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RESUMO

LAGE, D. A. Desenvolvimento de sistemas in vitro visando a producio de plantas,
culturas celulares e metabdlitos com potencial antioxidante e antineoplasico de Pereskia
aculeata Mill. 2015. 221f. Tese (Doutorado em Biologia Vegetal) - Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 2015.

Técnicas biotecnologicas tém sido usadas para a producdo de plantas e metabolitos
secundarios de interesse, em larga escala, contribuindo para o uso sustentdvel da
biodiversidade. Adicionalmente, o aumento da incidéncia de cincer associado aos efeitos
colaterais causados pelo tratamento quimioterapico tradicional tem impulsionado as pesquisas
cientificas para a descoberta de novos farmacos de origem natural. Espécies de Cactaceae sdo
reconhecidas como fontes de vitaminas, proteinas e sais minerais, ricas em substancias
bioativas, sendo consideradas alimentos funcionais. Conhecida como ora-pro-nobis, Pereskia
aculeata Mill. ¢ um cacto nativo que apresenta alto valor nutritivo ¢ propriedades medicinais.
Este trabalho objetivou o estabelecimento de diferentes sistemas de cultivo in vitro de P.
aculeata visando a produgdo de metabodlitos de importancia medicinal e nutracutica, com
énfase no potencial antineopldsico. A germinagdo in vitro foi estabelecida, fornecendo
explantes epicotiledonares usados na propagagao in vitro da espécie. Brotos proliferados em
meio MS suplementado com BA foram enraizados in vitro e aclimatizados com sucesso.
Elevadas taxas de proteinas totais foram determinadas em folhas de plantas de campo e
aclimatizadas. Culturas de calos (CC) pigmentados foram estabelecidas a partir de segmentos
de hipocotilo mantidos em meio MS contendo Picloram. A modificagdo no meio MS em
relagdo ao conteudo total e a fonte de nitrogénio favoreceu a otimizagdo de biomassa
calogénica pigmentada. Culturas de células em suspensdo (CCS) foram estabelecidas a partir
de calos fridveis pigmentados cultivados em meio liquido de mesma composicao. Os
pigmentos foram caracterizados como betalainas. CC e CCS pigmentadas foram submetidas a
extracdo e quantificacdo de betalainas totais. Alta produgdo de betalainas foi verificada nas
CCS cultivadas em meio MS modificado. Extratos metanolicos foram obtidos a partir de
plantas de campo, aclimatizadas e culturas in vitro de P. aculeata. A acdo antioxidante da
espécie foi demonstrada por meio da captura do radical DPPH, da capacidade quelante de
ferro 11 e reducdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio e 6xido nitrico. O potencial
antitumoral de P. aculeata foi verificado em diferentes linhagens de células neoplasicas. A
amostra obtida de folhas de campo apresentou alta citotoxicidade sobre as linhagens
leucémicas K562 e Jurkat. O potencial medicinal da espécie foi associado a presenca de
betalainas e polifenois, determinados por CLAE-UV-MS-IES. Os resultados alcangados
confirmam o potencial nutracéutico de P. aculeata em materiais produzidos in vitro, revelam a
atividade antineoplésica da espécie em linhagens ainda ndo investigadas e viabilizam métodos
de exploracdo da espécie a partir da biotecnologia vegetal.

Palavras-chave: Ora-pro-nobis. Cultura in vitro. Betalainas. Atividade antioxidante. Potencial
antitumoral. Cactaceae.



ABSTRACT

LAGE, D. A. In vitro system development aimed at production of plants, cell cultures
and metabolites with antioxidant and anticancer potential of Pereskia aculeata Mill.
2015. 221f. Tese (Doutorado em Biologia Vegetal) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 2015.

Biotechnological techniques have been used for large-scale production of plants and
secondary metabolites of interest, contributing to the sustainable use of biodiversity.
Additionally, the increased incidence of cancer associated with adverse effects induced by
traditional chemotherapy has leading scientific research to search for new drugs of natural
origin. Species from the Cactaceae family are recognized as sources of vitamins, proteins and
minerals, rich in bioactive substances, and they may be considered as functional foods.
Commonly known as “ora-pro-nobis”, Pereskia aculeata Mill. is a native cactus with high
nutritional value and medicinal properties. This study aimed the establishment of different in
vitro culture systems for P. aculeata to produce metabolites of medicinal and nutraceutical
significance, focusing on anticancer potential. In vitro germination was established and
provided epicotyl explants used in the micropropagation of the species. Buds proliferated on
MS medium supplemented with BA were in vitro rooted and successfully acclimatized. High
rates of total protein were determined in leaves from field and acclimatized plants. Pigmented
callus cultures (PCC) were established from hypocotyl segments kept on MS medium
containing Picloram. Modifications in the composition of MS medium with respect to the
total content and the nitrogen source favored to optimize the pigmented calogenic biomass.
Cell suspension cultures (CSC) were established from pigmented friable callus grown in
liquid medium of the same composition. The pigments were characterized as betalains. PCC
and CSC were submitted to extraction and quantification of total betalains. High production
of betalains was verified in CSC grown in modified MS. Methanolic extracts were obtained
from acclimatized and field plants, and from in vitro cultures of P. aculeata. The antioxidant
action of the species was demonstrated by scavenging the DPPH radical, iron II chelating
capacity and reduction of reactive oxygen species and nitric oxide levels. The anticancer
potential of P. aculeata was observed in different strains of neoplastic cells. The field leaf
sample showed high cytotoxicity on K562 and Jurkat leukemia cell lines. The medicinal
potential of the species was associated with the presence of betalains and polyphenols,
determined by HPLC-UV-MS ESI. The results confirm the nutraceutical potential of P.
aculeata from in vitro produced materials, reveal the antitumor activity for tumor cell lines
still not investigated and make possible the species exploration by plant biotechnology.

Keywords: Ora-pro-nobis. In vitro culture. Betalains. Antioxidant activity. Antitumor
potential. Cactaceae.
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INTRODUCAO

O aumento da incidéncia de cancer associado aos efeitos colaterais causados pelo
tratamento quimioterapico tradicional tem impulsionado as pesquisas cientificas para a
descoberta de novos farmacos de origem natural. Neste sentido, técnicas biotecnoldgicas t€ém
sido utilizadas para a producdo de plantas e metabolitos secundarios de interesse, em larga
escala, contribuindo para o uso sustentavel da biodiversidade.

Espécies de Cactaceae sdo reconhecidas como fontes de vitaminas, proteinas e sais
minerais, ricas em substancias bioativas, sendo consideradas alimentos funcionais. Conhecida
como ora-pro-nobis, Pereskia aculeata Mill. ¢ um cacto nativo das Américas que apresenta
alto valor nutritivo e medicinal. Deste modo, este estudo objetivou o estabelecimento de
diferentes sistemas de cultivo in vitro de P. aculeata visando a producdo de metabolitos de

importancia medicinal e nutracutica, com énfase no potencial antineoplasico.

1 REVISAO DA LITERATURA
1.1 Familia Cactaceae

A familia Cactaceae compreende aproximadamente 2.000 espécies agrupadas em 170
géneros, originalmente restritas as Américas, ocorrendo desde o norte do Canada até o sul da
Argentina, com exce¢do do género africano Rhipsalis, além de algumas espécies de Opuntia
introduzidas na Australia (ROJAS-ARECHIGA; VAZQUEZ-YANES, 2000). Embora sejam
encontradas em uma ampla variedade de ambientes, as cactaceas ocorrem principalmente nas
regides aridas do Novo Mundo e constituem uma das maiores radiagdes evolutivas no deserto,
com diversas adaptacdes morfologicas e fisiologicas a condi¢des de déficit hidrico
(EDWARDS et al., 2005).

Segundo Edwards e Donoghue (2006), todas as espécies possuem um sistema
radicular superficial, capaz de absorver agua das camadas superiores do solo. Além disso,
muitas espécies possuem camadas corticais do caule com grandes células mucilaginosas, que
armazenam agua em longo prazo, apresentando metabolismo do tipo CAM (metabolismo
acido das crassulaceas), via fotossintética especializada onde a abertura dos estomatos durante
a noite reduz a perda de agua por transpiracao (KLUGE; TING, 1978). Adicionalmente, a
maioria dos cactos ndo possuem folhas e as atividades fotossintéticas sdo realizadas pelo caule
a partir de uma camada de tecido cortical especializada.

A perda das folhas constitui uma das mais importantes adaptagcdes do grupo ao clima

seco. Esses orgaos temporarios, com grande area de superficie, propiciam a perda de agua
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para a atmosfera, seja através dos estomatos ou através da cuticula (EDWARDS;
DONOGHUE, 2006). Estas caracteristicas representam Otimas estratégias adaptativas e
garantem aos cactos um grande sucesso ecologico, uma vez que sdo capazes de manter uma
taxa positiva de agua nos tecidos mesmo em ambientes secos, a partir de uma boa absorc¢ao e
armazenamento, além de apresentarem alta eficiéncia no uso da dgua fotossintética (GIBSON;

NOBEL, 1986).

1.1.1 Origem e distribuicdo geografica

Na classificacdo tradicional das cactaceas sdo reconhecidas trés subfamilias:
Opuntioideae, Cactoideae ¢ Pereskioideae. As duas primeiras abrangem a maior diversidade
observada dentro do grupo, conhecidas como “cactos normais”, com auséncia de folhas, caule
suculento, cortex fotossintético desenvolvido com metabolismo CAM, entrends curtos com
presenga de espinhos e ovario inferior (BUTTERWORTH; EDWARDS, 2008), como
observado nas espécies Opuntia aciculata e Echinocereus adustus (Figura 1A e B).

Figura 1- Diversidade entre as espécies da familia Cactaceae.

Legenda: A- Opuntia aciculata (Opuntioideae); B- Echinocereus adustus (Cactoideae); C- Pereskia bleo
(Pereskioideae); D- Maihuenia poeppigii (Maihuenioideae).
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Fonte: http://www.cactiguide.com. Acesso em fevereiro de 2013.
Os demais cactos, membros da subfamilia Pereskioideae, incluiam os géneros

Pereskia e Maihuenia, apesar deste Gltimo ter sido recentemente alocado em outra subfamilia,
Maihueniodeae. As espécies deste grupo apresentam folhas persistentes e ovarios do tipo
superior ou inferior, caracteristicas morfologicas consideradas rudimentares dentro das
cactaceas (GIBSON; NOBEL, 1986) (Figura 1C e D).

Recentes estudos baseados em andlises moleculares sugerem que Opuntioideae e
Cactoideae sao grupos monofiléticos e originarios da regido sul da América do Sul,
possivelmente a partir da regido andina do Peru, Bolivia e norte da Argentina (EDWARDS et
al., 2005). Apesar disso, suas relagdes evolutivas com Pereskia ¢ Maihuenia ainda ndo foram
totalmente esclarecidas.

Nos estudos de Edwards e colaboradores (2005), o grupo Pereskioideae ¢ sugerido
como parafilético, com Maihuenia, género restrito ao centro sul do Chile e da Argentina,
sendo recuperado como grupo-irmao de Cactoideae e o género Pereskia, também recuperado
como parafilético e formado por dois grupos. Ao norte, o género Pereskia é encontrado na
América Central, norte da América do Sul e Cuba, com excegdo de P. aureiflora que ocorre no
leste do Brasil, e um segundo grupo formado pelas espécies andinas, ocorrentes no Peru e na
Bolivia, e espécies brasileiras (P. grandifolia, P. stenantha, P. bahiensis ¢ P. aculeata) grupo-
irmao do grupo formado por Opuntioideae, Cactoideae e Maihuenia (Figura 2).

A biogeografia das cacticeas parece estar intimamente relacionada a evolugdo do
continente sul-americano, a partir do inicio do processo de soerguimento dos Andes (~63 Ma)
(BURNHAM; GRAHAM, 1999). Segundo Hartley (2003), tendo ocorrido em um clima
predominantemente arido/semidrido, a elevacdo da cordilheira ¢ sugerida como uma das

principais causas para a diversificagdo das diferentes linhagens dentro da familia Cactaceae.
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Figura 2 - Distribui¢do geografica dos cactos basais.

Legenda: As areas sombreada indicam a diversidade de espécies, com excegdo de alguns
tixons de ampla distribuicdo: Pereskia aculeata (circulo), Opuntioideae
(tridngulo) e todas as Cactoideae (tridngulo), exceto Blossfeldia.

Fonte: Adaptado de Edwards e colaboradores, 2005.

1.1.2 Importincia econdmica, nutritiva e medicinal

As espécies da familia Cactaceae, além de apresentarem uma grande importancia
ecologica, possuem um elevado valor ornamental, nutritivo, medicinal e cosmético
(BIAVATTI et al., 2007; MARIATH et al., 2009). Muitos cactos possuem um alto potencial
ornamental, devido a beleza e a ampla diversidade morfolégica observada entre as espécies.
Tal diversidade deve-se principalmente aos padrdes exuberantes de floragdo e as diferentes
formas observadas no caule, os quais podem ser cilindricos, globulares ou achatados

(TERRAZAS-SALGADO; MAUSETH, 2002). Neste contexto, devido a pouca exigéncia
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ambiental ¢ a baixa necessidade de manutengdo, os cactos e as suculentas tém sido mais
utilizados em projetos paisagisticos e atraido grande interesse no mercado de plantas
ornamentais (LESSA et al., 2009).

Deste modo, considerando a grande diversidade e valor ornamental, muitos membros
da familia Cactaceae foram submetidos a intensa exploragdo e, atualmente, encontram-se
ameagados, com suas populagdes drasticamente reduzidas. Dentre as espécies mais
exploradas destacam-se Aztekium ritterii, Strombocactus disciformis, Mammillaria
pectinifera, Cephalocereus senilis e Astrophytum asterias (ROJAS-ARECHIGA; VAZQUEZ-
YANES, 2000).

Além do potencial ornamental, muitos cactos representam parte importante da dieta da
populagio principalmente do México, EUA, Espanha, Italia e norte da Africa, onde suas
folhas e frutos nutritivos sdo consumidos crus ou utilizados no preparo de saladas (SHETTY
et al., 2011). Espécies como Opuntia ficus-indica, O. megacantha ¢ O. amychlea produzem
vegetais, frutas e forragem para os animais, com 14% de glicose (FAO, 1996). Atualmente, O.
ficus-indica ¢é o cacto mais importante para a agricultura, constituindo o primeiro cultivo de
frutos especialmente adaptados para solos semidridos e sem irrigagdo. Além disso, a espécie €
utilizada como forragem, tintura, fonte de energia e atua na remediagdo de ecossistemas
(SMALL; CATLING, 2004).

Os frutos das cactaceas possuem propriedades funcionais, uma vez que sao ricos em
agucares, vitaminas, minerais e aminoacidos, além de serem fontes de betalainas
(STINTZING; CARLE, 2006). As betalainas sdo pigmentos naturais bastante utilizados na
industria como corantes naturais de iogurtes e sorvetes € que possuem uma elevada atividade
antioxidante (SAENZ, 2006). Os frutos de Opuntia stricta possuem o mais alto contetido de
betacianina ja observado, com 80 mg de pigmento em 100 g de frutos frescos (CASTELLAR
et al., 2003).

Desde a antiguidade, as cactaceas vém sendo utilizadas na medicina tradicional e em
praticas misticas e religiosas, por curandeiros e tribos indigenas do México (GUIMARAES et
al., 2009 apud HOLLIS; SCHEINVAR, 1995). Um dos cactos mais conhecidos por seus
efeitos alucindgenos ¢ Lophophora williamsii, espécie nativa do México e conhecida como
peiote (SHETTY et al., 2011). Contudo, nos ultimos anos, o extrato de peiote tem sido
aplicado para estimular o sistema nervoso central e regular a pressao arterial, o sono, a fome e
a sede (FRANCO et al., 2003).

Estudos fitoquimicos e farmacologicos tém justificado o uso popular de muitas

espécies e comprovado diferentes propriedades medicinais na familia. Conhecido como
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mandacaru, Cereus jamacaru ¢ utilizada no tratamento de doengas respiratorias e do
escorbuto (SCHEINVAR, 1985). Suas raizes sdo usadas como diuréticas, € em problemas
respiratorios e renais (AGRA et al., 2007; 2008), enquanto segmentos caulinares exibem
atividade antibacteriana (DAVET et al.,, 2009). A espécie Opuntia ficus-indica possui
atividade anti-inflamatoéria (PARK et al., 2000), antioxidante (LEE et al., 2002) e
antiulcerogénica (GALATI et al, 2001), enquanto propriedades antidiabéticas foram
verificadas em extratos de Opuntia milpa alta (LUO et al., 2010) e O. streptacantha
(CASTANEDA et al., 1997).

Os frutos e os cladodios dos cactos contém diversas substancias antioxidantes, como
pectinas, carotenos, betalainas, acido ascorbico e derivados de quercetina, caracterizando-os
como uma potencial fonte de medicamentos anticancer (ZOU et al., 2005). Neste contexto,
estudos de Harlev e colaboradores (2013) apontam as cactaceas como excelentes fontes de
substancias para tratamento antitumoral, com acgdo quimiopreventiva e quimioterapica
superior as demais plantas ja testadas. Entretanto, a pesquisa revela que apenas poucas

espécies de cactos ja foram estudadas, sendo um campo bem amplo a ser explorado.

1.2 Pereskia aculeata Miller

Pereskia ¢ um dos géneros mais antigos da familia Cactaceae, descrito por Plumier em
1703, a partir de exemplares coletados provavelmente nas ilhas do Caribe entre 1695 e 1697.
O género ¢ formado por 17 espécies distribuidas principalmente no Caribe e nas Américas
Central e do Sul, que ocorrem em ambientes mésicos ou levemente aridos (DUARTE;
HAYASHI, 2005; LEUENBERGER, 2007) (Figura 3). Tais espécies t€ém sido consideradas
como o grupo mais proximo do ancestral dos cactos, uma vez que se apresentam como
arvores ou arbustos espinhosos, com folhas largas que realizam fotossintese C3, aréolas com
producdo de folhas, além de serem deciduas e ligeiramente suculentas (EDWARDS;
DONOGHUE, 2006). ]

Conhecida como “ora-pro-nédbis”, “carne-de-pobre”, “trepadeira-limao” ou “groselha-
da-américa”, Pereskia aculeata Mill. ¢ um cacto de habito escandente, nativo da América
Tropical e que apresenta o maior nimero de caracteres primitivos da familia Cactaceae
(SCHEINVAR, 1985; MAUSETH, 1999). No Brasil, a espécie encontra-se distribuida entre
os estados da Bahia e Rio Grande do Sul, principalmente ao longo das restingas e nas clareiras
das florestas (SILVA JUNIOR, 2008). No noroeste do Parana, a espécie geralmente ocorre
como trepadeira em matas secundarias (ROSA; SOUZA, 2003). Contudo, na Africa do Sul, P.

aculeata apresenta-se como uma espécie invasora, sendo considerada um problema ambiental
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(PATERSON et al., 2009).

Figura 3 - Distribui¢ao geografica do género Pereskia L.

Fonte: Adaptado de Leuenberger, 2007.

A espécie ¢ caracterizada como uma trepadeira semilenhosa, com até 10 m de altura,
apresentando ramos longos e espinhos nas axilas das folhas elipticas e carnosas
(ALZUGARAY; ALZUGARAY, 1988; LORENZI; SOUZA, 1995; MANKE, 1998) (Figura 4
A-D). Estudos morfoanatomicos de Squena e colaboradores (2012) identificaram a presenca
de folha anfiestomatica, estdmatos paraciticos, auséncia de tricomas, mesofilo dorsiventral,
idioblastos com drusas de oxalato de célcio, células contendo mucilagem e feixes vasculares
colaterais. O caule, com crescimento secunddrio reduzido, apresenta epiderme simples,
colénquima angular, parénquima cortical com muitos amiloplastos e organizagdo vascular
colateral. No cortex e na medula, hd numerosas cavidades contendo mucilagem e drusas de

oxalato de calcio (DUARTE; HAYASHI, 2005).

Figura 4 - Pereskia aculeata Miller.
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Legenda: A- Habitus; B- Flores; C- Frutos imaturos; D- Fruto aberto exibindo as sementes.
Fonte: www.redorbit.com. Acesso em margo de 2013.

