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RESUMO

Visando a obtengdo de triterpenos quinonametideos em concentragdo apreciavel
protocolo para o desenvolvimento de culturas de células de M. ilicifolia foi estabelecido.
Estudos visando observar a influéncia da luminosidade sobre o crescimento das
culturas mantidas nas mesmas condigdes de temperatura e umidade, além da
avaliacdo da influéncia de diferentes tipos de frascos, que variavam em altura, sobre o
crescimento e acimulo desses metabdlitos, foram realizados. O acumulo desses
metabdlitos com comprovada atividade bioldgica se mostrou 100 e 3 vezes maior para
a 22B-hidroximaitenina e maitenina, respectivamente, no sistema in vitro quando
comparada a planta in natura. Isto demonstra que o sistema in vitro pode se constituir
em uma excelente ferramenta para a producdao, em maior escala, destes metabdlitos
bioativos.

Palavras-chave: Maytenus ilicifolia, Celastraceae, cultura de células, triterpenos
quinonametideos

ABSTRACT

Maytenus ilicifolia (Celastraceae) showed the accumulation of quinonamethide
triterpenes, which constitute a class of secondary metabolites with comproved



biological activity. Dealing on the obtention of these metabolites in a large
concentration, protocol to establish cell tissue culture of Maytenus ilicifolia was
developed. In order to evaluate the lightly influence under cell tissue cultures growing
in the same conditions of temperature and humidity, besides the influence of different
types of flasks over the accumulation of these metabolites were done. The
accumulation of these metabolites with comproved biological activity showed 100 and
3 times higher to 20a-hidroxymaytenin and maytenin, respectively, and showed that
the in vitro system should be an excellent tool to the production, in large scale, of
these bioactive metabolites.

Key-words: Maytenus ilicifolia, Celastraceae, cell tissue culture, quinonamethide
triterpenes.

INTRODUGCAO

As plantas tém sido tradicionalmente usadas por populagdes de todos os continentes
no controle de diversas doencas e pragas (Tyler, 1994) °. Embora muitos compostos
derivados de plantas medicinais possam ser sintetizados em laboratdrio, tal sintese é
freqiientemente complexa, com rendimentos abaixo do esperado, corroborando assim
uma producdo economicamente inviavel destes metabdlitos de interesse (Holton,
1994; Nicolau, 1994) *°. A reproducdo de espécies herbaceas medicinais com ciclo de
vida curto, via de regra ndo oferece maiores dificuldades. No entanto, a propagacao de
espécies arbdreas cujas cascas ou raizes contém substancias bioativas,
freqiientemente se constitui um desafio devido as limitagbes de germinacao,
desenvolvimento lento de propagulos e dificil enraizamento. Usualmente, essas
substancias mostram acumulo em células fisiologicamente maduras ou tecidos
especializados, quando atingem a fase estacionaria de crescimento.

Quando o cultivo convencional é inviavel, o uso de técnicas biotecnoldgicas se constitui
uma ferramenta bastante Gtil para a obtengdo de culturas de células in vitro e
reproducdo de explantes com caracteristicas desejaveis, tais como: resisténcia a
pragas e outras condicdes de estresse, alta produtividade e elevado rendimento de
substancias ativas de interesse (Zenk, 1998; Zenk, 1996) 1011,

A capacidade de regeneracgdo total de plantas a partir de suas células ou tecidos tem
sido extremamente valiosa para a biotecnologia vegetal. Cada célula contém a
informacgdo genética para todas as funcgdes, incluindo a biossintese de metabdlitos
secundarios.

A regeneracdo de plantulas in vitro através de cultura de brotos, conhecida como
micropropagacao, freqlientemente utilizada para a obtencdo de clones que mantém
todas as caracteristicas da planta-mae, constitui-se em uma técnica especialmente
vantajosa para a preservacdo de gendtipos produtores de moléculas bioativas.



