,1585 0,0000 0,0000 0,1442 0,0000 0,1008 0,1007 0,0000 0,0412 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
8BM-1 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,1156 0,0000 0,0000 0,1211 0,0000 0,0557 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
8BM-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0865 0,0000 0,0000 0,0962 0,0000 0,0433 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
8BM-3 |0,0540 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0781 0,0000 0,0663 0,0928 0,0775 0,0450 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
11AM-1 | 0,0835 0,0730 0,0890 0,0000 0,0818 0,0898 0,0000 0,0927 0,0933 0,0000 0,0492 0,0000 0,0000 0,0338 0,0000 0,0000 0,0310 0,0000 0,0000 0,0295
11AM-2 | 0,0921 0,0000 0,1000 0,0000 0,0942 0,1014 0,0000 0,0989 0,0969 0,0000 0,0477 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
11AM-3 | 0,0853 0,0000 0,0861 0,0000 0,0000 0,0849 0,0000 0,0898 0,0895 0,0000 0,0524 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
11BM-1 | 0,0223 0,0000 0,0000 0,0219 0,0000 0,0209 0,0000 0,0256 0,0000 0,0240 0,0150 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
11BM-2 | 0,0614 0,0000 0,0000 0,0597 0,0000 0,0000 0,0000 0,0669 0,0000 0,0625 0,0398 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0282 0,0000 0,0000 0,0000
11BM-3 | 0,0361 0,0000 0,0000 0,0350 0,0000 0,0342 0,0000 0,0427 0,0000 0,0411 0,0247 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
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2,47 2,45 2,42 2,38 2,36 2,34 2,31 2,28 2,20 2,18 2,16 2,09 2,05 2,03 2,00 1,97 1,89 1,81 1,79 1,68
2AM-1 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0746 0,0709 0,0000 0,0000 0,4049 0,0000 0,0000 0,1118 0,0000 0,1130 0,0000 0,0811 0,0683 0,0648 0,1595
2AM-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0711 0,0684 0,0000 0,0000 0,4776 0,0000 0,0000 0,1064 0,0000 0,1093 0,1005 0,0749 0,0653 0,0607 0,1536
2AM-3 | 0,0000 0,0198 0,0199 0,0000 0,0381 0,0619 0,0584 0,0000 0,0000 0,3920 0,0000 0,0000 0,0852 0,0000 0,0897 0,0823 0,0655 0,0529 0,0480 0,1277
2BM-1 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0326 0,0507 0,0465 0,0000 0,0000 0,1855 0,0000 0,0000 0,0634 0,0000 0,0634 0,0580 0,0450 0,0399 0,0374 0,0856
2BM-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0378 0,0624 0,0554 0,0000 0,0000 0,2239 0,0000 0,0000 0,0703 0,0000 0,0699 0,0664 0,0535 0,0447 0,0410 0,0941
2BM-3 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0729 0,0687 0,0000 0,0000 0,2083 0,0000 0,0000 0,0984 0,0000 0,0951 0,0000 0,0688 0,0585 0,0000 0,1203
5AM-1 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0277 0,0280 0,0000 0,0000 0,2158 0,0000 0,0000 0,0475 0,0000 0,0500 0,0000 0,0325 0,0279 0,0266 0,0785
5AM-2 |0,0000 0,0267 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0552 0,0000 0,0000 0,3583 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,1027 0,0000 0,0653 0,0558 0,0534 0,1456
5AM-3 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0348 0,0555 0,0525 0,0000 0,0271 0,4556 0,0000 0,0000 0,0823 0,0830 0,0902 0,0778 0,0631 0,0450 0,0407 0,1402
5BM-1 |0,0245 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0451 0,0000 0,0000 0,0000 0,0964 0,0000 0,0000 0,1057 0,0000 0,0000 0,0000 0,0468 0,0360 0,0000 0,0625