Suas folhas possuem alto teor de mucilagem, sendo usadas na medicina popular como
emoliente e consumidas pela populagdo como fonte alimentar, sem relatos de toxicidade
(DUARTE; HAYASHI, 2005). Nos ultimos anos, a espécie tem despertado interesse das
industrias alimenticia e farmacéutica devido a presenga do biopolimero arabinogalactana e seu
alto conteudo proteico (MERCE et al., 2001). Segundo Almeida-Filho e Cambraia (1974) e
Albuquerque e colaboradores (1991), as folhas possuem uma alta taxa de proteina quando
comparadas ao milho comum e ao feijao, além de apresentarem uma elevada quantidade de
aminodacidos essenciais, acima do necessario para o consumo humano, segundo a Food &
Agriculture Organization (FAO) (SIERAKOWSKI et al., 1987).

Estudos de Takeiti e colaboradores (2009), revelaram que as folhas de P. aculeta
possuem 39,1% de fibras e contém minerais como célcio, ferro, magnésio, manganés e zinco,
vitaminas A, C e acido folico, além de proteinas e aminoacidos, principalmente o triptofano.
Deste modo, a espécie consta na lista de vegetais indicados pelo MAPA (Ministério da

Agricultura, Pecuaria e Abastecimento) na publicagdio Manual de Hortalicas N&o
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convencionais (BRASIL, 2010), a qual tem por objetivo incentivar o cultivo de muitas
hortalicas que possuem o consumo restrito a determinadas regides, sendo pouco conhecidas
pela comunidade cientifica e pela populagcdo como um todo. Devido ao elevado valor
nutricional, a espécie € sugerida como uma alternativa simples e de baixo custo, para melhoria
da qualidade da alimentacdo da populacdo. Segundo Dias e colaboradores (2005), 77% da
populagdo de Diamantina (MG), consome regularmente este nutritivo vegetal ndo
convencional.

Na medicina popular, as folhas de P. aculeata sao utilizadas no tratamento de
processos inflamatorios e para a recuperacao da pele em casos de queimadura (BARROS et
al., 2009), enquanto seus frutos sdo usados como expectorante e antissifilitico (ROSA;
SOUZA, 2003). Estudos fitoquimicos realizados por Agostini-Costa e colaboradores (2012),
identificaram diferentes carotenoides e compostos fendlicos presentes nas folhas de P.
aculeata. Adicionalmente, extratos foliares da espécie foram testados quanto ao potencial
bioldgico e apresentaram resultados satisfatorios, exibindo propriedades antioxidante (SILVA
et al., 2012) e analgésica (PINTO et al., 2012). Recentes estudos de Carvalho e colaboradores
(2014) mostraram o efeito da mucilagem das folhas de P. aculeata na cultura de fibroblastos,

corroborando seu uso tradicional no tratamento de queimaduras.

1.3 Alimentos funcionais e Nutracéuticos

A industrializag@o e os avangos tecnologicos nas diferentes dreas, como na engenharia,
na satde, na producdo de alimentos, de firmacos, dentre outros, provocaram ndo s o
aumento da expectativa de vida, mas também uma efetiva mudanga nos habitos alimentares
da populagdo. Em contrapartida, observa-se o aumento de doengas crénicas na populagao,
como problemas cardiovasculares, principal causa de morte nos paises desenvolvidos,
obesidade, diabetes, osteoporose, artrite, diversos tipos de cancer e outras desordens (DAS et
al., 2012). Deste modo, considerando a estreita relacdo entre a alimentacdo e o
desenvolvimento de certas doengas, nas ultimas décadas a populagdo tem demonstrado maior
interesse na busca pela melhoria da qualidade de vida, através de uma dieta mais saudéavel e
funcional.

Embora seja uma preocupacao da sociedade atual, a relagdo entre a ingestao de certos
alimentos e a prevencao de doencas, ¢ sabida ha pelo menos 2500 anos, quando Hipdcrates
salientava “faga do alimento o seu medicamento” (VIDAL et al., 2012). Contudo, o conceito
de alimento funcional somente foi adotado em 1991 no Japdo, quando o termo FOSHU

(Foods for Specifed Health Use) foi utilizado para alimentos com um efeito especifico sobre a
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satde. Segundo Cardoso e Oliveira (2008), a FDA (Food and Drug Administration), 6rgao dos
Estados Unidos da América responsavel pelo controle dos alimentos, estabelece critérios de
avaliacdo e classificagdo em: alimento, alimento-medicamento, suplementos alimentares,
alimento para usos dietéticos especiais ou droga.

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) regulamenta o
registro de alimentos funcionais, a partir da portaria n® 398 de 1999, que define como
alimento funcional “todo aquele alimento ou ingrediente que, além das fungdes nutricionais
basicas, quando consumido na dieta usual, produz efeitos metabolicos e/ou fisiologicos
benéficos a satide, devendo ser seguro para o consumo, sem supervisao médica” (PIMENTEL
et al., 2005). J4 na América do Norte, o termo alimento funcional ¢ aplicado como sindnimo
de nutracéutico, o que evidencia as muitas distor¢des na terminologia com respeito a esta
tematica.

O termo nutracéutico foi criado em 1989 pelo Dr. Stephen DeFelice, fundador e
presidente da Fundagdo de Inovacdo em Medicina (EUA), a partir da combinagdo das
palavras “nutrigao” e “farmacéutico”. O termo nutracéutico refere-se a “qualquer substancia
que ¢ um alimento ou parte dele, que promova beneficios para a satde, incluindo a prevengao
e o tratamento de doengas” (KUMAR et al.,, 2012). Desta forma, enquanto o alimento
funcional tem aparéncia similar ou pode ser o proprio alimento convencional, que ¢
consumido como parte da dieta normal do individuo, os nutracéuticos podem ser também
produtos extraidos, purificados ou produzidos a partir de um vegetal, animal ou de fontes
marinhas, com propriedades farmacoldgicas comprovadas, que geralmente estdo associadas
com um alimento, que passa a adquirir um valor nutritivo e farmacéutico (PRABU et al.,
2012).

Nos ultimos anos, a busca por tratamentos mais baratos e medicamentos mais efetivos,
com menos efeitos colaterais, impulsionou o rédpido crescimento no uso de nutracéuticos pela
populagdo. Em 2011, o mercado mundial de nutrac€uticos movimentou cerca de 151 bilhdes
de dolares, com previsdo de alcangar US$ 207 bilhdes em 2016, apresentando uma taxa
crescimento estimada em 6,5% ao ano (MONDELLO, 2013). Assim, especialistas da
industria alimenticia passaram a concentrar seus esforcos na busca de estratégias nutritivas
modernas, voltadas para consumidores que acreditam na satde através de uma alimentagdo
correta ou via suplementacao alimentar.

Segundo Kalia (2005), as principais fontes de substancias usadas como nutracéuticos
sdo: (a) fibras alimentares, substancias vegetais ndo hidrolisdveis pelas enzimas do trato

digestorio, mas digeridas pela flora intestinal, que atuam na redug@o do risco de hipertensdao
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(WHELTON et al., 2005), obesidade (LAIRON et al., 2005) e desordens gastrointestinais
(PETRUZZIELLO et al., 2006); (b) acidos graxos insaturados, como o dmega-3 ¢ 6mega-6,
que sao essenciais ao bom funcionamento do sistema cardiovascular, com a¢do antiarritmica
(LERAY et al., 2001), hipolipidémica (BUCHNER et al., 2002) e antitrombotica (ALBERT et
al., 2002); (c) probioticos, suplementos alimentares microbianos vivos, que em doses
adequadas promovem beneficios para a microbiota da flora intestinal, reduzindo a ocorréncia
de alergias, infecgdes urinarias e cancer (LENOIR-WIJNKOOP et al., 2007); (d) prebioticos,
componentes alimentares que alteram seletivamente a flora intestinal (MACFARLANE et al.,
2006), promovendo beneficios a saide, como a neutralizagdo de toxinas, reducdo dos niveis
de colesterol, tolerancia a lactose e propriedades antitumorais (SANDERS, 1994); (e)
vitaminas antioxidantes, como a vitamina C, a vitamina E e os carotenoides, que atuam na
prevencdo de reacdes oxidativas que podem desencadear diversas doencas como cancer,
catarata e problemas cardiovasculares (ELLIOT, 1999); (f) Polifenois, metabolitos
secundarios vegetais que protegem as plantas do estresse fotossintético e que apresentam
propriedades antioxidante, anti-inflamatéria, antimicrobiana, cardioprotetora e antidiabética
(SCALBERT et al., 2005).

Neste contexto, considerando os beneficios nutritivos e medicinais ja comprovados a
partir do consumo regular de frutas, verduras e legumes, as plantas desempenham papel
fundamental na dieta humana e, deste modo, constituem a principal fonte de nutrac€uticos
para o mercado. Sendo assim, ao longo dos anos tem-se observado um grande aumento no
consumo de suplementos alimentares contendo diferentes tipos de fitometabdlitos ou

substancias bioativas visando a prevengao de diversas doengas (REA et al., 2011).

1.4 Metabolitos secundarios ou especiais

As substancias bioativas geralmente sdo produtos de rotas metabdlicas diferenciadas
que constituem o chamado metabolismo secundario vegetal. Este, ao contrario do
metabolismo primdrio, € restrito a certas espécies de seres vivos € ndo esta relacionado
diretamente a manutencdo da vida, mas garante muitas vantagens ao organismo produtor
(TAIZ; ZEIGER, 2009). Neste contexto, ao longo dos anos, a coevolucdo entre as plantas e os
demais organismos, resultou em uma grande variedade funcional de produtos naturais de
origem vegetal (KUTCHAN; DIXON, 2005). Assim, as plantas podem ser consideradas
verdadeiras “biofabricas” dada a elevada quantidade e diversidade de substincias bioativas
produzidas por uma mesma espécie.

Os metabolitos secundarios sdo moléculas de baixo peso molecular, produzidas em
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pequenas quantidades (1 - 5 % de matéria seca), com estruturas complexas e que apresentam
propriedades funcionais que conferem beneficios a saude. Tais moléculas sdo sintetizadas em
resposta ao ajuste/adaptacdo do vegetal a um estresse bidtico ou abiotico € possuem grande
valor econdmico e farmacéutico, pois atuam como modelos para a producdo de diversas
drogas sintéticas (REA et al., 2011). Os metabolitos secundarios ou especiais podem ser
classificados em trés grupos: terpenos, compostos nitrogenados e compostos fendlicos.

Os terpenos ocorrem em todas as plantas e constituem o maior grupo de metabolitos
secundarios, com cerca de 22.000 substancias descritas, as quais sao formadas a partir da
unido de vérias unidades de isopreno (ADEYEMI, 2011). Monoterpenos € sesquiterpenos sao
os principais componentes dos 6leos essenciais, substancias usadas para atrair polinizadores
ou repelir insetos, como o citronelal, extraido da citronela (Cymbopogon citratus). Diversas
espécies aromaticas sdo empregadas na culinaria, como o louro (Laurus nobilis) e o horteld
(Mentha sp.), e na industria de perfumes, como o pau-rosa (Aniba rosaeodora) e o eucalipto
(Eucalyptus citriodora) (BI1ZZO et al., 2009).

As saponinas sao esteroides ou triterpenos glicosilados, caracterizados pela formacao
de espuma em solucdo aquosa. Dentre as diversas aplicacdes, sdo substancias bastante
utilizadas na medicina natural para reduzir a fadiga, como o ginseng (Panax ginseng)
(SCHENKEL, 2007). Os cardenolideos sdo triterpenos ativos em vertebrados, que possuem
gosto amargo, alta toxicidade e sdo empregados no tratamento de doencas cardiacas, como a
digoxina, isolada a partir da espécie Digitalis sp. (RATES; BRIDI, 2007). Além destes,
carotenos e xantofilas sdo tetraterpenos de colora¢do vermelha, laranja ou amarela, que além
de atuarem como pigmentos acessorios nos fotossistemas, sdo potentes agentes antioxidantes
e precursores da vitamina A (retinol), importante componente das proteinas presentes nas
células fotossensiveis (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Os compostos nitrogenados compreendem diversas substancias formadas a partir de
diferentes vias e que apresentam o elemento nitrogénio em sua composi¢do. Os alcaloides
constituem um vasto grupo de metabdlitos (mais de 15.000), formados a partir de
aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina) e alifaticos (ornitina, lisina) e encontrados
principalmente nas angiospermas (ZULAK et al., 2006). Possuem gosto amargo e alta
toxicidade, revelando seu importante papel na defesa do vegetal (HENRIQUES et al., 2004).
Dentre outras propriedades, os alcaloides sdo conhecidos por exercerem pronunciado efeito
no sistema nervoso, € por isso sdo largamente utilizados como venenos, alucindgenos,
estimulantes e analgésicos, tais como a atropina, a cafeina, a nicotina, o 6pio e a cocaina.

Certos alcaloides apresentam elevado potencial antitumoral, como o taxol, isolado a partir de
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Taxus brevifolia, e a vincristina e vimblastina, obtidas a partir de Catharanthus roseus
(SCHENKEL, 2007).

Os glicosinolatos sdao compostos nitrogenados que apresentam enxofre em sua
molécula e que ocorrem principalmente na familia Brassicaceae. Ao serem hidrolisados por
tioglucosidases (enzimas localizadas em compartimento ou tecidos diferentes), os
glicosinolatos produzem cianeto, um gas letal para os organismos aerobios, atuando assim,
como um potente repelente alimentar (ADEYEMI, 2011). Muitos estudos apontam estas
substancias como potentes antitumorais (LI et al., 2010). As betalainas sdo pigmentos
nitrogenados soliveis em dgua presentes na maioria das espécies da ordem Caryophyllales.
Sintetizadas a partir do aminoacido tirosina, compreendem dois grupos: as betacianinas
(vermelho-violeta), formadas pela condensagdo do acido betaldmico com derivados de
dihidroxifenilalanina (DOPA) e as betaxantinas (amarelo-laranja), formadas pela condensacao
do 4cido betalamico com aminoacidos ou seus derivados (TANAKA et al., 2008). Sao
substancias muito utilizadas como corantes naturais e apresentam propriedades antioxidante,
anti-inflamatoria (CHAKOLE et al., 2011) e antitumoral (SREEKANTH et al., 2007) ja
reportadas em diferentes espécies.

Compostos fenolicos compreendem mais de 8.000 substancias com grande diversidade
estrutural e caracterizadas pela presenca de pelo menos uma hidroxila ligada a um anel
benzénico (CARTEA et al., 2011). Dentre as substincias fenolicas mais complexas estdo os
taninos, responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos e que atuam como repelentes
alimentares de animais, inibindo o ataque de herbivoros (ADEYEMI, 2011), com agdo
antioxidante e antitumoral (WEN et al., 2015). As cumarinas sdo produtos fendlicos
fotoativos, que estimulam a produgdo de melanina e por isso, sdo usadas no tratamento de
doencas de pele (KUSTER; ROCHA, 2007). Além disso, possuem atividade antibacteriana,
antiviral, antifingica, anti-inflamatdria e anticoagulante (VENUGOPALA et al., 2013).

Os flavonoides correspondem a um dos grupos de polifenois mais diversificados e
abundantes em angiospermas. Sao ativos na protecdo contra radiacdo UV, na defesa contra
patdgenos, além de atuarem como agentes antioxidantes (TERASHIMA et al., 2012) e
alelopaticos (WESTON; MATHESIUS, 2013). Participam da sinalizagdo entre plantas e
outros organismos, especialmente na relagdo entre plantas e animais, como as flavonas e
flavonois que atuam como guias de nectario e as antocianinas, pigmentos que variam do azul
ao vermelho, que atuam como atrativos para animais polinizadores e dispersores de sementes,
além de apresentarem a¢do antimicrobiana, antioxidante e antitumoral (SU, 2012).

Diante do exposto, observa-se que ha uma grande demanda por metabolitos de origem
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vegetal, uma vez que as plantas constituem as principais fontes de produtos farmacéuticos
(FULDA; EFFERTH, 2014), fragrancias (MASSON et al., 2014), flavorizantes e aditivos
alimentares (DAVIES; DEROLES, 2014), e pesticidas (CANTRELL et al., 2012). Entretanto,
considerando que a producao de metabolitos secundarios confere as plantas uma grande
plasticidade as variagdes ambientais, diferentes fatores podem interferir na sintese destes
compostos, tais como a sazonalidade, a altitude, a temperatura, a radiacdo ultravioleta, a
disponibilidade hidrica e de nutrientes, o estimulo mecanico, o ataque de patogenos, além de
fatores intrinsecos ao organismo produtor, como a idade de desenvolvimento da planta e dos
diferentes 6rgdos vegetais (OKSMAN-CALDENTEY; INZE, 2004; GOBBO-NETO; LOPES,
2007).

Neste contexto, uma vez que a maioria das preparagdes utilizadas pela populacao ¢
produzida a partir de plantas cultivadas no campo (MURCH et al., 2000), tém sido observadas
grandes variagdes no contetido e na qualidade de muitos fitoterapicos. Deste modo, torna-se
necessaria a producdo vegetal em larga escala, de forma controlada e sistematizada, visando a
conservagdo da biodiversidade e a busca por novos fitometabolitos de interesse (NASIM et

al., 2010).

1.5 Estudo do potencial antineoplasico

A mudanca do perfil demografico da populagdo brasileira, com o crescimento do
numero de idosos, aliada a vida sedentaria, nutri¢do inadequada, exposi¢do a substancias
toxicas, além do consumo de &lcool e cigarro, resultaram em um grande aumento da
ocorréncia de doengas cronico-degenerativas, como os diferentes tipos de cancer (INCA,
2012). De modo geral, o cancer ¢ causado por mutacdes de genes celulares, os oncogenes, que
atuam no controle do crescimento e da divisdo mitdtica (GUYTON; HALL, 2006). Deste
modo, a célula alterada multiplica-se de maneira anormal, podendo atingir outros tecidos e até
0os vasos sanguineos e linfaticos, que as transportam para diferentes partes do corpo,
caracterizando a metastase (LALLEMAND, 2003).

No Brasil, a incidéncia de cancer aumentou consideravelmente, sendo considerado um
grave problema de saude publica devido ao elevado custo no diagnostico e tratamento da
doenca (ROSAS et al., 2013). Pesquisas revelam uma estreita relacdo entre a ocorréncia dos
diferentes tipos de cancer e a classe social do paciente, ou seja, as condigdes de nutricao, de
trabalho e de vida a que foram submetidos ao longo da vida (GUERRA et al., 2005). Em
geral, canceres de mama, prostata e colon atingem pessoas mais favorecidas economicamente,

enquanto o de colo do utero, pénis e estomago estdo associados a condicdo de pobreza
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(Quadro 1).

Quadro 1 - Estimativas da taxa bruta (incidéncia de cancer por 100 mil habitantes) e de novos

casos de cancer no Brasil para o ano de 2013.

Homens Mulheres
Localizagao
primaria Estados Capitais Estados Capitais
Neoplasia maligna
Casos Taxa Bruta Casos TaxaBruta | Casos Taxa Bruta Casos Taxa Bruta

60.180 62,54 15.660 75,26 2 : - -
- - - - 52,680 52,50 18.160 78,02
- - - - 17.540 17,49 5.050 21,72
14.180 14,75 4.860 23,24 15960 15,94 5850 25,27
12670 13,20 3.200 15,34 7.420 7,42 2170 9,47
6.110 6,31 1.540 7,56 2 2 . :
7.770 8,10 1.500 7,26 2650 2,67 520 2,27
[ ovério | g B : : 6.190 6,17 2220 9,53
- - - - 4520 4,53 1.700 7,39
3.170 3,29 810 4,05 3.060 3,09 790 3,46
104.080 108,19 27.570 132,65 110.020 109,81 36.460 157,13

Fonte: Rosas e colaboradores, 2013. Adaptado do Instituto Nacional do Cancer, 2012.