As culturas de células vegetais apresentam uma variedade de caracteristicas de
crescimento e de producdo de metabdlitos secundarios. Portanto, um fator muito
importante a ser considerado na definicdo de uma estratégia eficiente para producao
de substancias bioativas é, sem duvida alguma, a relagdo entre proliferacdo celular e
formacdo de produto(s). Em suma, a escolha de uma estratégia adequada a producgdo
de um dado metabdlito secundario dependera da cinética de formacao do produto vs a
cinética de crescimento da cultura (Sahai e Knuth, 1985) 7. Convém ressaltar que ndo
ha estratégia alguma definida como aplicavel a todas as culturas de células e produtos-
alvo. Na maioria dos casos a proliferacao de células e a biossintese de metabdlitos sdo
fendbmenos separados, tendo cada qual suas condigGes favoraveis.

O microambiente dentro dos frascos de cultura parece ser um ambiente homogéneo,
mas na verdade é o responsavel pela variabilidade no comportamento das culturas,
uma vez que os fatores determinantes para a qualidade do microambiente sdo o tipo
de frasco, tipo de tampa e quantidade de meio presente. A influéncia do tipo de tampa
esta relacionada com o nivel de trocas gasosas adequadas, pois tampas com vedagado
hermética podem ocasionar aumento de CO, e etileno. O tipo de frasco e a quantidade
de meio afetam a area superficial da interface meio-atmosfera, o volume de ar sobre o
meio e a profundidade do meio. Esses fatores também afetam a composicdao gasosa do
frasco. Além de etileno e CO,, outros gases metabolicamente ativos sdo liberados pelas
culturas. Cultura de calos produzem etileno, acetaldeido e etanol, dependendo do
tamanho do frasco. Estes gases metabolicamente ativos interferem nas culturas,
inclusive, na quantidade de O, presente nos frascos.

Sendo assim, o crescente desenvolvimento de pesquisas que abordam biotecnologia
vegetal permitem entender os mecanismos e processos de regulagdo de vias
metabdlicas visando a produgdo de compostos de interesse (Torres, 1998) 8.

MATERIAIS E METODOS

Materiais. Foi utilizada uma coluna Supelco INC (Supelco Park, Bellefonte, PA, USA)
C18 com 5mm (150 x 4,6 mm d.i.) e pré-coluna (20 x 4,6 mm d.i.). Metanol grau
HPLC foi adquirido da Mallinckrodt; agua a >18 Mohm foi obtida usando um purificador
Millipore. Todos os solventes e amostras foram filtrados em um filtro de 0,2 um de
membrana de nylon.

Inducao de calos. Explantes de folhas de plantulas micropropagadas de Maytenus
ilicifolia foram inoculados em meio MS (Murashige & Skoog, 1962)*> suplementado
com 0,4 mg/L de BAP (6-benzilamino purina) e 0,2 mg/L de ANA (acido naftaleno
acético). Apds 3 meses explantes de folhas (1 cm?) foram inoculados em meio MS
suplementado com 1,0 mg/L de (K) cinetina e 1,0 mg/L de 2,4-D (acido 2,4-
diclorofendxiacético). Os calos foram mantidos no mesmo meio por um ano e
subculturados a cada 30 dias. A cultura de célula foi mantida no mesmo meio por 45
dias e a subcultura, para o meio fresco, foi feita apds esse periodo.

Experimento de luminosidade. Os calos foram posicionados em sala de crescimento
com condicOes de temperatura e umidade controladas, variando apenas as condigoes
de luminosidade. Foram inoculadas as mesmas quantidades de massa celular (1,0 +
0,1g), em meio semi-sélido. O experimento foi repetido trés vezes com total de 20
replicatas. Os tratamentos se consistiram em exposicdo a luminosidade durante 24



horas, fotoperiodo 16 h claro/ 8 h escuro e 24 h escuro durante 45 dias. Apos este
periodo os calos foram removidos da condicdo in vitro, liofilizados e analisados
utilizando tratamento estatistico e programa grafico Jandel Scientific / Sigma Plot.