5BM-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0623 0,0000 0,0000 0,0000 0,1349 0,0000 0,0000 0,1493 0,0000 0,0000 0,0000 0,0657 0,0000 0,0000 0,0000
5BM-3 |0,0408 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0773 0,0759 0,0000 0,0000 0,1787 0,0000 0,0000 0,1927 0,0000 0,0000 0,0000 0,0753 0,0585 0,0000 0,0966
8AM-1 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0557 0,0578 0,0571 0,0438 0,2271 0,0000 0,0000 0,2213 0,0000 0,0000 0,0000 0,0646 0,0466 0,0463 0,0922
8AM-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0604 0,0000 0,0000 0,2061 0,0000 0,0000 0,2123 0,0000 0,0000 0,0000 0,0683 0,0000 0,0000 0,0979
8AM-3 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0600 0,0643 0,0606 0,0000 0,2512 0,0000 0,0000 0,2438 0,0000 0,0000 0,0000 0,0680 0,0000 0,0000 0,0963
8BM-1 |0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0669 0,0000 0,0000 0,0000 0,0806 0,0000 0,0000 0,0817 0,0000 0,0000 0,0000 0,0738 0,0589 0,0000 0,1133
8BM-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0570 0,0545 0,0000 0,0000 0,0711 0,0000 0,0000 0,0664 0,0000 0,0000 0,0000 0,0615 0,0485 0,0000 0,0973
8BM-3 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0384 0,0584 0,0542 0,0000 0,0000 0,0744 0,0000 0,0000 0,0000 0,0637 0,0620 0,0637 0,0595 0,0451 0,0426 0,0952
11AM-1 | 0,0000 0,0000 0,0294 0,0000 0,0000 0,0684 0,0661 0,0000 0,0000 0,2691 0,0000 0,0786 0,0000 0,0000 0,0927 0,0000 0,0764 0,0000 0,0515 0,1317
11AM-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0323 0,0000 0,0712 0,0689 0,0000 0,0000 0,2926 0,0000 0,0838 0,0000 0,0000 0,0992 0,0000 0,0793 0,0000 0,0569 0,1431
11AM-3 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0667 0,0000 0,0000 0,1971 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0939 0,0000 0,0761 0,0000 0,0000 0,1316
11BM-1 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0217 0,0208 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0250 0,0000 0,0218 0,0000 0,0000 0,0361
11BM-2 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0535 0,0531 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0649 0,0000 0,0557 0,0000 0,0000 0,0929
11BM-3 | 0,0000 0,0000 0,0153 0,0000 0,0243 0,0370 0,0339 0,0000 0,0000 0,0000 0,0214 0,0000 0,0000 0,0000 0,0409 0,0000 0,0363 0,0000 0,0000 0,0584
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1,60 1,57 1,50 1,28 1,25 1,14 1,08 0,98 0,97 0,95 0,94 0,93 0,92 0,90 0,87 0,86 0,83 0,81 0,78 0,77
2AM-1 |0,3327 0,0000 0,0000 0,0000 1,0000 0,1330 0,1507 0,2359 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,2194 0,2191 0,2541 0,3013 0,2179 0,0000 0,0000 0,2247
2AM-2 |0,3277 0,0000 0,0000 0,0000 1,0000 0,1297 0,1446 0,2262 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,2069 0,2130 0,2466 0,2979 0,2198 0,0000 0,0000 0,2180
2AM-3 |0,2823 0,1600 0,0927 0,0000 1,0000 0,1151 0,1423 0,2295 0,0000 0,1620 0,0000 0,0000 0,1937 0,1912 0,2096 0,2537 0,1789 0,0000 0,0000 0,2196
2BM-1 |0,1888 0,1174 0,0000 0,0000 0,7606 0,0768 0,0919 0,1473 0,0000 0,0000 0,0000 0,1205 0,0000 0,1263 0,1605 0,2037 0,1399 0,0000 0,1325 0,1317
2BM-2 |0,2153 0,0000 0,0748 0,0000 1,0000 0,0898 0,1162 0,1930 0,0000 0,1286 0,1280 0,0000 0,1427 0,1497 0,1798 0,2286 0,1554 0,0949 0,1594 0,1708
2BM-3 |0,2543 0,0000 0,0000 0,0000 1,0000 0,1300 0,1439 0,2202 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,2024 0,2402 0,2826 0,2188 0,0000 0,0000 0,2034