O desenvolvimento de medicamentos especificos para o tratamento dos diferentes
tipos de cancer tem permitido a realizacdo de um grande numero de terapias efetivas na
populagdo. Entretanto, a complexidade de genomas do cancer, devido as multiplas mutacdes
que podem ocorrer entre diferentes tumores e em um mesmo tumor, pode favorecer para a
resisténcia aos medicamentos (ROSAS et al., 2013). Desta forma, muitas pesquisas tém sido
direcionadas para a descoberta de novos farmacos a partir de substancias naturais que
exercam baixos efeitos colaterais, uma vez que os medicamentos sintéticos sdo toxicos para as
c¢lulas normais e para as células do sistema imune (TRIPATHY; PRADHAN, 2013).

Neste contexto, na busca por fArmacos efetivos, as plantas comestiveis estdo cada vez
mais sendo consideradas como fontes de substancias anticaincer (FERGUSON et al., 2004).
H4 significativas evidéncias que o consumo de frutas e vegetais reduzem o risco de cancer
(CHEN et al., 2003), assim como as plantas medicinais constituem a principal fonte de
produtos farmacéuticos (IVANOVA et al., 2005). Sendo assim, recentemente, uma das
principais areas de atuagdo para o controle do cancer consiste na quimioprevencao a partir do
consumo regular de alimentos funcionais e medicinais (JO et al., 2004). Atualmente, cerca de
50% das drogas anticancer clinicamente testadas foram isoladas a partir de fontes naturais

(NEWMAN; GRAGG, 2007).
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Ha séculos, americanos nativos consomem diversas substancias obtidas a partir de
cactos como suplemento alimentar. Curiosamente, tais grupos étnicos apresentam uma menor
incidéncia de cancer comparado aos africanos e aos demais americanos (KAY, 1996;
CORNETT, 2000). Ainda hoje, muitas espécies continuam sendo empregadas na medicina
tradicional para o tratamento de diversos tipos de cancer. Segundo Goh (2000), as folhas de P.
grandifolia sdo muito utilizadas na Malasia e na China para o tratamento de diferentes tipos
de tumores, enquanto as folhas P. bleo sdo usadas para tratamento de cancer de pulmao na
Malasia (SIDIK et al., 2009). Ja no México, a espécie Stenocereus thrurberi é usada para a
cura de cancer de pele (HARLEV et al., 2013). Atualmente, muitos estudos fitoquimicos e
farmacoldgicos ja confirmaram o uso popular de muitas espécies para tratamento antitumoral
(Quadro 2).

Segundo Hong e Sporn (1997), a agdo dos quimioterdpicos caracteriza-se pela inibig¢do
da iniciacdo, promog¢do e progressdo, por a¢do farmacologica ou por agentes naturais, que
impedem a ativacdo metabdlica de pro-carcindogenos. Dentre os mecanismos de ag¢do que
impedem a proliferacao das células neoplasicas, podem citar: (a) a indugdo de alteragdes no
padrao de diferenciagdo celular, importantes na capacidade de invasdo e metastase dos
tumores; (b) o bloqueio da expansdo de células neoplasicas ou pré-inducao de apoptose, € (c)
a interven¢do da ativacdo metabolica dos carcinogenos pela eliminagdo de espécies reativas

de oxigénio (ERO) (SREEKANTH et al., 2007).

Quadro 2 - Principais metabolitos com atividade antineoplasica identificados em

diferentes espécies da familia Cactaceae.
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Fonte: Adaptado de Harlev e colaboradores, 2013.

1.5.1 Atividade citotdxica

O potencial antineoplasico de uma espécie muitas vezes ¢ verificado através de

ensaios para atividade citotoxica do extrato vegetal ou metabolito sobre diferentes linhagens
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celulares. De acordo com Cardellina II (1999), as substincias antitumorais clinicamente
empregadas possuem atividade citotoxica significativa em cultura de células in vitro.
Contudo, um agente anticancerigeno eficaz sera aquele capaz de eliminar as células
neoplasicas sem afetar as células normais. Desta forma, estudos na 4area de
imunofarmacologia buscam a identificacdo de drogas eficazes e seletivas, que exercam pouco
ou nenhum efeito colateral sobre o sistema imunoldgico do organismo em tratamento
(SHAHNEH et al., 2013).

Durante muito tempo, o potencial citotoxico de uma substancia era caracterizado pela
sua capacidade de induzir a genotoxicidade (KAMESAKI, 1998). Entretanto, o efeito ideal do
medicamento de agir somente sobre as células alteradas torna-se vidvel por inducdo de
apoptose nas células cancerigenas (CRAGG; NEWMAN, 2005). A apoptose ¢ o processo de
morte celular programada que ocorre normalmente durante o desenvolvimento e
envelhecimento, atuando como um mecanismo homeostatico para a manutencdo da
populagdes de células nos tecidos (ELMORE, 2007). Todo este processo ¢ regulado a partir de
genes que promovem morte programada da célula, com padrdes caracteristicos de alteracdes
morfoldgicas, bioquimicas e moleculares, incluindo reducdo celular, condensacdo da
cromatina e formagao de corpos apoptoticos (VAUX; KORSMEYER, 1999).

O potencial antitumoral de muitas espécies vegetais tem sido comprovado a partir de
diferentes estudos fitoquimicos e farmacologicos. O ginseng obtido da espécie Panax ginseng
¢ uma das substincias mais empregadas na supressdo da atividade tumoral, interferindo na
progressdo do ciclo celular, aumentando a atividade imune, além de inibir a angiogénese
tumoral (SATO et al., 1994). Os alcaloides vincristina e vimblastina, extraidos a partir das
partes aéreas de Catharanthus roseus, sdo potentes agentes anticancerigenos contra diferentes
tipos de tumores (ASLAM et al., 2010). A descoberta do paclitaxel (taxol), substancia eficaz
no tratamento de diversos tipos de cancer, reduziu drasticamente a populacdo da espécie
Taxus brevifolia, uma arvore de crescimento lento, que foi intensamente coletada para a
obtenc¢do do metabdlito a partir de sua casca (ROWINSKY; DONEHOWER, 1995).

Diversas substancias derivadas de cactos tém sido utilizadas como suplemento
alimentar, especialmente por populacdes com alto risco para cancer (ZOU et al., 2005). Neste
sentido, diversas espécies de cactidceas tém sido objeto de estudos citotéxicos contra
diferentes linhagens tumorais, revelando resultados promissores (Figura 5).

Figura 5 - Potencial antitumoral reportado para diferentes espécies da familia Cactaceae.
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Fonte: Retirado de Harlev e colaboradores, 2013.

1.5.2 Atividade antioxidante

Uma vez que a evolucao das espécies na Terra ocorreu em um ambiente cada vez mais
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concentrado de oxigénio, ¢ fundamental que os organismos aerobios apresentem uma
protecdo bioquimica que evitem a excessiva oxidagdo celular, um sistema de defesa
antioxidante bioldgico (CEMELI et al., 2009). Contudo, o atual modo de vida da populagao
contribui sobrecarregando os mecanismos antioxidantes naturais, resultando em danos
oxidativos celulares, que podem desencadear inumeras doengas degenerativas. Deste modo, o
consumo de substancias antioxidantes podera atuar ndo apenas na captura de radicais livres,
mas também estimulando o sistema imunologico (DAS et al., 2012).

Em 1985, Helmut Sies definiu pela primeira vez o termo estresse oxidativo como um
desequilibrio no balango oxidante/antioxidante da célula, favorecendo a ocorréncia do
primeiro. Ao longo dos anos, diversos estudos contribuiram para uma maior compreensao das
reagdes que envolvem o estresse oxidativo, o qual passou a ser definido como “Situacdo que
ocorre quando a concentracdo de ERO é aumentada de forma crénica ou transitoria,
interferindo no metabolismo celular e causando danos aos constituintes da célula”
(LUSHCHAK, 2011).

O estresse oxidativo € provocado por ERO que sdo produzidas durante o metabolismo
celular aerdbio normal e alterado. De forma geral, o metabolismo incompleto do oxigénio
atmosférico pode levar a geracao de formas parcialmente reduzidas, como o oxigénio atdmico
(0,), radical superdxido (O,), peroxido de hidrogénio (H,0,) ou radical hidroxila (OH"), as
quais sdo capazes de oxidar varios componentes celulares, sem restricdes, € conduzir a
destruicao oxidativa da célula (KIRKINEZOSA; MORAES, 2001). Neste contexto, diversos
estudos apontam que os radicais livres formados durante o metabolismo celular ou gerados a
partir de fontes externas, seja pelo consumo de alcool, exposi¢do a radiacdao ou as substancias
toxicas, atuam diretamente sobre os componentes celulares e apresentam estreita relacdo com
diversas patologias, incluindo muitas doengas cronicas (SHIBATA; KOBAYASHI, 2008;
KADENBACH et al., 2009; MADRIGAL-SANTILLAN et al., 2013) (Figura 6).

Muitos mecanismos de defesa evoluiram a fim de reduzir a producao de oxidantes e os
danos celulares causados por estes. Substancias antioxidantes sdo aquelas capazes de inibir ou
atrasar a oxidagdo de substratos, mesmo que estejam presentes em concentragdes inferiores ao
substrato a ser oxidado. Tais moléculas podem ser recicladas na célula ou irreversivelmente
danificadas, porém seus produtos de oxidacdo sdao menos prejudiciais ou podem ser
convertidos em substancias inofensivas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Diferentes
mecanismos de acdo podem garantir a propriedade antioxidante de uma substancia, a qual
pode ocorrer a partir da captura de ERO, da inibicao da formac¢dao de ERO por ligagdo com

metais ou por inibi¢cdo enzimatica.
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Figura 6 - Esquema representando as diferentes vias de producdo de radicais livres e geracao

do estresse oxidativo.

Legenda: ERO- espécies reativas de oxigénio; ERN- espécies reativas de nitrogénio; SOD- superoxido
dismutase; CAT- catalase; GSH- glutationa reduzida.
Fonte: Adaptado de Madrigal-Santillan e colaboradores, 2013.

Para o organismo a protecdao antioxidante ¢ garantida por diversas enzimas, como a
superoxido desmutase, a catalase e a glutationa peroxidase, além de moléculas antioxidantes
de baixo peso molecular, como 4cido ascorbico, acido urico, glutationa, tocoferdis, entre
outras. Assim, os antioxidantes interferem da cascata de propagacdo de radicais livres e
evitam danos celulares (MATKOWSKI, 2008). Dentre os antioxidantes enzimaticos a
glutationa S-transferase atua inativando radicais aldeidos produzidos pela peroxidagao lipidica
(HAYES et al.,, 2005) e a glutationa peroxidase degrada os hidroperéxidos de lipidios
(KOULAJIAN et al., 2013). As proteinas transferrina e ferritina agem como quelantes de ions


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Koulajian%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23695217
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como o ferro e o cobre, evitando a formacdo de substancias oxidantes (THEIL, 2010),
enquanto o reparo do DNA ¢ realizado por enzimas especificas para bases oxidadas
juntamente com enzimas de reparo nao especificas, que removem as lesdes na molécula
(LINDAHL, 2013).

Neste contexto, considerando que muitas lesdes no DNA causadas por danos
oxidativos, podem ser a causa de diversos tipos de cancer (ERDEMOGLU et al., 2006), a
identificacao de moléculas com agdo antioxidante a partir de extratos vegetais torna-se muito
relevante na busca de novos drogas com potencial antineoplasico. Na familia Cactaceae, os
frutos produzidos por espécies do género Opuntia, conhecidos como pera espinhosa ou figo
de cacto, s3o ricos em vitamina C e seu consumo regular afeta positivamente o balango redox
celular, reduzindo o dano oxidativo aos lipidios e favorecendo a condig¢do antioxidante do
organismo (SHETTY et al, 2011). Ja em espécies do género Pereskia, a atividade
antioxidante tem sido observada a partir de extratos foliares obtidos de P. bleo (SIM et al.,

2010), P. grandifolia (ADIB et al., 2010) ¢ P. aculeata (SILVA et al., 2012).

1.6 Biotecnologia vegetal aplicada a producio de metabdlitos especiais

Na busca de estratégias biotecnoldgicas para a sintese de metabdlitos secundarios de
interesse, a cultura de tecidos vegetais representa uma importante ferramenta tanto para
producdo de biomassa e substancias bioativas, quanto para a conservacao € uso sustentavel da
biodiversidade (RAO; RAVISHANKAR, 2002; VANISREE et al., 2004). A cultura de tecidos
vegetais envolve diversas técnicas relacionadas ao cultivo de células, tecidos ou 6rgdos, em
meio nutritivo adequado e sob condi¢des assépticas, tornando possivel, por exemplo, a
produgdo de metabolitos de interesse sob condi¢des controladas, reduzindo os efeitos da
variagdo dos fatores ambientais (BOTTA et al., 2001).

A cultura in vitro baseia-se principalmente na totipoténcia vegetal, ou seja, na
capacidade de produzir orgdos (organogénese) ou embrides somaticos (embriogénese
somatica) em um meio nutritivo favordvel, o qual fornece substincias essenciais ao
crescimento dos tecidos cultivados e também participa do controle do padrio de
desenvolvimento in vitro (CALDAS et al., 1998). Deste modo, as diferentes técnicas
permitem interferir nas rotas biossintéticas, afetando tanto quantitativa como qualitativamente
a produgdao dos metabolitos, constituindo uma valiosa fonte de moléculas bioativas. Além
disso, possibilita a producdo de substincias que geralmente ndo sdo sintetizados pela planta

ou mesmo, permitem que moléculas produzidas apenas por certos tipos celulares ou 6rgaos,
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sejam produzidos pelas células em cultura (AMARAL; SILVA, 2003; VANISREE et al.,
2004).

Dentre as técnicas de cultura de tecidos vegetais, o cultivo de estruturas organizadas,
como a cultura de brotos e de raizes adventicias, em meio nutritivo suplementado com
diferentes sais minerais e reguladores de crescimento, pode induzir ou estimular a produgao
de metabolitos secundarios. Em estudos de Santoro e colaboradores (2013), a adicao de
cinetina a0 meio de cultura aumentou a produgdo de dleos essenciais em brotos de Mentha
piperita, enquanto nas culturas de raizes adventicias de Hypericum perforatum, o aumento da
producdo de flavonoides ocorreu apds uma alteracdo da fonte de nitrogénio presente no meio
(CUI et al., 2010).

A cultura de calos caracteriza-se pela indu¢do de massas celulares desorganizadas
(calo) a partir do cultivo de explantes (segmentos obtidos a partir de diferentes 6rgaos
vegetais) em meio nutritivo adequado, em um processo denominado calogénese (TORRES et
al., 2000). Os calos obtidos in vitro podem apresentam diferentes consisténcias em fungéo do
explante e/ou do meio de cultura utilizado, ¢ desta forma, apresentar diferentes respostas
morfogenéticas. Os calos compactos apresentam alta coesdo celular, e geralmente, sdo
organogénicos, ou seja, capazes de regenerar brotos e raizes. Ja os calos fridveis, sdo mais
indicados para a producdo de metabolitos especiais, uma vez que a pouca coesdo entre as
células facilita o cultivo, a producdo e a extragdo de substancias bioativas (ANDRADE,
2002). Muitos estudos tém reportado a produgdo de diferentes metabolitos a partir da cultura
de calos, como a sintese de antocianinas em Cleome rosea (SIMOES et al., 2009), alcaloides
em Stephania tetrandra (KUO et al., 2011) e betalainas em Zaleya decandra (RADFAR et al.,
2012).

A cultura de células em suspensdo (CCS) consiste no cultivo de células, geralmente
obtidas a partir da cultura de calos fridveis, em frascos contendo meio de cultura liquido, os
quais sao mantidos sob agitagdo constante. Nesta técnica, o metabolito muitas vezes pode ser
excretado para o meio de cultura, facilitando sua extragdo e a manutencdao da cultura. Este
consiste no principal sistema de produgdo de metabolitos especiais in vitro, com resultados
positivos em muitas espécies, como a sintese de fitoesterois em Centella asiatica (BONFILL
et al., 2011), de polifenois em Vitis vinifera (MEWIS et al., 2011) e alcaloides em Arnebia
hispidissima (SHEKHAWAT; SHEKHAWAT, 2011).

A cultura de células imobilizadas também ¢ uma estratégia biotecnologica eficaz para
a produgdo de metabolitos in vitro, uma vez que fornece um microambiente diferenciado as

células, aumenta o contato célula-célula, protegendo-as do estresse causado durante a agitagao
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da cultura, reduz a divisao celular desnecessaria, aumenta o nivel de diferenciagdo celular e
favorece a producdo de metabolitos secundérios (XIAO et al., 2009). A utilizagdo desta
estratégia possibilitou o aumento da secre¢do de taxol em Taxus cuspidata (CHENG et al.,
2008), rutina em Morus bombycis (HAN et al., 2012) e de alizarina e purpurina em Rubia
tinctorum (NARTOP et al., 2013).

A cultura do tipo “hairy root” ou “raizes em cabeleira”, baseada na infec¢do do tecido
vegetal pela Agrobacterium rhizogenes, tornou-se popular nas ultimas décadas como um
eficiente sistema de produgao de metabolitos produzidos pelas raizes das plantas (PALAZON
et al., 1997). As raizes em cabeleira sdo caracterizadas por um rapido crescimento,
independentes de fitorreguladores, auséncia de geotropismo e ramificagdo lateral e
estabilidade genética (KARUPPUSAMY, 2009). Esta técnica biotecnologica permitiu a
producao de resveratrol de Arachis hypogaea (KIM et al., 2008) e de alcaloides tropanicos em
Hyoscyamus muticus (DEHGHAN et al., 2012).

Muitos estudos relatam que a adi¢do de elicitores na cultura in vitro pode aumentar
significativamente a producdo de metabdlitos secundarios (ZHAO et al., 2005). A elicitacdo
consiste na adicdo de moléculas que simulam estresses ambientais, e desta forma, sdo capazes
de interferir no metabolismo celular, sendo considerada uma das estratégias mais promissoras
para o aumento na produ¢do de metabolitos (GEORGIEV et al., 2008). A adicdo de metil
jasmonato e B-glucano aumentou os niveis de betacianina na cultura de células em suspensao
de Potulaca sp. (BHUIYAN; ADACHI, 2003), enquanto a exposi¢do ao 0zOnio aumentou a
produgdo de isoflavonoides em Pueraria thomsnii (SUN et al., 2012). Estudos de Tang e
colaboradores (2011) mostraram que elicitores obtidos a partir de fungos aumentaram a
sintese de alcaloides quando adicionados a cultura de células em suspensdo de Catharanthus
roseus.

A produgdo de metabolitos secunddrios também pode ser estimulada a partir da
suplementagdo ao meio de cultura de intermedidrios da via biossintética da substancia de
interesse. Para empregar esta técnica € preciso possuir total conhecimento da rota biossintética
do metabdlito, bem como se este ¢ o produto final da via metabdlica e pode ser armazenado
pela célula (DICOSMO; MISAWA, 1995). Resultados positivos apos a adicdo de precursores
as culturas foram obtidos na produgdo do alcaloide trigonelina em Moringa oleifera
(MATHUR; KAMAL, 2012) e na sintese de polifenois a partir da cultura de células de Larrea
divaricata (PALACIO et al., 2011).

Nas ultimas décadas, a cultura de tecidos na familia Cactaceae tem sido empregada

para a propagagdo in vitro de muitas espécies de cactos ornamentais e espécies ameagadas,
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como Coryphantha elephantidens (WAKHLU; BAHU, 2000), Mammillaria elongata
(PAPAFOTIOU et al.,, 2001), Mammillaria mathildae (GARCiA-RUBIO et al., 2010),
Notocactus magnificus (DE MEDEIROS et al., 2006), Obregonia denegrii (MALDA et al.,
1999; CARDARELLI et al., 2010), Opuntia ficus-indica (EL FINTI et al., 2012), Pelecyphora
spp. (PERES-MOLPHE-BALCH; DA'VILA-FIGUEROA, 2002), Ariocarpus
kotschoubeyanus (MOEBIUS-GOLDAMMER et al., 2003), Turbinicarpus spp. (DA'VILA-
FIGUEROA et al., 2005). Entretanto, ha poucos dados na literatura sobre a produgéo in vitro
de metabolitos, com destaque para a produgdo de betaxantinas a partir da cultura de calos de
Mammillaria candida e para a producdo de alcaloides em calos de Cereus peruvianus
(OLIVEIRA; MACHADO, 2003).