Experimento variando os tipos de frascos. Foram selecionados trés tipos de
frascos para manutengdo das culturas de células de M. Jlicifolia. Nos tratamentos
utilizou-se tratamento (A) vidro grande (5 cm de diametro x 12 cm de altura),
tratamento (B) médio (5 cm de diametro x 8 cm de altura) e tratamento (C) pequeno
(5 cm de diametro x 6 cm de altura). Inicialmente dois gramas (2g + 0,1) de calos
foram espalhados em 30 mL de meio semi-sélido (MS + 1 mL de cinetina + 1 mL de
2,4-D) e colocados em sala de crescimento com temperatura de 25 £ 2 ° C, 60% de
umidade relativa e fotoperiodo de 16 horas de luz (40 umol™.s™). Cada tratamento foi
estabelecido com trés repeticbes (Lotes 1,2 e 3) e dez replicatas, para fins de analise
dos resultados.

Padroes cromatograficos utilizados. As substancias utilizadas como padrao
cromatografico foram isoladas das cascas das raizes de M. aquifolium (Celastraceae) e
Salacia campestris (Hippocrataceae) (Corsino et al., 1998)°.

Preparo das amostras para analises em CLAE. Os calos de M. jlicifolia liofilizados
foram extraidos com cloroférmio (100 mL) com auxilio de ultrasom, por 20 minutos.
Os extratos obtidos foram evaporados até secura e os residuos dissolvidos em metanol
obtendo-se solugdes com concentragdo de 1 mg/mL, dos quais aliquotas de 20 mL
foram analisadas em CLAE.

Equipamento de CLAE. VARIAN ProStar modelo 240 com detector UV - PDA modelo
330, Auto injetor modelo 410 com sistema de aquisigao de dados pelo Software Star
Chromatography Workstation.

Condicoes de CLAE. Utilizou-se modo isocratico com sistema de eluicdo metanol :
agua (80:20, v/v) contendo 1% de acido fosférico e fluxo de 1 mL/min.. A coluna foi
condicionada com a fase movel por trés minutos, seguida de um tempo de 10 minutos
de calibracdo. O tempo total de analise para cada amostra foi de 20 minutos. Dados
espectrais do detector UV foram coletados por 20 minutos dentro da faixa de 253 -
420 nm, sendo os cromatogramas analisados e plotados a 420 nm. As curvas de
calibragdo assim como a resposta de linearidade do detector foram estabelecidas para
as substancias 1 e 2 por uma série de injegdes de solugdes padrdes com faixa de
concentragao de 2,5 - 50,0 ug/ml (1) e 1,0 - 50,0 pg/ml (2).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise dos resultados obtidos a partir do tratamento estatistico dos
diferentes tipos de frascos.

A analise dos resultados obtidos a partir do tratamento estatistico permitiu inferir que,
o maior rendimento em massa dos calos foi obtido quando o frasco médio (B) foi
utilizado. No entanto, ndo foi observada uma diferenga significativa quanto ao teor dos
metabdlitos de interesse entre os trés frascos utilizados, Tabela 1.
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Analise dos cromatogramas obtidos dos extratos cloroférmicos dos diferentes
tipos de frascos.

Os cromatogramas obtidos a partir da analise qualitativa via CLAE (Figuras 5, 6 e 7),
mostram a presenca ou auséncia dos triterpenos quinonametideos 22f-
hidroximaitenina (1) e maitenina (2). A identidade das substancias foi feita pela
comparacao dos tempos de retencao destas com os picos referentes aos padroes
auténticos utilizados (Figura 4).













Os trés tipos de frascos foram selecionados para que fosse possivel observar, a
variagdo do indice de crescimento dos calos produzidos e o acumulo dos triterpenos
quinonametideos em relacdo a mudanga do ambiente interno.