5AM-1 |0,1579 0,0000 0,0000 0,0000 0,4103 0,0499 0,0573 0,0901 0,0000 0,0000 0,0000 0,0888 0,0000 0,0878 0,1113 0,1263 0,0823 0,0000 0,0000 0,0786
5AM-2 |0,2827 0,0000 0,0000 0,0000 0,7020 0,1086 0,1167 0,1800 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,2219 0,2402 0,0000 0,0000 0,1540 0,0000
5AM-3 |0,3016 0,0000 0,0912 0,0000 1,0000 0,1143 0,1496 0,2328 0,1574 0,1638 0,0000 0,0000 0,2110 0,1964 0,2240 0,2572 0,1620 0,0946 0,0000 0,2226
5BM-1 |0,1036 0,0000 0,0000 0,0000 0,5581 0,0657 0,0814 0,1236 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,1147 0,0000 0,1380 0,1542 0,0000 0,0000 0,1074 0,0000
5BM-2 |0,1438 0,0000 0,0000 0,0000 0,7757 0,0906 0,1137 0,1731 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,1582 0,0000 0,1902 0,2140 0,0000 0,0000 0,0000 0,1508
5BM-3 |0,1697 0,1509 0,0000 0,0000 1,0000 0,1218 0,1433 0,2094 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,1958 0,1917 0,2452 0,2868 0,2027 0,0000 0,0000 0,1994
8AM-1 |0,1484 0,0000 0,0000 0,3231 0,9415 0,1008 0,1269 0,1805 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,1634 0,1558 0,2275 0,2494 0,1613 0,0000 0,0000 0,1631
8AM-2 |0,1763 0,0000 0,0000 0,0000 1,0000 0,1245 0,1439 0,1986 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,1843 0,1857 0,2474 0,2715 0,0000 0,0000 0,0000 0,1880
8AM-3 |0,1635 0,0000 0,0000 0,3355 1,0000 0,1275 0,1453 0,1931 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,1842 0,1842 0,2571 0,2929 0,2122 0,0000 0,0000 0,1991
8BM-1 |0,1951 0,0000 0,0000 0,0000 0,9768 0,1282 0,1467 0,2118 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,1899 0,2309 0,2700 0,0000 0,0000 0,0000 0,1957
8BM-2 |0,1689 0,0000 0,0000 0,0000 0,8981 0,0997 0,1228 0,1848 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,1548 0,1537 0,1912 0,2276 0,0000 0,0000 0,0000 0,1619
8BM-3 |0,1696 0,1311 0,0832 0,0000 1,0000 0,1103 0,1393 0,2067 0,0000 0,1433 0,0000 0,0000 0,1675 0,1652 0,2028 0,2485 0,1734 0,0000 0,1833 0,1952
11AM-1 | 0,2488 0,0000 0,0000 0,0000 1,0000 0,1351 0,1771 0,2385 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,2182 0,2168 0,2679 0,2975 0,0000 0,0000 0,0000 0,2209
11AM-2 | 0,2660 0,0000 0,0000 0,0000 1,0000 0,1378 0,1718 0,2285 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,2163 0,2181 0,2791 0,3097 0,0000 0,0000 0,0000 0,2042
11AM-3 | 0,2340 0,0000 0,0000 0,0000 0,8349 0,1389 0,1649 0,2152 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,2136 0,0000 0,2579 0,2737 0,0000 0,0000 0,0000 0,1948
11BM-1 | 0,0613 0,0000 0,0000 0,0000 0,2902 0,0384 0,0426 0,0648 0,0000 0,0000 0,0000 0,0558 0,0000 0,0558 0,0794 0,0942 0,0653 0,0000 0,0000 0,0528
11BM-2 | 0,1581 0,0000 0,0000 0,0000 0,6748 0,0945 0,1040 0,1537 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,1377 0,1895 0,2223 0,0000 0,0000 0,1267 0,0000
11BM-3 | 0,1073 0,0000 0,0000 0,0000 0,5607 0,0717 0,0834 0,1262 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,1026 0,1040 0,1445 0,1714 0,1173 0,0000 0,0000 0,1079
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0,68
2AM-1 | 0,0000
2AM-2 | 0,0000
2AM-3 | 0,0430
2BM-1 | 0,0000
2BM-2 | 0,0307
2BM-3 | 0,0000
5AM-1 |0,0184
5AM-2 | 0,0000
5AM-3 | 0,0501
5BM-1 | 0,0000
5BM-2 | 0,0000
5BM-3 | 0,0000
8AM-1 | 0,0000
8AM-2 | 0,0000
8AM-3 | 0,0000
8BM-1 | 0,0000
8BM-2 | 0,0000
8BM-3 | 0,0442
11AM-1 | 0,0532
11AM-2 | 0,0000
11AM-3 | 0,0000
11BM-1 | 0,0000
11BM-2 | 0,0000
11BM-3 | 0,0000

116