Diante do exposto, o presente estudo abordara o emprego de diferentes técnicas
biotecnologicas visando ao estabelecimento de plantas e culturas in vitro em que sejam
verificadas propriedades antioxidante e antineoplasica. Desta forma, o trabalho sera

apresentado em capitulos, dentro dos objetivos propostos, conforme a seguir.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Estabelecer protocolos de producgdo de plantas, calos, células em suspensdo e metabolitos

sob condigdes in vitro com vistas a avaliagdo do potencial antioxidante e antineoplasico de

Pereskia aculeata Mill.

2.2 Especificos

Estabelecer um protocolo de germinagdo in vitro visando a produ¢ao de plantulas, a

serem utilizadas como fonte de explantes;

Avaliar o efeito de diferentes tipos de explantes, meios de cultura e fitorreguladores sobre

a indugdo de gemas e a proliferacao de brotos;
Avaliar as taxas de enraizamento e aclimatizacdo com vistas ao estabelecimento ex Vitro;

Avaliar o conteudo de proteinas totais presente nas folhas de plantas cultivadas in vivo e

ex vitro;

Avaliar a influéncia de diferentes explantes, composi¢des salinicas e fitorreguladores

sobre a calogénese;
Estabelecer um protocolo de cultura de células em suspensao;

Avaliar a influéncia de diferentes condi¢cdes de cultura na producdo de metabdlitos a

partir de culturas de calos e células em suspensao;
Caracterizar o perfil fitoquimico do material vegetal cultivado in vivo, in vitro e ex vitro;

Realizar diferentes testes para determinacdo do potencial antioxidante de amostras

obtidas de culturas in vivo, in vitro e ex vitro;

Avaliar o potencial antineoplasico do material vegetal cultivado in vivo, in vitro e ex vitro

sobre diferentes linhagens tumorais.
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3 GERMINACAO IN VITRO, MICROPROPAGACAO E ANALISE DO CONTEUDO
DE PROTEINAS TOTAIS DE Pereskia aculeata MILL. CULTIVADA IN VIVO E EX
VITRO

3.1 Introducao

A germinagdo consiste em uma das etapas fundamentais no ciclo de vida das plantas,
uma vez que a eficiéncia deste processo ird influenciar diretamente na distribuicdo das
espécies (HONORIO et al., 2011). O conhecimento sobre os aspectos morfologicos
envolvidos no desenvolvimento pos-seminal s3o importantes ndo apenas para a manutencao
da biodiversidade (OLIVEIRA et al., 2006), mas também contribuem com informagdes para a
classificagdo taxondmica, filogenética, bem como para estudos ecologicos sobre a
regeneragdo natural de ecossistemas (MORAES; PAOLI, 1999; OLIVEIRA, 2001). Contudo,
em muitos grupos vegetais, como ocorre com a familia Cactaceae, a propagacdo sexuada
ainda consiste em um método pouco empregado, havendo poucos dados disponiveis na
literatura sobre a caracterizagdo de sementes e plantulas, principalmente para espécies nativas
(ABUD et al., 2010, 2012).

Além de material inicial para a propaga¢do sexuada, as sementes podem ser usadas em
alguns métodos de conservacao vegetal. A conservacdo de germoplasma vegetal utilizando
banco de sementes pode ser uma estratégia vantajosa para as cactaceas, uma vez que muitas
espécies apresentam sementes ortodoxas, as quais sdo capazes de manter altas taxas de
germinagdo, mesmo apds longos periodos de armazenamento em condigdes de baixa
temperatura e umidade (REIS et al., 2012). Entretanto, a manutengdo de cole¢des naturais
destas espécies torna-se dificultada, uma vez que plantas suculentas sdao sensiveis a
contaminac¢do por fungos e bactérias, os quais prejudicam a germinagdo e podem favorecer o
crescimento anormal das plantulas (CASTRO et al., 2011). Desta forma, a biotecnologia
vegetal apresenta-se como uma eficiente alternativa para a conservagdo In vitro de
germoplasma de varias espécies, utilizando diferentes técnicas da cultura de tecidos
(SANTOS et al., 2012; SHUKLA et al., 2012).

A micropropaga¢do, uma das técnicas aplicadas na cultura de tecidos vegetais, tem
sido amplamente utilizada na producao de mudas em escala comercial, com aplicacdo na
agricultura e no fornecimento de espécies ornamentais e de reflorestamento (HUSSAIN et al.,
2012). O sucesso da cultura de tecidos vegetais deve-se a totipotencialidade das células
vegetais, a qual permite que células somadticas diferenciadas voltem a se dividir,
rediferenciando-se em plantas completas e expressando capacidade bioquimica especializada,

quando cultivadas em condi¢des favoraveis (TORRES et al., 1998).
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No cultivo a campo, as técnicas envolvendo a propagacdo convencional mostram-se
lentas e sujeitas a variagdes ambientais, enquanto a cultura in vitro viabiliza a produgdo
sustentavel para espécies de interesse (COSTA et al., 2007). Além da rapida obtencdo de um
grande niumero de mudas em tempo e espaco reduzidos, a micropropagacao pode ser aplicada
na conservagdo ex Situ de plantas selecionadas, mantendo as caracteristicas fenotipicas ¢
contribuindo na erradicagdo de pragas e doengas das culturas (PRAKASH; VAN STADEN,
2007).

A micropropagagdo pode ser conduzida a partir da multiplicagio de zonas
meristematicas pré-existentes, como gemas axilares e/ou apices caulinares; por organogénese
direta, através da inducdo de gemas adventicias a partir de regides ndo meristematicas, que
podem ser formadas diretamente nos tecidos, ou por organogénese indireta, em que a
formagdo do o6rgdo ¢ precedida pela formagao de calos (ANGULO-BEJARANO; PAREDES-
LOPEZ, 2011). A micropropagagdo também pode ser alcangada via de embriogénese
somatica, que consiste na indu¢do de embrides a partir de células somaticas, de maneira direta
ou indireta, na qual o embrido formado possui a capacidade de germinar in vitro
desenvolvendo-se em uma plantula completa (LEMA-RUMINSKA et al., 2013).

A cultura in vitro pode induzir diferentes tipos de alteragdes somaclonais, como
modifica¢des fenotipicas, cromossomiais, além de instabilidades genéticas e epigenéticas,
dependendo da via de regeneragdo obtida e das condi¢des de cultura (DAN; WILSON, 2011;
SMULDERS; KLERK, 2011). Deste modo, considerando que tais alteracdes sdo mais
frequentes em plantas obtidas a partir de calos, seja por organogénese ou embriogénese
indireta (SANAL-KUMAR; MATHUR, 2004; RODRIGUEZ LOPEZ et al., 2010), a
utilizacdo de explantes contendo gemas pré-existentes reduz as chances de ocorréncia de
variagdes somaclonais, favorecendo o estabelecimento de culturas com alta fidelidade
genética (WU et al., 2012).

Estudos de propagagdo in vitro tém sido realizados com diferentes cactaceas,
principalmente devido ao elevado valor nutritivo e ornamental de muitas espécies (LENG;
KENG, 2007; VINAS et al., 2012; EL-FINTI et al., 2012, 2013). Neste contexto, Pereskia
aculeata Mill., uma cactacea nativa distribuida na regido tropical das Américas, apresenta
caracteristicas que justificam os métodos de cultivo e conservagdo in vitro. Conhecida no
Brasil como ora-pro-nobis, a espécie apresenta alto valor cultural, econdomico e nutricional,
além de propriedades farmacoldgicas ja comprovadas, carcateristicas que justificam a sua
indicacdo como um alimento funcional.

Deste modo, considerando a escassez de literatura disponivel sobre a espécie e o seu
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elevado potencial nutracéutico, o objetivo deste estudo foi estabelecer a germinacgdo e a
propagacgao in vitro de P. aculeata e determinar a quantidade de proteinas totais nas folhas
obtidas de plantas de campo e aclimatizadas, visando a produgao de biomassa a ser utilizada

na producgdo de metabolitos de interesse.

3.2 Material e Métodos
3.2.1 Material Botéanico

Sementes de Pereskia aculeata foram obtidas a partir de frutos
maduros doados pelo Sitio Flora Bioativas, localizado em Porto Belo, Santa
Catarina. Uma amostra do material acessado encontra—se depositado no
Herbario da Universidade do Estado do Rio de Janeiro, sob o registro HR]J
11849. A identificacdo da espécie foi realizada pelo Prof. Dr. Alexandre
Gabriel Christo (in memoriam). Todos os experimentos foram conduzidos no
Laboratério de Biotecnologia de Plantas (LABPLAN), pertencente ao Niacleo de
Biotecnologia Vegetal (NBV), do Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes (IBRAG), Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UER]).

Para caracterizacdo morfolégica do material botanico, 50 frutos foram
avaliados quanto a forma, coloracio, peso de matéria fresca (PF) e ntmero
de sementes por fruto. A partir destes frutos, 50 sementes foram
selecionadas e avaliadas morfologicamente (forma, coloracdo e PF). Para
afericdo do PF, os frutos e as sementes foram pesados individualmente em

balanca de preciségo.

3. 2.2 Germinacdo in vitro

As sementes foram lavadas em agua corrente com sabonete liquido anti-
séptico e separadas em quatro grupos com 20 sementes em cada. Uma parte das
sementes foi imersa por um minuto em etanol e mantida, sob agitacédo
constante, em NaOCl a 1% durante 10 ou 20 min (grupos El e E2,
respectivamente). Em outro lote, as sementes foram submetidas ao tratamento
com NaOCl a 2% acrescido de Tween 80° (0,05 %) durante 10 ou 20 min (grupos

Tl e T2 respectivamente) (Tabela 1). Em seguida, em camara de fluxo
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laminar, as sementes foram lavadas trés vezes em agua destilada estéril,
visando a completa remocdo dos agentes desinfestantes.

As sementes foram inoculadas individualmente em tubos de ensaio
contendo 10 mlL de meio de cultura basico MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962),
suplementado com 30 g.L' de sacarose e solidificado com 8 g.L' de agar
(Merck). O pH do meio foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem (121°C,
104 KPa), por 15 min. Os tubos de ensaio foram vedados com tampa dupla de

folha de aluminio e mantidos em camara de crescimento a 26+£2°C, sob

intensidade luminosa de 45 umol m’s'e fotoperiodo de 16 h.

Tabela 1 - Tratamentos para desinfestacdo de sementes de P aculeata

visando a germinacdo sob condig¢des in vitro.

Grupos Tratamento Tempo
El Etanol (1 min) + NaOCl 1% 10 min
E2 Etanol (1 min) + NaOCl 1% 20 min
T1 NaOCl 2% + Tween 80 10 min

(0, 05%)
19 NaOCl 2% + Tween 80 20 min
(0, 05%)

Para a avaliac@o do processo germinativo, o inicio da germinacdo foi
caracterizado a partir da protrusdo da radicula e o término, quando as
plantulas apresentavam o primeiro par de folhas. Neste estudo, o processo
germinativo foi acompanhado durante cerca de 70 dias, onde foi avaliada a
porcentagem e a velocidade de germinacdo I7n vitro, o tamanho das pléantulas
formadas, bem como a taxa de contaminacdo das sementes. A velocidade de
germinacdo foi calculada através do Indice de Velocidade de Germinacdo (IVG
= G,/N, + G/N, + G/N, + ... + G/N) para cada tratamento, no qual G, G, G,
e G, corresponde ao numero de sementes germinadas na primeira contagem, na

segunda, na terceira e na ultima contagem, enquanto N;, N,, N, e N, indica o
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ntmero de dias apés a inoculacdo das sementes (BIRUEL et al., 2007).

3. 2.3 Micropropagacéo

3.2.3.1 Inducédo de gemas e proliferacido de brotos

Plantulas com 50 dias de desenvolvimento, oriundas do processo de
germinacdo 1in vitro, foram utilizadas como fonte de explantes para os
experimentos de micropropagacdo. Sob condic¢Oes assépticas, segmentos de
hipocotilo, epicétilo (regido nodal) e folha foram seccionados com o
auxilio de um bisturi, em placas de Petri contendo 20 mL de &agua destilada
estéril. Os explantes apresentavam cerca de 1 cm para segmentos caulinares
e 1 cm’, para os foliares. Os segmentos caulinares foram inoculados na
posicdo vertical e os foliares com a face abaxial em contato com o meio.
Todos os explnates foram cultivados em frascos de vidro (65 mm x 85 mm)
contendo 30 mL de meio de cultura e vedados com tampa de polipropileno. Em
todos os tratamentos realizados foram inoculados quatro explantes em cada
frasco de cultura.

Visando & inducdo de gemas e a proliferacdo de brotos, duas
formulacoes de sais e vitaminas foram  testadas e diferentes
fitorreguladores adicionados ao meio de cultura. Foram utilizados o meio
basico MS e o meio basico B5 (GAMBORG et al., 1968), contendo 30 g.L' e 20
g. L' de sacarose, respectivamente. Os meios foram suplementados com as
citocininas BA (benzilaminopurina) ou KIN (cinetina) em diferentes
concentracoes (2, 4, 6, 8 e 10 uM). A fim de otimizar a producédo de brotos,
um segundo experimento foi realizado, no qual diferentes concentracdes
(0,15 0,2 e 0,3 pM) da auxina ANA (acido «-naftalenoacético) foram
adicionadas ao meio basico associadas a melhor citocinina, verificada apds
o primeiro experimento. 0Os meios nutritivos tiveram o pH ajustado em 5,8 e
foram solidificados com agar (8 g.L', Merck), antes da esterilizacdo em

autoclave (121°C, 104 KPa) por 15 min.
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As culturas foram mantidas em camara de crescimento a 26+2°C, sob
intensidade luminosa de 45 pmol m?®s' e fotoperiodo de 16 h, durante 120
dias. A cada 30 dias, os brotos proliferados (> 0,5 cm) foram
individualizados e subcultivados em meio de cultura de igual composicdo.
Durante quatro subculturas (120 dias), avaliou-se a porcentagem de
explantes responsivos, o numero de brotos formados por explante e o tamanho

dos brotos formados.

3.2.3.2 Alongamento e Enraizamento in vitro

Apos 120 dias de cultura, os brotos propagados in vitro foram
individualizados e inoculados em frascos de vidro contendo 30 mL de meio de
cultura MS sem reguladores de crescimento (MSO). Os frascos de cultura (65
mm x 85 mm), contendo quatro brotos em cada, foram vedados com tampa de
polipropileno. As culturas foram mantidas durante 30 dias nas mesmas
condi¢des fisicas descritas anteriormente, onde foram avaliados a taxa de

enraizamento e o comprimento dos brotos.

3.2.3.3 Aclimatizacdo

Apbs 30 dias de cultivo, os brotos enraizados in vitro foram selecionados e submetidos
a aclimatizacdo. Inicialmente, as plantas foram removidas dos frascos de cultura e suas raizes
lavadas para remocao do excesso de meio de cultura aderido. Em seguida, os brotos foram
transferidos para vasos plasticos contendo como substrato terra vegetal adubada (West
Garden™). Os vasos foram cobertos com uma campéanula de plastico transparente,
previamente umedecida com dgua corrente e a rega realizada em dias alternados. As plantas
foram mantidas em sala ambiente, com temperatura de 28 + 2°C e sob iluminagdo natural.
Apds uma semana, a campanula foi removida dos vasos e o desenvolvimento das plantas
acompanhado durante trés meses. Avaliou-se a taxa de sobrevivéncia e o comprimento das

plantas aclimatizadas.

3.2.4 Avaliacdo da abscisao foliar

Parte dos brotos enraizados em meio MS0 foi mantida sob condi¢des in vitro, visando
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a manutencao de um estoque de plantas sadias e em condi¢des assépticas, para posterior uso
como fonte de explantes em outros ensaios de cultura de tecidos vegetais. Apds 30 dias em
meio MSO0, as plantas enraizadas foram seccionadas na regido basal do eixo caulinar (cerca de
2,0 cm), subcultivadas em meio de cultura fresco, de igual composi¢ao, ¢ mantidas em camara
de crescimento a 26+2°C com fotoperiodo de 16 h.

Apbs o segundo subcultivo, observou-se um aumento na queda foliar das plantas
mantidas in vitro em meio MSO0. Para avaliar se a abscisao foliar decorria da disponibilidade
de 4gua no meio de cultura, foi realizado um experimento no qual os brotos foram
subcultivados em meio MS, com 30 gL' de sacarose, sem reguladores de crescimento, porém
com diferentes concentragdes de agar (8; 10 ou 12 g.L™"). Foram inoculados quatro brotos em
cada frasco de cultura. A cada 30 dias, as plantas foram subcultivadas para novo meio de
cultura, de mesma composicdo, onde a abscisao foliar foi avaliada a partir do numero de
folhas caidas em cada frasco de cultura. As culturas foram subcultivadas e avaliadas durante

90 dias (trés subculturas).

3.2.6 Analise quantitativa de proteinas totais

3.2.5.1 Preparo das amostras

Folhas obtidas de plantas cultivadas a campo e de plantas aclimatizadas foram pesadas
e secas em estufa a 40°C, até peso constante, para obten¢ao dos pesos de matéria fresca e seca
das amostras. Em seguida, o material foi triturado e submetido a extracdo com alcool metilico
(Merck) a 26£2°C, no escuro, sob agitagdo constante, durante 14 dias. Os extratos obtidos
foram filtrados em papel Whatman (n°1), concentrados sob pressao reduzida a 40°C e secos a
vacuo em evaporador rotativo até peso constante.

Para a realizagdo da dosagem de proteinas, os extratos secos foram dissolvidos em
dimetil sulfoxido (DMSO) e estocados na concentracao de 100 mg/mL, a 10°C e no escuro. A

diluicao das amostras foi realizada no momento da realizacao de cada experimento.

3.2.5.2 Quantificacdo de proteinas totais

O método empregado para a determinag@o de proteinas totais nas folhas de P. aculeata
foi o teste do biureto (GORNALL et al., 1949). O ensaio se baseia na reacao do biureto
(composto formado a partir da degradagdo da uréia a 180 °C) com solugdo alcalina de sulfato
de cobre, onde os ions Cu®" se ligario aos atomos de nitrogénio presentes no biureto,
formando um complexo de coloragdo violeta. Deste modo, uma vez que as ligacdes na

molécula de biureto sdo muito semelhantes as ligacdes peptidicas entre os aminoacidos, a



57

reacdo entre proteinas e o sulfato de cobre, em solugdo alcalina, também promove a formacgao

de um composto de cor violeta, sendo conhecido como Teste do Biureto (Figura 7).

. ~ ’ + . .
Figura 7 - Reagdo entre o ion Cu’ presente no reagente de biureto com os grupamentos amina

dos aminoacidos.

Fonte: Adaptado de http://www.fcfar.unesp.br/alimentos/bioquimica/praticas_proteinas/reacoes _coradasdois3.
htm. Acesso em margo de 2015.

Para a realizag¢do do teste, o reagente de biureto foi preparado a partir da dissolugdo de
1,5 g de CuSO4-5H,0 e 6 g de NaKC4H406°4H20 em 500 mL de agua destilada. Em seguida,
adicionou-se, sob agitacdo, 300 mL de solu¢do de NaOH a 10% (p/v) e 1 g de KI. A solugdo
teve seu volume final aferido em 1L ap6s adi¢ao de agua destilada.

A reacdo foi conduzida em tubos de ensaio, nos quais foram adicionados 25 pL de
amostra em diferentes concentracdes (3,125; 6,25; 12,5 e 25 mg/mL) e 350 pL de reagente de
biureto. Os tubos foram agitados e, ap6s 15 min, as amostras (100 pL) foram aplicadas em
uma placa de 96 pocos, para leitura em espectrofotdmetro a 570 nm. A quantificacdo de
proteinas foi realizada a partir da curva padrao de BSA (albumina de soro bovino). O

experimento foi conduzido em triplicata e foram realizadas duas repeticdes.

3.2.7 Analise estatistica

Os resultados referentes a germinagdo in vitro, a propagacdo in vitro e a quantificagéo
de proteinas foram submetidos a analise de variancia (ANOVA one way) e as médias
comparadas pelo Teste de Tukey, com 95% de confianga (p < 0,05). Entretanto, na avaliagdo

de duas variaveis independentes na propagagao in vitro, como o tipo de meio basico e o tipo
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de fitorregulador, assim como o tipo e a concentragdo do fitorregulador, utilizou-se o
ANOVA two way, sendo realizado o pds-teste de Bonferroni para comparagdo entre as médias
obtidas. Em todas as andlises foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism 5

(GraphPad Software, Inc.).