Quantificacdo dos triterpenos quinonametideos nos calos de M. ilicifolia para
cada frascos utilizado.

O trabalho de quantificagdo desses metabolitos secundarios foi realizado para que
fosse possivel fazer uma comparagdo entre o nivel de acimulo desses metabdlitos nos
diferentes frascos utilizados.

Para o trabalho de quantificacdo a resposta de linearidade do detector e as curvas de
calibragdo foram estabelecidas para a 22B-hidroximaitenina (1) e para a maitenina (2),
(Figura 1). Para cada substéancia foi injetada solugGes padrdoes com faixa de
concentracdo de 3,0; 8,0; 16,0; 32,0 e 50,0 m g/ml (1) e 0,4; 1,5; 5,0; 25,0 e 50,0
ng/ml (2).

Os coeficientes de correlagdo de resposta do detector, para 1 e 2 foram 0,9997 e
0,9998, respectivamente, indicando uma boa linearidade e sensibilidade do detector na
faixa de medida. Os limites de detecgdo para 1 e 2 foram 0,0005 ng e 0,0003 ng,
respectivamente.

O teor de cada triterpeno quinonametideo é apresentado na Tabela 2.
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Andlise dos resultados do experimento de variacdao das condigcdes de
luminosidade sobre o crescimento celular de Maytenus ilicifolia.

A analise dos resultados obtidos pelo teste Tuckey (Tabela 3) demonstrou que ndo
houve uma diferenga significativa entre os trés tratamentos utilizados, luz 24 horas,
fotoperiodo 16 horas claro / 8 horas escuro e 24 horas escuro.

Baseado nesses resultados foi possivel concluir que a presenca de luz é condigdo
sinequanom para a manutencao das culturas, uma vez que a quantidade, em massa,
de células foi maior nesta condicdo quando comparada as culturas mantidas no escuro.

As condicOes ideais de producdo de metabolitos secundarios in vitro s6 sdo obtidas
depois de extensivos procedimentos de otimizacdo do meio de cultura e que estudos



aprofundados das condicGes atmosféricas no ambiente in vitro sdao fundamentais para
aumentar a produtividade de células e dos metabdlitos de interesse.

CONCLUSOES

Os experimentos realizados com os calos de M. jlicifolia mostraram que o frasco médio
(B) apresentou o maior indice de crescimento. No entanto, o teor dos triterpenos
quinonametideos, ndo variou como mostrado através da analise estatistica.

Os frascos continham o mesmo volume de meio de cultura, o mesmo diametro mas
variavam em altura. O fato do frasco médio ter promovido maior indice de crescimento
revela que deve haver uma relagdo importante entre o indice de crescimento e o
volume de gases contido no frasco. Este dado é importante porque mostra que
experimentos especificos de oxigenagao e niveis de CO, devem ser realizados para
otimizar ainda mais a producdo de células in vitro de M. ilicifolia.

Através dos resultados do experimento de variagao de luminosidade foi possivel
concluir que a presencga de luz é condigdo necessaria para a manutengdo das culturas,
uma vez que a quantidade, em massa, de células foi maior nessa condicdo, quando
comparada com as culturas mantidas no escuro.

Ao compararmos os dados obtidos da analise quantitativa de quinonametideos de 5
genotipos de M. ilicifolia e os resultados dos experimento em culturas de células de M.
ilicifolia, concluimos que as células cultivadas in vitro produziram 3 vezes mais
maitenina (2) e 100 vezes mais 22B-hidroximaitenina (1), do que as raizes de plantas
cultivadas ex vitro (Tabela 3) (Buffa Filho, 2001) 1.

Os resultados obtidos com o cultivo de células em meio semi-sélido mostram a
necessidade do estabelecimento de suspensdes celulares visando cada vez mais a
otimizacado da cultura e a producdo desses quinonametideos para a investigacao das
rotas biossintéticas destes.
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