3.3 Resultados
3.3.1 Germinagao in Vvitro
Os frutos maduros fornecidos pelo Sitio Flora Bioativas apresentaram peso de matéria

fresca de 5,37 £ 1,58 g e possuem em média 2,74 £ 1,57 sementes, as quais se mostravam
negras, brilhantes, com formato lenticular e com cerca de 0,021 + 0,005 g de peso de matéria
fresca (Figura 8 A - C).

Uma semana ap6s a inoculagdo das sementes de P. aculeata em meio MS sem
fitorreguladores, foi possivel observar a protrusdo radicular em algumas sementes, indicando
o inicio do processo germinativo. O desenvolvimento pos-seminal sob condigdes in vitro
ocorreu ao longo de sete semanas, sendo acompanhado desde a emergéncia da radicula até a

formagao e expansdo do primeiro par de folhas.

Figura 8 - Amostras de Pereskia aculeata Mill.
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Legenda: A- Material botanico depositado em herbario com ramo contendo frutos em diferentes estagios de
maturagdo; B- Frutos maduros; C- Sementes maduras coletadas a partir dos frutos. Barras=1 cm.

Todos os protocolos testados para a desinfestacdo das sementes mostraram-se
eficientes, uma vez que nao foi verificada contaminagdo fungica ou bacteriana em nenhum
dos tratamentos realizados. Nas sementes submetidas ao menor tempo de exposi¢ao ao NaOCl
(tratamentos E1 e T1), o inicio do processo germinativo foi observado apds uma semana de
cultura, enquanto nos demais tratamentos a germinag¢do ocorreu apenas a partir da terceira
(T2) e da quarta semana (E2). Independentemente do tratamento de desinfestagdo ao qual as
sementes foram submetidas, a maior porcentagem de germinagdo ocorreu entre a quarta e
quinta semana, exceto para o tratamento T2, onde a maior parte das sementes germinou entre
a terceira e quarta semana apo0s o inicio das culturas (Figura 9).

Apo6s 10 semanas de cultivo, foi possivel verificar que as sementes submetidas a
desinfestagdo com solu¢do de NaOCl a 2% acrescido de Tween 80 (0,05%) por 20 min.
(tratamento T2) apresentaram a maior porcentagem de germinacao (90,6%) e o maior valor de
IVG (0,70), o qual mostrou-se estatisticamente diferente dos demais (Tabela 2). Por outro
lado, o tratamento E2 (Etanol, 1 min + NaOCl a 1%, 20 min) mostrou-se 0 menos eficiente
para germinagdo in vitro de P. aculeata, considerando os baixos valores obtidos na

porcentagem e na velocidade de germinacao (Tabela 2).
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Figura 9 - Germinagao in vitro de sementes P. aculeata submetidas a diferentes tratamentos de

desinfestagcdo ao longo de 10 semanas de cultivo em meio MSO.

Legenda: E1- Etanol (1 min) + NaOCl 1% (10 min); E2- Etanol (1 min) + NaOCl 1% (20 min); T1- NaOCI 2%
+ Tween 80 (0,05%, 10 min); T2- NaOCl 2% + Tween 80 (0,05%, 20 min).

Tabela 2 - Valores da porcentagem de germinacdo, do indice de velocidade de germinagao

(IVG) de sementes de P. aculeata submetidas a diferentes tratamentos de

desinfestagao.
Tamanho das plantulas (cm
fratamento dlzogrecrell:ltiigaz?o e Raiz Hipocl:)(')tilo (Epi)cétilo
E1l 85,0+5,00a 0,54+0,01b 957+£043a 3,75£0,29a 0,69 £0,06a
E2 533+£288¢ 036+0,0ld 9,00£0,43a 3,62+0,38a 0,60+0,04a
T1 70,0£5,000 0,45+0,05¢ 9,70+0,35a 3,57+0,44a 0,68+0,04a
T2 90,6 £2,88a 0,70+£0,03a 10,25+0,64a 3,85+0,37a 0,80+£0,09a

Legenda: Os dados representam a média = desvio padrdo. Em cada coluna, a mesma letra indica ndo haver
diferenca estatistica pelo teste de Tukey a 5%.

Entretanto, embora o protocolo de desinfestagdo das sementes tenha influenciado nos

parametros citados anteriormente, ndo mostrou influéncia no desenvolvimento das plantulas
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sob condigdes in vitro. Apos cerca de 50 dias de cultura, as plantulas apresentaram um
crescimento muito semelhante, ndo exibindo diferengas significativas em relagcdo ao tamanho
da raiz, do hipocétilo e do epicétilo, independentemente do tratamento realizado para assepsia
das sementes (Tabela 2). Deste modo, considerando os resultados obtidos em relagdo a
porcentagem de germinacdo e o IVG, a desinfestacdo com NaOCl a 2% + Tween 80 a 0,05%
por 20 min. (tratamento T2) foi selecionado como o melhor protocolo para a assepsia de
sementes de P. aculeata obtidas a partir do Sitio Flora Bioativas (Porto Belo-SC).

Plantulas com 50 dias foram consideradas adequadas como fonte de explantes para os
experimentos de propagacdo in vitro. Neste periodo, as plantulas apresentavam raiz principal
com 10,25 + 0,64 cm, hipocétilo de 3,85 + 0,37 cm, epicotilo com 0,80 £ 0,09 cm, um par de

folhas cotiledonares expandidas e 1 a 2 pares de folhas (Figura 10).

Figura 10 - Germinagdo in vitro e desenvolvimento pds-seminal de P. aculeata em meio

basico MS sem fitorreguladores, ao longo de sete semanas de cultivo.

Legenda: Barra=1 cm.

3.3.2 Micropropagacao
3.3.2.1 Indugdo de gemas e proliferagao de brotos

A partir da segunda semana ap6s o inicio das culturas foi possivel observar a

multiplicagdo de gemas a partir dos explantes nodais inoculados nos diferentes meios de
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cultura, enquanto os explantes hipocotiledonares e foliares permaneciam verdes e mostravam-
se intumescidos.

Ao longo do primeiro més de cultura, os explantes de hipocoétilo e folha nao
apresentaram resposta morfogenética, independentemente do meio de cultura basico e do
fitorregulador testados. Contudo, a fim de induzir & organogénese, estes explantes foram
subcultivados para novo meio de cultura de mesma composicao. Apds 60 dias de cultivo, os
explantes mostravam-se levemente oxidados e permaneciam sem expressar qualquer tipo de
resposta morfogenética. Neste periodo, os experimentos de inducdo de gemas a partir de
segmentos de hipocotilo e de folha foram encerrados.

A proliferagdo de brotos a partir dos explantes nodais foi observada nos diferentes
meios de cultura suplementados com os fitorreguladores BA e KIN, usados isoladamente,
independentemente da composi¢do do meio basico e da concentragdo do regulador de
crescimento. Apods 30 dias de cultura, verificou-se que a indugdo de gemas e a proliferagao de
brotos de P. aculeata ocorreram apenas em explantes nodais a partir da multiplicagdo de
gemas axilares.

Os explantes nodais apresentaram alta porcentagem de regenera¢do de brotos quando
mantidos em meios basicos MS ou B5, mas principalmente, quando cultivados em presenga
do fitorregulador BA. As culturas mantidas em meios suplementados com BA exibiram altas
taxas de regeneracdo, sobretudo nas concentragdes mais altas, enquanto nos meios contendo
KIN, o aumento da concentracao deste fitorregulador propiciou uma redug@o na porcentagem
de regeneragdo de brotos (Figura 11).

Ao final de 120 dias, as culturas mantidas em meio basico MS ou BS5 suplementado
com 10 uM de BA alcangaram os maiores valores para a taxa de regeneragdo de brotos
(98,75% e 97,33 %, respectivamente), porém sem diferenca estatistica dos demais tratamentos
(Figura 11).

Ao longo do periodo de cultivo in vitro, foi possivel observar que a composicdo de sais
e de vitaminas do meio de cultura exerceu influéncia na producdo de brotos de P. aculeata.
Além disso, verificou-se que independentemente do meio basico, o aumento da concentragao
do fitorregulador (BA ou KIN) favoreceu a multiplicacdo de gemas axilares e a formagdo de

brotos, especialmente em presenca do regulador de crescimento BA (Figura 12).

Figura 11 - Porcentagem de regeneragdo de brotos de P. aculeata a partir de explantes nodais
cultivados em meios basicos MS ou B5 suplementados com diferentes

concentracoes de BA ou KIN.
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Legenda: Os dados representam a média + desvio padrdo. Letras iguais sobre as barras indicam ndo haver
diferenga estatistica pelo teste de Tukey a 5%.

Deste modo, os maiores valores para o numero médio de brotos produzidos por
explante foram sempre obtidos nas concentracdes mais elevadas do fitorregulador. A maior
produgdo de brotos (4,36 + 0,85) foi alcancada a partir do cultivo de explantes nodais em
meio basico MS suplementado com 10 uM de BA, apds 60 dias de cultura. Nas culturas
mantidas em meio MS contendo o fitorregulador KIN, o maior valor produzido foi de 2,27 +
0,42 brotos por explante. Entretanto, apesar de favorecer a multiplicagdo de brotos, a presenca
de altas concentragdes de citocinina no meio de cultura induziu o desenvolvimento de calos
na base dos explantes. As culturas mantidas em meios MS suplementados com 8 ou 10 uM de
BA ou KIN, exibiam a forma¢ao de uma massa calogénica compacta de coloracio esverdeada
na base dos explantes, a qual crescia ao longo do periodo de cultura.

Os explantes nodais cultivados em meio basico BS apresentaram um comportamento
similar as culturas mantidas em meios MS. Nas culturas mantidas em meio B5, as melhores
respostas também foram observadas nos meios contendo BA, porém com valores inferiores de
producdo de brotos em relacdo ao meio MS (Figura 12). Independente da concentracao de
citocinina adicionada ao meio verificou-se que as culturas mantidas em meio béasico B5 ndo
apresentaram formacao calogénica na base dos explantes.

Figura 12 - Numero de brotos produzidos por explante nodal de P. aculeata cultivado em

meios MS ou B5 suplementado com diferentes concentragdes de BA ou KIN.
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Legenda: Os dados representam a média + desvio padrdo. Letras iguais sobre as barras indicam ndo haver
diferenca estatistica pelo teste de Tukey a 5%.

A fim de identificar qual dos fatores analisados exerceu maior influéncia na
propagacao in vitro de P. aculeata, foi realizado o teste de variancia ANOVA two way, no qual
as diferentes varidveis foram avaliadas de forma independente. Na analise do efeito do tipo de
meio basico (MS ou B5) e do tipo de fitorregulador (BA ou KIN), foi possivel verificar que o
tipo de regulador de crescimento constituiu a principal fonte de variagdo nos resultados
obtidos para a taxa de regeneragdo de brotos e para o niumero de brotos produzidos por

explante, com valores de 27,4 % e 62,23 %, respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3 - Porcentagem de variacdo da taxa de regeneracdo e do nimero de brotos de P.
aculeata produzidos por explante em relagdo ao tipo de meio basico e tipo de

fitorregulador adicionado ao meio de cultura.

Porcentagem de variacao (%)

Fonte de variacao Taxa de Nimero de
regeneracio brotos/explante
Interacao 0,85 0,35
Meio basico
(MS / BS) 10,57 3,62
Tipo de fitorregulador
(BA / KIN) 274 62,23

Considerando que o tipo de fitorregulador utilizado exerceu maior efeito do que o tipo
de meio bésico, realizou-se uma nova andlise de variancia entre o tipo e a concentragdo do

fitorregulador em relacdo aos meios basicos de cultura, visando identificar qual dos fatores ¢ a
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principal fonte de variagdo na micropropagacdo de P. aculeata. A partir desta analise,
verificou-se que o tipo de fitorregulador exerceu maior influéncia na taxa de regeneracdo de
brotos, tanto nas culturas em meios MS (13,87 %) quanto em meios B5 (31,07 %). Entretanto,
em relacao ao nimero de brotos produzidos por explante, a concentragdo do fitorregulador foi
o componente principal de varia¢do para os meios MS (44,20 %), enquanto para os meios B5

o tipo de fitorregulador continua sendo a principal fonte de variagdo (31,07 %) (Tabela 4).

Tabela 4 - Porcentagem de variacdo da taxa de regeneracao e do numero de brotos de P.
aculeata produzidos por explante em relagdo ao tipo ¢ a concentragdo do

fitorregulador adicionado aos diferentes meios de cultura.

Porcentagem de variacio (%)

Fonte de variacao Taxa de regeneracido Numero de brotos/explante
MS B5 MS BS
Interacao 9,19 22,73 3,90 22,73
Tipo de fitorregulador
(BA/KIN) 13,87 31,07 31,48 31,07
Concentragao
(2,4,8, 10 M) 3,77 4,93 44,20 4,93

O tamanho dos brotos proliferados a partir da multiplicacdo de gemas axilares parece
ndo ter sido influenciado pela composi¢do do meio bésico ou pelo fitorregulador adicionado
ao meio de cultura. Ao final de 120 dias de cultivo, pode-se observar que os todos os brotos
proliferados apresentaram um pequeno desenvolvimento, independentemente do meio de
cultura ao qual estavam submetidos (Tabela 5). Os maiores valores para tamanho dos brotos
(1,15 £ 0,09 cm) foram obtidos aos 60 dias nas culturas mantidas em meio MS suplementado
com 10 uM de KIN, porém sem diferenca estatistica das culturas mantidas em meio MS

contendo 8 uM de KIN ou 10 uM de BA (Tabela 5).

Tabela 5 - Comprimento dos brotos micropropagados de P. aculeata
obtidos a partir da multiplicagdo de gemas axilares, apos 60 dias de

cultura.
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Cra . Concentracio Comprimento
Meio basico Fitorregulador M) dos brotos (cm)
2 0,50 + 0,13 be
4 0,59 +0,08 b
BA
8 0,78 = 0,09 b
10 0,96 +0,10 a
MS
2 0,55+ 0,08 be
4 0,63 +0,05b
KIN
8 0,85+0,07 a
10 1,15+ 0,09 a
2 0,45+0,12b
4 0,53 +£0,15b
BA
8 0,58 +£0,14 b
10 0,65 +0,09 b
BS
2 0,47+ 0,13 be
4 0,48 £ 0,21 be
KIN
8 0,65+ 0,08 b
10 0,58 £0,02 b

Legenda: Os dados representam a média + desvio padrao. Em cada coluna, a mesma letra
indica ndo haver diferenca estatistica pelo teste de Tukey a 5%.

Ao longo do periodo de cultivo, foi possivel observar que os brotos proliferados em
meio basico MS mostravam-se mais vigorosos € de coloragdo verde intensa, caracteristicas
fenotipicas semelhantes aquelas encontradas na planta-mae. Entretanto, nas culturas mantidas
em meio basico B5, os brotos apresentavam-se menores ¢ com folhas de coloragdo verde
clara, exibindo uma alteragdo em relagao ao seu fendtipo normal (dados ndo mostrados).

O subcultivo dos brotos para novo meio de mesma composicao a cada 30 dias, durante
120 dias, ndo favoreceu a regeneracdo e a produgdo de brotos de P. aculeata. Estes resultados
indicam a realizagdo do subcultivo dos brotos até a segunda ou a terceira semana de cultivo,
periodo em que se verificou um aumento dos valores dos pardmetros avaliados. As maiores
taxas de regeneracao de brotos (100%) foram obtidas no primeiro subcultivo nas culturas
mantidas em meios de cultura suplementados com BA, independente da composicao do meio

basico (Figura 13).
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Figura 13 - Taxa de regeneracdo de brotos de P. aculeata cultivados em meios basicos MS e

B5 suplementados com BA ou KIN ao longo das quatro subculturas.

Legenda: Os dados representam a média das quatro concentragdes testadas (2, 4, 8 e 10 uM) = desvio padrao.

Na prolifera¢ao de brotos por explante, foi possivel verificar que os maiores valores
foram alcancados na segunda subcultura (60 dias), independentemente da composi¢do do
meio basico e do fitorregulador adicionado ao meio de cultura. A partir do terceiro subcultivo,
observou-se uma reducdo na producao de brotos, especialmente nas culturas mantidas em
meio basico MS, sobretudo suplementadas com a citocinina KIN.

A presenga do fitorregulador BA favoreceu a multiplicacdo de gemas, resultando nos
maiores valores de proliferagdo de brotos, independentemente do meio basico e do periodo de
cultivo. Contudo, observou-se que as culturas mantidas em meio basico MS apresentaram
uma grande variagdo na producdo de brotos ao longo das subculturas, enquanto que a
producdo de brotos mais homogénea em meio basico BS5 suplementados com a mesma
citocinina, durante todo o periodo de cultura (Figura 14).

Uma andlise geral das culturas suplementadas com BA e KIN, indica que a maior
producdo de brotos por explante nodal (3,6 + 0,75) foi obtida a partir da multiplicacdo de
gemas axilares nas culturas mantidas em meio basico MS suplementado com BA, por ocasido
da segunda subcultura (Figura 14). Nas culturas mantidas em meio basico B5, os maiores
valores na producao de brotos (2,37 £ 0,12) também foram alcancados apos 60 dias de cultivo
em meios contendo BA, porém este resultado ndo difere estatisticamente daqueles obtidos nas

demais subculturas (Figura 14).

Figura 14 - Numero de brotos produzidos a partir da multiplicagdo de gemas axilares em
meios basicos MS e B5 suplementados com diferentes concentragdes de BA e

KIN ao longo das quatro subculturas.
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Legenda: Os dados representam a média das quatro concentragdes testadas (2, 4, 8 ¢ 10 uM) * desvio padrao.

Considerando os resultados obtidos em relagdo aos parametros avaliados (taxa de
regeneragdo, numero de brotos produzidos por explante e tamanho dos brotos) e aos aspectos
morfologicos observados nos brotos proliferados in vitro, o meio basico MS suplementado
com 10 uM de BA foi selecionado para a proliferacdo de brotos de P. aculeata a partir de
explantes nodais. Deste modo, a fim de otimizar a multiplicagdo de brotos na espécie, novos
experimentos foram realizados adicionando-se a auxina ANA ao meio de cultura selecionado
anteriormente, em diferentes concentragdes (0,1; 0,2 e 0,3 uM). Duas semanas ap6s o inicio
das culturas, observou-se que a presenca deste regulador de crescimento ndo favoreceu a
multiplicac@o de brotos de P. aculeata, independente da concentracao testada. Ap6s 30 dias de
cultivo, a associag¢do entre os fitorreguladores ANA e BA reduziu a taxa de regeneracdo e
suprimiu a proliferagdo de brotos a partir dos explantes nodais. Além disso, foi possivel
observar a presenca de massas calogénicas compactas na base dos explantes, as quais se
mostravam maiores na maior concentragdo de ANA testada. Por esta razdo, devido ao aspecto
apresentado pelas culturas, as avaliagdes deste experimento foram encerradas apos 30 dias de

cultivo.

3.3.2.2 Alongamento, Enraizamento e Aclimatizagdo das plantas

Os brotos proliferados em meio MS contendo 10 uM de BA foram
selecionados para os experimentos de alongamento e enraizamento I1n vitro e
posterior aclimatizacdo das plantas.

Ap6s uma semana da transferéncia dos brotos micropropagados para o
meio de cultura MSO, foi possivel observar o desenvolvimento de raizes

adventicias, por organogénese direta, a partir da base do eixo caulinar.
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Inicialmente, as raizes formadas apresentaram coloracdo branca, a qual se
tornou bege ao longo do periodo de cultura. O alongamento e o enraizamento
in vitro foram verificados em 100% dos brotos cultivados durante 30 dias em
meio MSO. Neste periodo, as plantas enraizadas 1n vitro exibiam eixo
caulinar com 3,75 £ 0,12 cm de comprimento e producdo de trés a cinco
raizes adventicias por broto, as quais apresentavam 4,81 + 0,33 cm de

comprimento (Figura 15 B).

Figura 15 - Micropropagacdo de Pereskia aculeata.

Legenda: A- Multiplicagdo de gemas axilares a partir de explantes nodais cultivados em meio MS +
10 uM de BA; B- Enraizamento in vitro em meio MS0; C- Plantas aclimatizadas em substrato
de terra vegetal, apos 3 meses em ambiente natural, D- Manutenc¢do das culturas in vitro em
meio MSO solidificado com 10 g.L™" de 4gar. Barras=1 cm.

As plantas enraizadas in vitro apresentaram uma plena adaptagdo a condigdo
autotrofica, uma vez que 100% das plantas transferidas para vasos contendo terra vegetal e

mantidas em sala ambiente foram aclimatizadas com sucesso. Ao final de trés meses de
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cultivo, as plantas apresentavam eixo caulinar de 11,75 + 1,05 cm de comprimento e

mostravam-se fenotipicamente idénticas a planta matriz (Figura 15 C).

3.3.3 Avaliacdo da abscisdo foliar

Os brotos enraizados em meio MSO foram subcultivados visando a formacao de um
estoque de plantas saudaveis, homogéneas e em condigdes fitossanitarias ideais. Entretanto,
apos a segunda subcultura, os brotos comecaram a exibir senescéncia foliar, principalmente
nos 6rgdos mais antigos, resultando em abscisdo foliar. Este fato continuou sendo observado
nas subculturas subsequentes, tornando-se a abscisao foliar cada vez mais intensa ao longo do
tempo. Considerando-se que este fato poderia estar relacionado a grande disponibilidade de
agua para a planta cultivada in vitro, avaliou-se o efeito do aumento da concentragdo do
agente solidificante no meio de cultura sobre a senescéncia e queda foliar de plantas
micropropagadas de P. aculeata mantidas em meio MS0.

Apos 60 dias de cultura, foi possivel observar uma redugao da abscisdao foliar nos
brotos mantidos em meios MS sem fitorreguladores, solidificados com concentragcdes mais
elevadas de agar (Tabela 6). Embora tenha sido observada uma pequena queda foliar, os
brotos mantidos em meio MSO contendo 12 gL de 4gar apresentaram uma redugdo no
enraizamento in Vitro, provavelmente devido ao aspecto compacto apresentado pelo meio de
cultura, o qual dificulta o desenvolvimento das raizes. Dessa forma, as plantas estoque de P.
aculeata foram mantidas in vitro em meio basico MS sem reguladores de crescimento e

solidificado com 10 gL' de agar (Figura 15 D).

Tabela 6 - Efeito da concentragdo de agar sobre a abscisdo
foliar de plantas de P. aculeata mantidas in vitro

em meio MS sem fitorreguladores.

Agar (g.L Numero de folhas caidas
8 1191+£2,42a
10 595+1,58b
12 342+1,23b

Legenda: Os dados representam a média + desvio padrio.
Letras iguais na coluna indicam ndo haver diferenca
estatistica pelo teste de Tukey a 5%.

3.3.4 Quantificacdo de proteinas totais

A analise da quantidade de proteinas totais presentes nas folhas de P. aculeata obtidas

de plantas de campo e de plantas aclimatizadas foi realizada a partir de uma anélise
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colorimétrica utilizando o teste do biureto. A determinagdo de proteinas nas amostras de P.
aculeata foi determinada utilizando a equagio da reta (y= 0,00446x + 0,003159/ R*= 0,997)
obtida a partir da curva de calibracdo do BSA.

A partir dos resultados obtidos foi possivel observar que ambas as amostras
apresentaram alto teor proteico, com destaque para as folhas obtidas de plantas cultivadas a
campo que apresentaram 15,21 + 1,72 mg.mL™" de proteinas totais (equivalente a albumina)
em 25 mg.mL" de amostra, porém sem diferenca significativa do extrato foliar obtido de

plantas aclimatizadas (Tabela 7).

Tabela 7 - Quantificagdo de proteinas totais em folhas de P. aculeata obtidas de

plantas de campo e plantas aclimatizadas.

Equivalente a albumina

Orgao vegetal Fonte de material botanico (mg.mL'l extrato)
Plantas de campo 1521 +1,72 a
Folhas —
Plantas aclimatizadas 12,59 +£1,49 a

Legenda: Os dados representam a média + desvio padrdo. Letras iguais na coluna indicam nao haver
diferenca estatistica pelo teste de Tukey a 5%.

Com base nos resultados alcancados neste ensaio, pode-se concluir que o processo de
propagacdo in vitro da espécie ndo influenciou no contetdo total de proteinas presentes nas
folhas. Assim, a micropropagagdo pode ser empregada como fonte de produgdo de biomassa

foliar rica em proteinas, a qual pode ser explorada comercialmente pela induastria alimenticia.

3.4 Discussao

A germinagdo consiste na retomada do crescimento e desenvolvimento do embrido, o
qual foi interrompido ou retardado durante a maturacdo e a dispersdo das sementes (RAVEN
et al., 2001). Segundo Fosket (1994), durante esta etapa ¢ reassumida a transcri¢cao dos genes,
reativada a sintese de enzimas para a hidrdlise das reservas, acompanhado de um acentuado
aumento do metabolismo e das taxas de respiracdo. A andlise do processo germinativo, além
de fornecer dados sobre as diferentes fases do desenvolvimento pds-seminal, desempenha um
papel fundamental nos estudos biogeograficos, uma vez que a distribuicdo geografica e as

preferéncias ecoldgicas de muitas espécies sdo determinadas pela faixa de condigdes
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ambientais toleradas pela germinagdo de suas sementes (CASTRO, 2001).

Neste estudo optou-se pela germinagdo sob condigdes in vitro a fim de garantir um
continuo fornecimento de plantas matrizes em bom estado fisiologico e fitossanitario para
serem utilizadas como fonte de explantes na cultura de tecidos vegetais. Esta metodologia tem
sido aplicada para diferentes espécies de cactos e possui muitas vantagens, uma vez que além
de eliminar a etapa de desinfestagdo, a qual pode danificar os tecidos vegetais e comprometer
a iniciacdo das culturas, o material em estado juvenil apresenta um maior potencial as
respostas morfogénicas (BALCH; FIGUEROA, 2002; SANTOS-DIAZ et al., 2003).

A desinfestacdo das sementes constitui uma etapa fundamental no processo de
germinagdo in Vvitro, uma vez que os agentes desinfestantes precisam garantir a assepsia das
sementes, sem prejudicar o desenvolvimento do embrido. Na desinfestagdo do material
botanico podem ser utilizadas diversas substincias de a¢do germicida, como o etanol, o
hipoclorito de so6dio e o de célcio, além dos detergentes de cozinha ou Tween 80, os quais
podem ser aplicados na solugdo desinfestante, com o objetivo de facilitar o contato dos
agentes esterilizantes com o tecido, por reduzir a tensdo superficial (TORRES et al., 1998). O
detergente deve ser adicionado em teor muito baixo, enquanto a concentracdo dos agentes
desinfestantes e o tempo de exposi¢do pode variar, de acordo com o tamanho e a natureza do
explante (CARVALHO et al., 2006).

No presente trabalho, a auséncia de contaminagdo nas culturas, indica que os
tratamentos com etanol e/ou NaOCI garantiram uma desinfestacdo eficiente para as sementes
de P. aculeata obtidas do Sitio Flora Bioativas (Porto Belo-SC). Entretanto, a concentragdo e
o tempo de exposicdo ao NaOCl influenciaram na porcentagem e na velocidade de
germinagdo das sementes, embora ndo tenham exibido efeito no desenvolvimento das
plantulas. Sementes desinfestadas com solu¢do de NaOCl a 2% + Tween 80 a 0,05% por 20
min. (tratamento T2) apresentaram os maiores valores relativos a taxa de germinagdo e ao
indice de velocidade de germinacgdo, superiores estatisticamente aos demais tratamentos. Estes
resultados indicam que as sementes de P. aculeata ndo apresentam tegumento impermeavel e
necessitam de uma leve escarificacdo quimica para estimular o desenvolvimento embriondrio.

Em ambiente natural, os frutos e sementes de cactaceas constituem uma valiosa fonte
de alimento em locais desérticos, onde muitos passaros e mamiferos atuam como importantes
agentes dispersores de sementes. Em P. aculeata, os frutos carnosos de colorag¢ao alaranjada
atraem muitos animais frugivoros, que realizam a dispersdo a partir da planta matriz
geralmente através da regurgitacdo ou defecacdo das sementes (endozoocoria), favorecendo a

germinagdo € o estabelecimento de uma nova planta (ROJAS-ARECHIGA; VAZQUEZ-



73

YANES, 2000). De fato, em estudos de Pedroni e Sanchez (1997), as sementes de P. aculeata
coletadas a partir das fezes de macacos apresentaram uma germinac¢ao mais eficiente do que
as sementes obtidas diretamente de frutos intactos, provavelmente devido a escarificagdo
quimica promovida pela acdo das enzimas ao longo do trato digestorio.

A germinagdo de P. aculeata sob condig¢des in vivo tem sido obtida com sucesso tanto
em substrato papel de filtro como em casca de arroz carbonizada e solo organico, sendo
alcangadas altas taxas de germinacdo (cerca de 90% e 98%, respectivamente) (HIGA et al.,
2009; ARAUJO; MOREIRA, 2010). Neste estudo, as sementes de P. aculeata submetidas ao
tratamento T2 e cultivadas em meio basico MS sem fitorreguladores, apresentaram uma
elevada taxa de germinacdo (90,6%), apds 10 semanas de cultivo. Resultados positivos na
germinagdo in vitro também foram obtidos por Higa e colaboradores (2009), os quais
alcangaram 100% de germinag@o de sementes de P. aculeata cultivadas em meio basico MS
com 50% da composi¢ao salinica. Entretanto, neste trabalho a desinfestacdo das sementes
com etanol (1 min) e NaOCI (1%, 10 min) resultou em 11% de contaminagado fingica.

De modo geral, a temperatura favoravel a germinagdo das sementes de cactos varia
entre 17 e 34°C, com valores 6timos de resposta geralmente em torno de 25°C (NOBEL,
1988). Nos estudos in vitro citados anteriormente, a germinagao das sementes de P. aculeata
ocorreu de modo muito satisfatério em uma faixa de temperatura entre 25 ¢ 28°C, sob um
fotoperiodo de 16 h. Segundo Pedroni e Sanchez (1997), o desenvolvimento pos-seminal de P.
aculeata ¢ indiferente a luz e ocorre sob uma ampla faixa de temperatura, embora Dau e
Labouriau (1974) tenham estabelecido a temperatura 6tima de 33°C para a obtengdo de 90%
de germinagdo sob condi¢des in Vivo.

O desenvolvimento poés-seminal de P. aculeata em meio MSO ndo foi influenciado
pelo tratamento de desinfestagdo no qual as sementes foram submetidas. Apds sete semanas
de cultivo, os maiores valores obtidos no tamanho das plantulas foram 10,25 = 0,64 cm de
raiz, 3,85 £ 0,37 cm de hipocétilo e 0,80 = 0,09 cm de epicédtilo, porém sem diferenga
significativa entre os tratamentos de desinfesta¢do. Nos estudos de Higa e colaboradores
(2009), a germinagdo em meio MS com 50% da composi¢do salinica ndo estimulou o
desenvolvimento radicular das plantulas, as quais apresentavam 3,68 cm de raiz principal e
eixo caulinar com 2,61 cm de comprimento, apds 28 dias de cultura.

Segundo Nonogaki e colaboradores (2010), a germinagdo ¢ caracterizada pela
capacidade do embrido, inserido no interior da semente, de retomar sua atividade metabolica
de forma orientada e sequencial, visando ao desenvolvimento das plantulas. Do ponto de vista

fisiologico, o processo germinativo € influenciado tanto pelas condigdes intrinsecas da
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semente, como impermeabilidade do tegumento, dorméncia e controle hormonal, quanto pelos
fatores externos, como disponibilidade de 4agua, luz e temperatura, uma vez que as sementes
sdo sensiveis as variagdes do ambiente que determinam a época adequada para a germinagao
(DONOHUE et al., 2010). Mihalte e colaboradores (2011) reportam que as sementes de
cactos apresentam diversas caracteristicas bioquimicas, fisioldgicas e morfoldgicas que
favorecem a germinag¢do em condi¢des aridas, como a presenga de complexos proteicos na
cuticula da semente, que aumentam a capacidade de absor¢do de agua (BREGMAN;
GRAVENA, 1997). Contudo, nos estudos de germinagédo in vitro, as caracteristicas inerentes
as sementes tornam-se mais relevantes, uma vez que as condigdes fisicas e quimicas sdo
controladas.

A maturidade fisiologica nem sempre ¢ alcangada sincronicamente em todas as
sementes, fazendo com que em muitas espécies, em um unico individuo € em um mesmo
fruto, possam ser encontradas sementes em diferentes estdgios de maturagdo (PREVIERO et
al., 1996). Neste trabalho, as sementes submetidas ao tratamento T2, que considerava o uso de
NaOCl 2% + Tween 80 (0,05%) por 20 min., apresentaram um maior Sincronismo no
processo germinativo, o qual ocorreu preferencialmente entre a terceira e a quarta semana de
cultivo, resultando em um alto indice de velocidade de germinacao (0,77), significativamente
superior aos demais tratamentos. A germinagao sincronica do lote de sementes ¢ fundamental
para a obtencdo de mudas homogéneas, em uma mesma fase de maturagdo fisiologica,
especialmente quando se objetiva o uso das plantulas como fonte de explantes para
experimentos de cultura de tecidos.

Na familia Cactaceae, a micropropagagdo consiste em uma valiosa ferramenta para a
rapida producdo de mudas, especialmente para espécies ameagadas, de valor econdmico ou
ornamental, cuja propagacdo a partir de sementes ou estacas ¢ insuficiente, seja pela limitada
producdo de sementes ou pelo crescimento lento de muitas espécies (OROZCO-
VILLAFUERTE et al., 2005). Neste trabalho, a capacidade de proliferagdo in vitro de P.
aculeata foi avaliada a partir de segmentos de hipocdtilo, epicotilo e folha, obtidos de
plantulas com 50 dias desenvolvidas em meio MS0. Os diferentes explantes foram inoculados
em meios basicos MS ou B5 suplementados com as citocininas BA ou KIN, em diferentes
concentragdes, ¢ mantidos sob condigdes controladas de luz, temperatura e fotoperiodo. A
obtengdo de explantes assépticos a partir de plantulas desenvolvidas in vitro tem sido
empregada em diversos protocolos de micropropagacdo de cactos, dada as vantagens da
desinfestacio de sementes sobre os demais 6rgios vegetais (QUIALA et al., 2009; GARCIA-
RUBIO; MALDA-BARRERA, 2010).
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Altas taxas de regeneracdo de brotos foram obtidas a partir de explantes nodais,
independente do meio basico, do fitorregulador e da sua concentragcao no meio de cultura. Em
todos os ensaios realizados nao foi possivel induzir a formagdo de brotos adventicios
diretamente a partir de explantes foliares e hipocotiledonares (organogénese direta), nem a
partir da formacdo de calos (organogénese indireta). Portanto, a prolifera¢ao in vitro de P.
aculeata ocorreu apenas a partir da multiplicagdo de gemas axilares. De modo geral, os
maiores valores de regeneracao de brotos foram obtidos nas culturas mantidas em meio basico
MS suplementados com BA, especialmente nas maiores concentracdes de BA, porém sem
diferenca estatistica entre os diferentes meios de cultura.

O tipo de explante exerce forte influéncia nas respostas morfogenéticas obtidas na
cultura in vitro. Em geral, sdo preferidos explantes jovens, obtidos de sementes ou orgdos
juvenis, que tenham sido retirados a partir de plantas sadias e em crescimento ativo
(TEIXEIRA, 2005). Apices caulinares, gemas axilares e meristemas isolados sdo os explantes
mais indicados para iniciar a micropropagacdo, uma vez que a presenga de gemas pré-
existentes reduz as chances de variagdo somaclonal, garantindo o estabelecimento de culturas
com alta fidelidade genética (FAISAL et al., 2006; WU et al., 2012).

A adicao de reguladores de crescimento ao meio de cultura foi fundamental para a
propagacao in vitro de P. aculeata a partir da multiplicagdo de gemas axilares, uma vez que a
produgdo adicional de brotos nao foi observada nas culturas mantidas sem fitorreguladores. A
proliferacdo de brotos ocorreu independentemente do meio bdsico e em todas as
concentragdes de BA e KIN testadas. Segundo Fay e Gratton (1992), a adigdo de citocininas
ao meio de cultura ¢ determinante para romper a dorméncia das aréolas influenciadas pela
dominancia apical. Nas cactaceas, os meristemas se localizam em estruturas denominadas
aréolas, as quais podem originar folhas, flores, espinhos ou novos ramos (OROZCO-
VILLAFUERTE et al., 2005). Contudo, na espécie em estudo, cada explante nodal geralmente
apresentava apenas uma gema axilar, visto que P. aculeata apresenta folhas alternas com
espinhos na base, ndo havendo aréolas dispersas ao longo do eixo caulinar.

Na avaliacdo da produgdo de brotos por explante, os maiores valores foram obtidos em
presenca do fitorregulador BA, independente na composicdo de sais e vitaminas do meio
basico. Durante todo o periodo de cultivo, foi possivel observar que as culturas mantidas em
meios contendo BA apresentaram resultados superiores aquelas suplementadas com KIN, em
todas as concentracdes testadas. No presente estudo, a maior produgdo de brotos por explante
(4,36 £ 0,45) foi alcancada em meio basico MS suplementado com 10 uM de BA, a partir da

multiplica¢do de gemas axilares, apds 60 dias de cultura.
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Muitas espécies da familia Cactaceae tém sido propagadas in vitro a partir do cultivo
de explantes em meio MS suplementado com a citocinina BA. Em Hylocereus costaricensis,
o maior numero de brotos (5 + 0,8) foi produzido nas culturas mantidas por 80 dias em meio
MS com 30 uM BA (VINAS et al., 2012), enquanto em Opuntia ficus-indica, o cultivo de
segmentos de cladddios contendo uma aréola em meio MS contendo 5 mg.L™' de BA induziu
a formagao de 15 brotos por explante, apos 6 semanas de cultivo (EL FINTI et al., 2012).
Martinez-Vazquez e Rublo (1989), utilizando explantes nodais obtidos da parte basal, média e
apical de plantulas in vitro de Mammillaria sp., obtiveram melhores resultados nos explantes
excisados da por¢do mediana da plantula, provavelmente devido ao balango hormonal mais
favoravel, uma vez que os demais explantes produziram calos. Deste modo, uma vez que as
respostas das plantas para a cultura in vitro sdo altamente dependentes do gen6tipo, ndo ha um
protocolo geral disponivel para as cactaceas (MACHAKOVA et al. 2008).

A partir da andlise de duas varidveis independentes (ANOVA two way), como o tipo de
meio basico (MS/B5) e o tipo de fitorregulador (BA/KIN), foi possivel observar que o tipo de
citocinina adicionada ao meio constituiu a principal fonte de variacdo para a taxa de
regeneragdo (27,4 %) e o namero de brotos produzidos por explante (62,73 %). A escolha do
tipo de meio basico adequado ¢ essencial para o sucesso da micropropaga¢do, uma vez que a
composi¢ao de sais e vitaminas do meio de cultura altera a disponibilidade de elementos
essenciais a0 metabolismo vegetal. Neste estudo, embora os maiores valores tenham sido
alcancados nas culturas mantidas em meio basico MS, ndo houve diferengas significativas
entre os resultados obtidos em meio MS em comparagdo ao meio BS5.

Contudo, apesar de nao ter influenciado na proliferacdo de brotos, a composicao de
sais e vitaminas do meio basico promoveu significativas diferencas no crescimento dos brotos
produzidos. Em geral, os brotos proliferados em meio basico MS apresentaram um maior
comprimento do eixo caulinar, principalmente nas culturas mantidas em meio contendo KIN,
enquanto os brotos produzidos em meio B5 exibiam folhas pequenas e de coloragdo verde
clara. O maior crescimento dos brotos foi obtido nas culturas mantidas em meio MS
suplementado com 10 uM de KIN, onde os brotos alcancaram 1,15 + 0,09 cm, durante o
periodo de cultura, sem apresentar diferencas significativas ao longo dos subcultivos.

Diversos meios de cultura tém sido utilizados com sucesso em muitos protocolos de
cultura de tecidos, onde o meio basico desenvolvido por Murashige e Skoog (1962) ¢ o mais
empregado nos ensaios de propagacdo in vitro na familia Cactaceae. Na analise da
composi¢do dos meios MS e BS5, verifica-se que o meio MS apresenta concentracdes mais

elevadas da maioria dos elementos minerais e das vitaminas em relacdo ao meio basico BS5.
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Os microelementos boro e zinco, por exemplo, em menores taxas no meio BS5, estdo
relacionados ao metabolismo das auxinas, sendo o zinco, estreitamente envolvido na sintese
do aminoacido triptofano, precursor do AIA (4cido indolacético) (CALDAS et al., 1998).
Neste caso, € possivel sugerir que o pequeno desenvolvimento dos brotos em meio B5 pode
estar relacionado a sintese de auxinas, hormdnios vegetais que estimulam o alongamento, a
divisdo e a diferenciagdo celular.

A hipotese de que o meio basico B5 poderia propiciar respostas positivas na
micropropagacdo de P. aculeata, deve-se ao fato das cacticeas serem caracterizadas como
espécies resistentes € que se desenvolvem em solos pobres em nutrientes. Entretanto,
considerando o elevado potencial nutricional da espécie, recentes estudos de Mazia e Sartor
(2012), sugerem o aumento de macro e micronutrientes precursores de aminoacidos presentes
no solo para a producao de biomassa foliar com altos teores proteicos. No presente trabalho,
considerando a proliferagdo obtida, aliada aos aspectos morfoldgicos dos brotos
micropropagados, a composi¢ao de sais e vitaminas do meio basico MS foi selecionada como
a mais adequada a propagagdo in vitro de P. aculeata.

Analisando a capacidade proliferativa da espécie ao longo de todo periodo de cultivo
in vitro, é possivel inferir que a prorrogagdo do tempo de cultura ndo favoreceu a
multiplicagdo de brotos da espécie, uma vez que a maior producao de brotos foi obtida ao
final da segunda subcultura, comparando aos resultados obtidos na quarta subcultura,
independentemente do meio utilizado. Segundo Vujovi¢ e colaboradores (2012), o efeito das
subculturas sobre a multiplicacdo de brotos varia de acordo com a espécie, o tipo e a
concentracdo de fitorregulador e o periodo de cultivo. Na maioria das vezes, brotos
subcultivados durante longos periodos em meio contendo a mesma suplementagao hormonal,
tendem a reduzir o potencial de proliferacdo in vitro (VARDJA; VARJDA, 2001; HAMAD;
TAHA, 2008). Na proliferagdo de brotos de Sterculia urens, verificou-se uma rapida redugéo
do numero de brotos a partir da segunda subcultura (HUSSAIN et al., 2007), enquanto em
Rubus pubescens, a multiplicagdo de brotos foi reduzida a partir da terceira subcultura,
mantendo-se constante nas demais (DEBNATH, 2004).

A adi¢dao de ANA ao meio MS suplementado com 10 uM BA ndo propiciou resultados
positivos em nenhuma das concentragdes testadas, suprimindo a proliferacdo de brotos e
induzindo a formagdo de calos na base dos explantes, especialmente na maior concentragao
desse fitorregulador (0,3 uM). Segundo Aliyu e Mustapha (2007), em espécies de cactaceas, a
multiplicagdo de gemas axilares requer pouca ou nenhuma concentracdo de auxina, porém

altos niveis de citocininas, conforme reportado nas culturas de Nopalea cochenillifera
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(BRASIL et al., 2005), Opuntia ficus-indica (KHALAFALLA et al., 2007) e de espécies de
Mammillaria (RAMIREZ-MALAGON et al., 2007).

Neste estudo, a formagdo de massas calogénicas na base dos explantes também foi
observada nas culturas suplementadas apenas com as citocininas BA ou KIN,
independentemente da concentragdo. Respostas similares também foram observadas nas
culturas de outras cactaceas como Hylocereus costaricensis (VINAS et al., 2012), Stenocereus
gummosus e Ferocactus peninsulae (SHISHKOVA et al., 2007). De acordo com Clayton e
colaboradores (1990), considerando que os cactos cultivados in vitro apresentam a capacidade
se sintetizar auxina, geralmente a adi¢ao de auxina exogena estimula a producdo de calos na
base dos explantes. Entretanto, tais respostas podem promover alteracdes somaclonais nas
plantas, as quais ndo sdo vantajosas a micropropagagdo de P. aculeata.

A transferéncia dos brotos propagados em meio MS contendo 10 uM de BA para meio
sem fitorreguladores propiciou o alongamento dos brotos e a formacdo de raizes adventicias,
por organogénese direta, a partir da base dos explantes. Ao final de 30 dias de cultivo em
meio MSO, a regeneragdo de raizes in vitro foi verificada em 100% dos brotos
micropropagados, os quais apresentaram eixo caulinar com 3,75 + 0,12 cm de comprimento
com producdo de cerca de 3 a 5 raizes adventicias finas e de coloragdo branca a bege. O
enraizamento in Vitro na auséncia de reguladores de crescimento tem sido reportado para
diferentes espécies de cactos como Coryphantha elephantidens (WAKHLU; BAHU, 2000),
Turbinicarpus spp. (D’AVILA-FIGUEROA et al.,, 2005), Notocactus magnificus (DE
MEDEIROS et al., 2006) ¢ Pilosocereus robinii (QUIALA et al., 2009). Entretanto, em
algumas espécies, a rizogénese somente foi observada apos a adi¢do de auxinas ao meio
basico (GARCiA—SAUCEDO et al., 2005; EL FINTI et al., 2013), ou ocorreu
espontaneamente no meio de propagacao de brotos, apos a reducdo da taxa de citocinina nas
culturas (VINAS et al., 2012).

O sucesso da aclimatizagdo de plantas propagadas in vitro esta diretamente
relacionado ao sistema radicular formado, ao vigor apresentado pelo vegetal e as condi¢des de
cultivo (EL FINTI et al., 2013). Plantas enraizadas em meio MS0O foram transplantadas para
vasos de plasticos contendo como substrato terra vegetal adubada, os quais foram mantidos
em sala ambiente, a 28 + 2°C, sob iluminagdo natural. Apos trés meses de cultivo, as plantas
de P. aculeata apresentaram uma boa adaptacdo a condi¢do autotrofica com taxa de 100% de
sobrevivéncia das plantas. Nesta ocasido, as plantas apresentavam eixo caulinar de 11,75 £

1,05 cm e mostravam-se vigorosas e fenotipicamente normais. Segundo De Kerk (2002),
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plantas enraizadas sob condig¢des in vitro geralmente sdo mais desenvolvidas e suas raizes
apresentam uma melhor absorcdo de 4gua no inicio do processo de aclimatizagdo,
favorecendo a adaptacdo as condigdes ambientais. Altas taxas de aclimatizacdo de brotos
enraizados in vitro também foram observadas em muitos estudos de micropropagacdo de
cactaceas (QUIALA et al., 2009; EL FINTE et al., 2012 ¢ 2013).

Parte dos brotos enraizados em MSO foram subcultivados em meio fresco de mesma
composi¢do, visando a manutengdo de um estoque de plantas in vitro para futuros
experimentos de cultura de tecidos. Nesta etapa, o eixo caulinar foi seccionado em 2,0 cm a
partir da sua base, as raizes formadas foram retiradas e os brotos reinoculados em meio MSO a
cada 30 dias. A formagdo de um estoque de plantas cultivadas in vitro garante um
fornecimento continuo de explantes sadios e assépticos para diversos ensaios biotecnologicos,
além de evitar a coleta excessiva de material botanico no campo. Entretanto, apds o segundo
subcultivo, observou-se uma intensa senescéncia ¢ queda foliar, que permaneceu durante a
terceira subcultura.

Na busca de solu¢des para reduzir a queda foliar das plantas mantidas in vitro em meio
MSO0, foi possivel constatar a partir de observagdo direta que as plantas de P. aculeata
mantidas in Vivo apresentam intensa queda foliar quando hidratadas em excesso. Nesta
ocasido, as folhas tornavam-se amareladas, flacidas até se tornarem completamente oxidadas
proximo ao momento da abscisdo foliar. Deste modo, foi realizado um experimento onde
diferentes concentragdes de dgar foram adicionadas ao meio de cultura, a fim de reduzir a
disponibilidade de agua para as plantas e assim diminuir a queda foliar de P. aculeata.

A escolha do agente solidificante e sua concentragdo no meio de cultura também sdo
fatores fundamentais para uma eficiente propagacdo in vitro, uma vez que este ird atuar como
suporte para os explantes, modulando o contato do material botdnico com os nutrientes do
meio (KACAR et al., 2010). Diferentes agentes solidificantes como a agarose, o gelrite € o
phytagel tém sido empregados com sucesso na cultura de tecidos vegetais. Contudo, o agar,
polissacarideo extraido principalmente de algas do género Gelidium, constitui o agente
solidificante mais amplamente empregado na micropropagacdo (GEORGE, 2008). Neste
estudo, apos 60 dias de cultivo em meios MSO solidificados com maiores concentragdes de
agar, observou-se uma reducéo na queda foliar dos brotos cultivados in vitro. A adigdo de 10
gL de 4gar no meio de cultura favoreceu a formagdo de brotos mais vigorosos, reduziu a
queda foliar, porém nao prejudicou o enraizamento in Vitro.

A concentragdo da substincia gelificante ird influenciar no potencial hidrico do meio

de cultura, que no caso dos meios semissolidos, serd determinado pelo potencial matrico do
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gel. Neste caso, quanto maior o potencial hidrico do meio em relagdo a planta, maior serd o
fluxo de agua para o interior das células vegetais (GEORGE, 2008). Segundo Berrios e
colaboradores (1999), o meio de cultura deve ser firme o suficiente para suportar os explantes,
mas se a rigidez for muito alta, pode dificultar um contato adequado entre os brotos € o meio
de cultura. Enquanto baixas taxas de dgar facilitam a difusdo dos componentes do meio de
cultura para brotos, resultando em um melhor crescimento vegetal (CASANOVA et al., 2008),
o aumento da concentracao de agar reduz a disponibilidade de dgua e inibe o crescimento dos
brotos (SELBY et al., 1989).

Em P. aculeata, o estabelecimento de plantas estoque sob condig¢des in vitro em boas
condic¢des fisiologicas foi alcangado a partir cultivo em meio basico MS sem fitorreguladores,
solidificado com 10 gL' de 4gar. A manutengio das culturas é realizada a cada 30 dias, a
partir do subcultivo das plantas para meio fresco de igual composicdo. Plantas de P. aculeata
micropropagadas a partir de gemas axilares estdo sendo mantidas nestas condi¢cdes ha trés
anos, sem apresentar variagdes fenotipicas.

Proteinas constituem as biomoléculas mais abundantes de todas as células e
representam a expressdo da informacdo genética do organismo. Estas moléculas
desempenham fungdes estruturais e apresentam diferentes propriedades bioldgicas, atuando
como enzimas, hormonios, anticorpos, receptores e transportadores de membrana, dentre
outros (LEHNINGER et al., 2005). Neste sentido, a determinacdo do conteudo proteico nos
fluidos bioldgicos e nos alimentos tem sido alvo de diversas pesquisas na area clinica,
favorecendo o diagnostico de doencas (HUTTENHAIN et al., 2012; MERTINS et al., 2014),
e de tecnologia de alimentos, contribuindo para a geracao de produtos de maior relevancia
nutricional (HERRERO et al., 2012; MOJICA; MEJiA, 2015).

Diversos métodos espectrofotométricos tém sido empregados na quantificagdo de
proteinas totais presentes em uma amostra, tais como o teste do biureto (GORNALL et al.,
1949), de Lowry (LOWRY et al., 1951), do “Coomassie brilliant blue” BG-250 ou reagente
de Bradford (BRADFORD, 1976), do BCA ou reagente de Smith (SMITH et al., 1985) e o de
absor¢do de proteinas no ultravioleta (STOSCHECK, 1990). Segundo Zaia e colaboradores
(1998), todos estes ensaios apresentam vantagens e desvantagens em relagcdo a sensibilidade e
a quantidade de substancias interferentes. Deste modo, a selecdo do método mais adequado ira
depender da amostra que sera analisada.

O elevado valor nutritivo de P. aculeata tem sido descrito na literatura por diversos
autores, ratificando um dos seus nomes populares, “carne de pobre” (MARTINEWISK et al.,

2013), bem como a importancia deste vegetal ndo-convencional na culinaria regional
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(PEREIRA et al., 2007; BRASIL, 2010; ALMEIDA; CORREA, 2012). Neste sentido, estudos
anteriores apontaram para a presenca de 19,6 a 25,5% (p/p) de proteinas totais nas folhas de P.
aculeata, valores superiores aos observados na couve (1,6%), alface (1,3%), milho comum
(7,6 - 10,0%) e em feijoes (18 - 20%) (MERCE et al., 2001; GIRAO et al., 2003; TAKEITI et
al., 2009). Adicionalmente, tais pesquisas mostraram que as folhas da espécie também sao
ricas em aminoacidos essenciais, apresentando cerca 20,46% de triptofano (TAKEITI et al.,
2009) e cerca de 2 a 23 vezes a quantidade de lisina (5,4%) encontrada nos vegetais
supracitados (MERCE et al., 2001).

Deste modo, considerando que a cultura in vitro pode influenciar nas rotas metabolicas
alterando de modo qualitativo e quantitativo a producao de biomoléculas (SREELAKSHMI et
al., 2007, MADHAVI et al., 2012), avaliou-se o contetido total de proteinas nas folhas obtidas
a partir de plantas de campo e aclimatizadas. Para tal, foi empregado o método do biureto
(GORNALL et al., 1949), que embora nao seja muito sensivel, consiste em um teste simples,
rapido, de baixo custo, o qual tem sido aplicado para a quantificagdo de proteinas totais em
extratos vegetais de diferentes espécies (ALI et al., 2010; AGBAIRE; EMOYAN, 2012;
AKANNTI et al., 2015; SAJID; AFTAB, 2014).

Neste ensaio, verificou-se que a quantidade de proteinas totais presentes no extrato
foliar de plantas aclimatizadas (12,59 + 1,49 mg.mL™ equivalente & albumina) ndo diferiu
significativamente do conteudo proteico verificado nas plantas de campo
(15,21 = 1,72 rng.rnL'1 equivalente a albumina), utilizadas como matrizes deste estudo. Estes
resultados foram similares aos verificados por Ghaffari e colaboradores (2013), onde a
concentragdo de proteinas na cacticea Opuntia ficus-indica ndo apresentou diferenga
estatistica entre as plantas cultivadas in vivo e in vitro. Do mesmo modo, em Carpobrotus
edulis (Aizoaceae), o mesmo padrio eletroforético de proteinas foi observado nas plantas de
campo e nas aclimatizadas, o que aponta para a auséncia de variagdo genética durante a
propagacao in vitro (KHATTAB; EL SHERIF, 2011). Contudo, em recente revisdo sobre
metaboloma vegetal, Parida e Misra (2015) indicam que a ocorréncia de poliploidia, seja de
origem natural ou artificial, induzida pelo cultivo in vitro, promove o aumento do

metabolismo primario e secundario, estimulando a producao de diversas biomoléculas.

3.5 Conclusoes
Do que foi analisado nesta parte do trabalho, em relacdo a germinacdo, propagagdo e

dosagem de proteinas de P. aculeata ¢ possivel concluir que:
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O tratamento com solu¢do de NaOCI a 2% durante 20 min mostrou-se o mais adequado a

desinfestagdo de sementes;

A germinag¢ao sob condigdes in vitro foi alcangada com sucesso em meio MSO;

O uso de segmentos nodais de plantulas desenvolvidas in vitro em meio MSO com 50

dias mostrou-se adequado ao processo de propagagao in vitro;

Tanto o meio basico MS quanto B5 propiciaram a multiplicacdo de gemas axilares em
presenga dos fitorreguladores BA ou KIN, sendo os melhores resultados para proliferagdo

de brotos alcangados em meio MS contendo 10 uM de BA, apds 60 dias de cultivo;

A inoculagdo dos brotos propagados in vitro em meio sem fitorreguladores viabilizou a

formacgao de raizes, ap6s 30 dias de cultivo;

O protocolo de micropropagacdo proposto permitiu a formagdo de plantas

fenotipicamente normais, aclimatizadas com sucesso em substrato de terra vegetal;

O conteudo total de proteinas presente nas folhas ndo variou estatisticamente entre as
plantas de campo e as aclimatizadas, confirmando o éxito no processo de propagacdo in

vitro desta importante espécie.
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4 PRODUCAO DE BETALAINAS A PARTIR DA CULTURA DE CALOS E DE
CELULAS EM SUSPENSAO DE Pereskia aculeata MILL. (CACTACEAE)
4.1 Introducao

A utilizagdo de pigmentos naturais de origem vegetal para o tingimento de roupas, uso
em pinturas e corantes alimentares data de aproximadamente 1.500 anos a.C, porém somente
apos a Revolugdo Industrial seu uso tornou-se difundido (MEGGOS, 1995). Entretanto, com
0s avangos na sintese quimica, muitos corantes sintéticos passaram a ser utilizados nos
alimentos, os quais foram apontados posteriormente como responsaveis por diversos
problemas na saiide humana (KUMAR; SINHA, 2004).

Os corantes naturais apresentam algumas desvantagens em relacdo aos sintéticos,
como maior custo de producdo e menor estabilidade (AZEREDO, 2009). Entretanto, nos
ultimos anos, a maior preocupagao com a saude mudou a preferéncia do consumidor, levando
a proibi¢do de um grande nimero de corantes sintéticos e favorecendo a criagdo de normas
mais rigorosas para a producio de alimentos naturais e organicos (GEORGIEV et al., 2008).
Atualmente, torna-se cada vez maior a demanda pelo uso de pigmentos vegetais como
corantes naturais na industria alimenticia, farmacéutica e cosmética (PAVOKOVIC,;
KRSNIK-RASOL, 2011). Segundo Fletcher (2006), o mercado mundial de corantes
movimenta cerca de US$ 1 bilhdo por ano, no qual 25% correspondem aos corantes naturais,
que vem crescendo sua participagdo ao longo dos anos.

As betalainas constituem uma classe de pigmentos vacuolares que conferem cores a
uma ampla variedade de raizes, flores e frutos (STRACK et al., 2003; KLUGER et al., 2007).
Sdo restritas a treze familias de angiospermas da ordem Caryophyllales e apresentam
exclusividade mutua com as antocianinas, sendo, portanto, de grande importancia taxondémica
(CLEMENT; MABRY, 1996). Além disso, as betalainas também podem ser encontradas em
fungos Basidiomicetos como as espécies do género Amanita e Hygrocybe (ZRYD;
CHRISTINET, 2004).

Betalainas sdo substancias nitrogenadas, soluveis em agua, que absorvem radiacao
visivel na faixa de 476 - 600 nm, compreendendo as betacianinas, de coloracdo vermelho-
violeta, e as betaxantinas, de cor amarelo-laranja (AZEREDQO, 2009). A sintese de betalainas
ocorre a partir do aminoacido tirosina pela condensagdo do acido betalamico com derivados
de dihidroxifenilalanina (DOPA), resultando na formacdo de betacianinas, ou pela
condensac¢do do 4cido betalamico com aminodcidos ou derivados, propiciando a formacao de
betaxantinas (NAKATSUKA et al., 2013) (Figura 16).

Figura 16 - Biossintese de betalainas.
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Fonte: Modificado de Nakatsuka e colaboradores, 2013.

Diversas propriedades medicinais t€ém sido reportadas para as betalainas, como
atividade anti-inflamatéria (ALLEGRA et al., 2005; CAMPOS et al., 2006), hepatoprotetora
(GALATI et al., 2005), quimioprotetora do cancer (KAPADIA et al. 1997, 2003), bem como a
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capacidade para reduzir o stress oxidativo (TESORIERE et al., 2004a) e proteger as
lipoproteinas de baixa densidade (LDLs) de oxida¢do (TESORIERE et al., 2004b). Estudos
realizados em mamiferos mostraram que as betalainas ndo apresentam efeito
hepatocarcinogénico (SCHWARTZ; VON ELBE, 1983) nem mutagénico (VON ELBE;
SCHWARTZ, 1981). Adicionalmente, Sreekanth e colaboradores (2007) relataram que a
betanina induz apoptose em células humanas com leucemia cronica mieloide.

Atualmente, estes pigmentos sdao obtidos na forma de pds e/ou concentrados
produzidos a partir da beterraba vermelha (Beta vulgaris - Chenopodiaceae), com protocolos
bem estabelecidos para a sua producdo e extracdo (SAJILATA; SINGHAL, 2006;
CHETHANA et al., 2007; STINTZING; CARLE, 2008). As diversas tentativas para a sintese
quimica de betalainas nao tém sido satisfatdrias, uma vez que as inumeras etapas de sintese do
4cido betalamico acarretam no baixo rendimento do produto final (GANDIA-HERRERO et
al., 2006). Assim, a cultura in vitro apresenta-se como uma fonte alternativa e promissora para
a produgdo de metabolitos de interesse comercial, permitindo uma alta produtividade de
forma continua, sem interferir nas populagdes naturais (MEYER et al., 2002).

Técnicas biotecnologicas consistem em valiosas ferramentas para o estudo de células,
tecidos, 6rgdos ou plantas inteiras a partir da manipulacdo do meio nutritivo e das condigdes
fisicas da cultura. Além disso, permitem a producdo de metabolitos secundarios de interesse
de forma homogénea, com alto rendimento e sob condi¢des controladas (RAO;
RAVISHANKAR, 2002; VANISREE et al., 2004). Segundo Amaral e Silva (2003), a
manipulagdo das culturas in vitro pode interferir nas diferentes rotas metabolicas
influenciando quantitativa e qualitativamente na produc¢do de metabdlitos especiais, tornando
possivel a sintese de moléculas ndo encontradas normalmente na planta de campo.

Dentre as técnicas de cultivo vegetal in vitro, a cultura de calos destaca-se na produgao
de metabdlitos. Consiste na indugdo e proliferagdo de massas celulares desorganizadas a partir
do cultivo de explantes em meio nutritivo adequado, em um processo denominado calogénese
(TORRES et al., 2000). Neste sistema, o genotipo da planta-matriz, o tipo e o tamanho do
explante cultivado e a composi¢do do meio de cultura empregado irdo direcionar as diferentes
respostas morfogenéticas observadas in vitro (TERMIGNONI, 2005). Segundo George
(2008), embora constituam tecidos nao organizados, a massa calogénica nao ¢ indiferenciada,
apresentando células com diferentes graus de diferencia¢do diferenciagdo, tanto em nivel
morfolédgico, quanto fisiologico.

O processo de calogénese pode induzir a formacdo de calos compactos, os quais se

apresentam muito lignificados com alta coesdo celular. Estes geralmente apresentam
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pigmentacdo verde e sdo caracterizados como calos organogénicos, ou seja, capazes de
regenerar brotos e raizes. Por outro lado, a producdo de calos fridveis ¢ mais indicada para a
producao de metabdlitos especiais, uma vez que a pouca coesdo entre as células facilita o
cultivo em meio liquido, favorecendo a proliferacao celular e a produgdo de substincias
bioativas (SADO, 2009).

A produgdo de metabolitos especiais in vitro geralmente é otimizada quando linhagens
celulares de calos friaveis sdao cultivadas em meio liquido e mantidas sob agitagdo continua
(GEORGE, 2008). As culturas de células em suspensao (CCS) se caracterizam como um
sistema mais homogéneo, onde as células encontram-se dispersas no meio de cultura,
propiciando maior producdo de biomassa e de metabolitos quando comparadas as culturas de
calos (BOONSNONGCHEEP et al., 2010; SIMOES-GURGEL et al., 2011). Adicionalmente,
uma das principais vantagens do cultivo de células em suspensdo, consiste na facilidade de
isolamento e purificagdo do metabdlito de interesse, principalmente se este for secretado no
meio de cultura (CAl et al., 2012).

Culturas de células em suspensdo podem ser mantidas em um sistema de cultivo
fechado ou continuo. No sistema fechado, conhecido como “batch cultures”, a proliferacao
celular é acompanhada até atingir o seu limite maximo, devido ao esgotamento dos nutrientes
do meio de cultura ou ao acumulo de metabdlitos. Nas culturas continuas, o meio nutritivo €
constantemente resposto, garantindo a manutencdo do crescimento das culturas
(CHATTOPADHYAY et al., 2002).

A produg@o de betalainas in vitro a partir de diferentes técnicas de cultura de tecidos
vegetais tem sido alcancada em diversas espécies da familia Chenopodiaceae, Cactaceae e
Amaranthaceae (MOBHAMMER et al., 2005; CASTELLAR et al., 2006; MORENO et al.,
2008). No trabalho de Georgiev e colaboradores (2008), os autores apresentam alguns
exemplos dos diferentes sistemas in vitro empregados para a produg@o de betalainas a partir
de diferentes espécies, cultivares e linhagens celulares (Tabela 8).

Considerando a necessidade da descoberta de novas substincias bioativas, aliada ao
crescente interesse da populagdo pelo uso de produtos naturais torna-se fundamental o
desenvolvimento de estudos que visem identificar e otimizar a produc¢do de novas substancias
de origem vegetal. Neste contexto, o presente estudo tem como objetivo o estabelecimento de
um eficiente protocolo de cultura de calos e de células em suspensdo de P. aculeata, visando a

alta producdo de biomassa fonte de betalainas naturais sob condi¢des in vitro.

Tabela 8 - Producao de betalainas a partir de diferentes sistemas biotecnologicos.


http://link.springer.com/search?facet-author=%22Panitch+Boonsnongcheep%22

Fonte: Retirado de Georgiev e colaboradores, 2008.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Cultura de calos de P. aculeata Mill.

4.2.1.1 Material botanico
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Sementes de P. aculeata Mill. obtidas de frutos doados pelo Sitio Flora Bioativas
(Porto Belo - SC) foram submetidas a desinfestacdo com solu¢ao de NaOCI (hipoclorito de
sodio) a 2 % contendo Tween 80 (0,05%), por 20 min, e em seguida, lavadas trés vezes em
agua destilada estéril. As sementes foram inoculadas em tubos de ensaio contendo 10 mL de
meio basico MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), com 30 g.L'1 de sacarose e solidificado
com 8,0 gL' de 4gar (Merck), os quais foram mantidos em cimara de crescimento a 26 +
2°C, sob fotoperiodo de 16 h. As plantulas desenvolvidas in vitro, com 50 dias, foram
utilizadas com fonte de explantes para os experimentos de calogénese.

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Biotecnologia de Plantas
(LABPLAN) e no Laboratorio de Pesquisa em Produtos Naturais (LPPN), do Nucleo de
Biotecnologia Vegetal (NBV), da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ).

4.2.1.2 Estabelecimento da cultura de calos

Segmentos de lamina foliar e folhas cotiledonares (1 cm?) e de hipocétilo (1 cm)
obtidos de plantulas desenvolvidas em meio MS sem fitorreguladores, foram seccionados com
o auxilio de bisturi, em placas de Petri contendo 20 mL de agua destilada estéril.

Os explantes de hipocotilo foram inoculados na posicdo vertical e os
foliares com a face abaxial em contato com o meio. As culturas foram
realizadas em frascos de vidro (65 mm x 85 mm) contendo 30 mL de meio
basico MS, contendo 30 g.L' de sacarose e suplementados com ANA (4cido «—
naftalenoacético), 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético) ou Picloram
(acido 4-amino-3, 5, 6-tricloropicolinico) em diferentes concentracdes (2, 4,
10 ou 20 pM). Estes fitorreguladores foram adicionados ao meio isoladamente
ou em associacdo com baixas taxas das citocininas BA (6-benzilaminopurina)
ou KIN (cinetina). O pH dos meios foi ajustado em 5,8 e estes solidificados
com agar (8,0 g.L', Merck), antes da autoclavagem (121°C, 104 KPa), por 15
min. . Os frascos de cultura, contendo quatro explantes em cada, foram
vedados com tampa de polipropileno e mantidos em camara de crescimento a 26
+ 2°C, na auséncia e na presenca de luz (45 pmol m?*s™'), sob fotoperiodo de
16 h.

Os calos induzidos a partir dos diferentes explantes foram

subcultivados, a cada trés semanas, para meio de cultura fresco de igual
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composicdo. Ao final de trés subcultivos, os calos foram avaliados quanto a
producdo de biomassa, coloracdo e consisténcia. A biomassa calogénica foi
obtida a partir da afericdo dos pesos de matéria fresca (PF) e seca (PS)

dos calos, apo6s secagem em estufa a 45 °C.

4.2.1.3 Manutencd@o da cultura de calos

A partir dos resultados alcancados, foi realizada a manutencdo das culturas que
apresentaram maior producdo de biomassa, com formacdao de calos de consisténcia e
pigmentacdo desejadas. Nas culturas selecionadas, os calos foram transferidos para meio
fresco de mesma composi¢do na qual foram proliferados.

Contudo, no segundo subcultivo dos calos mantidos em estoque, estes foram
transferidos para meio basico MS contendo a metade da concentracdo salinica (MS %), 30
gL de sacarose e a mesma suplementacio do fitorregulador que induziu a calogénese. As
culturas foram mantidas nas mesmas condigoes fisicas descritas anteriormente. O subcultivo
dos calos ocorreu a cada trés semanas, onde a massa calogénica era criteriosamente

selecionada e transferida para meio de cultura fresco de igual composicao.

4.2.1.4 Identificacdo inicial dos pigmentos

A identificacdo inicial do pigmento produzido pelas culturas de calos
de P. aculeata, foil realizada submetendo pequenas porc¢des de biomassa
calogénica pigmentada a atmosfera saturada de vapor de acido cloridrico (pH
acido) e de hidréxido de amoénio (pH basico). Considerando que antocianinas
e betalainas apresentam exclusividade mitua, esta metodologia permite a
identificacdo de betalainas a partir da manutencdo da coloracéo,
independentemente da variacdo do pH. Neste ensaio, os calos de Cleome
rosea produtores de antocianinas (SIMOES et al., 2009) foram usados como

controle.

4.2.1.5 Modulacéo da producido de pigmentos
Com o objetivo de aumentar a producao de pigmentos a partir da biomassa calogénica

obtida, os calos mantidos em estoque em meio MS 2 foram transferidos para diferentes meios
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basicos, contendo modificacdes apenas na composi¢cdo € na concentragdo de sais minerais,
vitaminas e aminoacidos presentes no meio de cultura.

No primeiro experimento, os calos mantidos em estoque foram transferidos para o
meio basico proposto por Akita e colaboradores (2002), intitulado meio HB (High betalain),
estabelecido a partir de modificagcdes do meio basico LS (LINSMAIER; SKOOG, 1965). Em
relacdo ao meio basico LS, o meio HB apresenta uma redugdo na concentragiao de nitrogénio
inorganico (30 mM), alteragdo na propor¢ao amonio: nitrato (1:14), reducao na concentracao
de zinco e auséncia de cobre e cobalto. A composi¢ao mineral e organica dos meios basicos

MS, LS e HB estdo apresentadas na Tabela 9.

Tabela 9 - Composicdo e concentracdo (mM) dos diferentes nutrientes minerais e

organicos presentes nos meios basicos de cultura MS, LS e HB.

Meios de cultura (mM)

Nutrientes minerais e organicos

MS LS HB
NH4NO; 20,6 20,6 2,0
KNO; 18,8 18,8 18,8
Macronutrientes CaCl,. 2 H,O 3,0 3,0 3,0
MgSO04. 7 H,O 1,5 1,5 1,5
KH,POy4 1,25 1,25 1,25
MnSO,. 4 H,O 0,100 0,100 0,100
ZnS04. 7 H,O 0,030 0,03 0,0003
H;BO; 0,100 0,100 0,100
Micronutrientes KI 0,005 0,005 0,005
Na,Mo0;,. 2 H,O 0,001 0,001 0,001
CuSOs. 5 H,O 0,0001 0,0001 -
CoCl,. 6 H,O 0,0001 0,0001 -
NAEDTA. 2 H,O 0,100 0,100 0,100
FeEDTA
FeSO,4. 7 H,O 0,100 0,100 0,100
Acido nicotinico 0,004 - -
o Piridoxina.HCI 0,0024 - -
Irgf‘glﬁzss Tiamina. HCI 0,0003 0,0012 0,0012
Glicina 0,027 - -
Mio-inositol 0,55 0,55 0,55

Fonte: Modificado de Caldas e colaboradores, 1998.



91

Em outro experimento, os calos mantidos em estoque foram transferidos para meio
basico MS contendo alteragdes apenas na concentragao de nitrogénio total e na propor¢ao de
amonio e nitrato. A produgdo e a pigmentacao dos calos foram avaliadas a partir do cultivo
em meio MS contendo a metade da concentragdo de nitrogénio (30 mM) e uma razao de
amonio: nitrato de 1: 4 (Meio C4) e 1: 8 (Meio C8), em comparagdo ao 1: 2 encontrados no
meio MS (Meio C).

Os calos foram subcultivados a cada trés semanas para meio de igual composicao,
sendo avaliados ao final de trés subcultivos em reagdo ao acumulo de biomassa ¢ o conteudo

de betalainas.

4.2.2 Culturas de células em suspensio de P. aculeata Mill.

Calos friaveis proliferados a partir de explantes hipocotiledonares mantidos em meio
MS % + 10 uM de Picloram, assim como os calos produzidos nos meios com maior
proporcao de nitrato (meios C4 e C8) foram utilizados para iniciar as culturas de células em
suspensdo (CCS), visando a produgdo de betalainas. Para este objetivo, por¢cdes de massa
calogénica foram transferidas para meio de cultura liquido de igual composigao.

Inicialmente, a fim de estabelecer a quantidade de massa calogénica mais adequada
para o inicio das CCS, foram testados inoculos de 1 e 2 g. Sob condi¢des assépticas, os calos
foram colocados em placas de Petri e levemente macerados com o auxilio de uma espatula.
Em seguida, pequenas por¢des de massa calogénica foram colocadas em frascos de vidro
estéreis, os quais foram vedados e levados a balanga de precisdo para obtengdo do indculo
desejado. Os indculos foram transferidos para frascos do tipo Erlenmeyer de 125 mL
contendo 30 mL de meio de cultura liquido com a mesma composicao salinica e do
fitorregulador presentes no meio de manutencdo dos calos. Os frascos Erlenmeyer foram
vedados com tampas de papel aluminio e mantidos em camara de crescimento a 26 + 2°C, sob
fotoperiodo de 16 h (45 umol m'zs'l), sob movimentagdo constante em mesa agitadora orbital
(New Brunswick Scientific), com velocidade de 114 rpm.

Apds quatro semanas, a capacidade de crescimento do inoculo foi avaliada a partir da
afericdo do peso de matéria fresca (PF) e seca (PS) das células cultivadas. Em camara de
fluxo laminar, as culturas de células em suspensdo foram filtradas a vacuo com filtro de nylon
(45 um) e acondicionadas em frascos de vidro estéreis para pesagem em balanca de precisdo.
Ap0s aferigdo do PF, as células foram colocadas em placas de aluminio e secas em estufa
(45°C) para afericdo do PS. Para verificar a taxa de crescimento, as culturas foram

subcultivadas durante trés meses. A cada quatro semanas, parte da mesma por¢ao de inoculo
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inicial era colocada em frascos contendo meio fresco de igual composi¢do. O indculo ideal
para iniciar as culturas foi considerado como a menor quantidade de massa calogénica
necessaria para uma alta producao de células em suspensao.

Visando estabelecer o periodo adequado para o subcultivo das culturas foi realizada a
curva de crescimento das células em suspensdo. Para tal, o crescimento das CCS foi
acompanhado durante 40 dias, onde a cada trés dias, trés frascos de cultura eram retirados
aleatoriamente para avaliagdo do acimulo de biomassa, a partir da aferi¢do do PF e PS das
células produzidas. Apds o estabelecimento da curva de crescimento, o subcultivo das
culturas passou a ser realizado na fase exponencial de crescimento, objetivando a manutengao
de uma grande producdo de biomassa.

Todas as suspensdes celulares foram avaliadas durante trés subculturas para

determinac¢do do acimulo de biomassa ¢ do conteudo de betalainas.

4.2.3 Extracdo e quantificacdo de betalainas

Calos e culturas de células em suspensdao mantidos em meio MS Y5 suplementado com
10 uM de Picloram (meio C) e em meio MS modificado na propor¢do amonio: nitrato (meios
C4 e C8) foram submetidos a extracdo e quantificacdo de betalainas. Adicionalmente, o
conteido de betalainas nas CCS em meio C também foi avaliado ao longo da curva de
crescimento, a fim de estabelecer o periodo de maior producao de pigmentos. Todo material
biotecnoldgico foi extraido com metanol a 80 % durante 30 min, sob agitacdo constante,
posteriormente filtrados e centrifugados a 4.000 RPM por 10 min. Apos este processo, o
extrato concentrado de betalainas foi obtido.

A quantificacdo de betalainas totais presente nos extratos foi realizada segundo o
protocolo descrito por Von Elbe (2001), no qual o conteudo de betacianina e betaxantina ¢é
avaliado por meio de espectrofotdmetro. Neste método, a absor¢ao de luz a 538 nm ¢ utilizada
para calcular a concentragdo de betanina (principal betacianina), enquanto a absor¢do a 476
nm refere-se ao conteudo de vulgaxantina-I (principal betaxantina). Deste modo, a
concentracdo de betalainas totais ¢ obtida a partir da soma da concentracao de betacianinas e
betaxantinas presentes nos extratos.

O célculo da absor¢do de luz pela betanina e vulgaxantina-I foi realizado de acordo
com as seguintes equagoes:

x=1,095.(a—c)

zZ=a—x

y=b-z-x/3,1
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Onde:

a = absor¢ao de luz da amostra a 538 nm.

b = absor¢ao de luz da amostra a 476 nm.

¢ = absor¢ao de luz da amostra a 600 nm.

x = absor¢ao de luz de betanina sem as impurezas.

y = absor¢do de luz da vulgaxantina-I corrigido pela contribui¢do da betanina e das
impurezas.

z = absor¢ao de luz das impurezas.

Para a determinagdo das concentragdes de betanina e vulgaxantina-I foi aplicado o
valor de absortividade (A'”) de cada pigmento, que representa o coeficiente de extingdo em
1% de solucdo. Segundo Wyler e Dreiding (1957) e Piattelli e Minale (1964), a absortividade
da betanina corresponde a 1120 e da vulgaxantina-I, 750.

A concentragdo de betalainas totais a partir da quantificagdo de betanina e
vulgaxantina-I foi estabelecida a partir da Lei de Beer-Bourguer-Lambert, a qual relaciona a
absorvancia (A) com a concentragdo (c) da substancia absorvente, de acordocom A=a.b.c.

Onde:

a = absortividade

b = comprimento do percurso éptico (1 cm)

¢ = concentracdo da substancia absorvente (g/L)

4.2.4 Analise estatistica

Os resultados referentes a producao de biomassa e a quantificagdo de betalainas foram
submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de significancia (p < 0,05), utilizando o programa estatistico GraphPad

Prism 5.

4.3 Resultados

4.3.1 Cultura de calos de P. aculeata Mill.

4.3.1.1 Estabelecimento da calogénese

Ao longo das primeiras trés semanas de cultivo, os explantes inoculados em meios de
cultura contendo os reguladores de crescimento 2,4-D e ANA mostravam-se verdes e sem
resposta morfogénica. Entretanto, nas culturas mantidas em meios suplementados com

Picloram os explantes hipocotiledonares tornaram-se rosados e intumescidos, enquanto os
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explantes de lamina foliar e folha cotiledonar exibiam coloragdo verde, porém com as bordas
levemente oxidadas. Apods o primeiro subcultivo, verificou-se a formacdo de raizes
adventicias a partir de segmentos de folha cotiledonar cultivados em meios suplementados
com baixas concentragdes de 2,4-D e altas taxas de ANA. Neste periodo, os explantes foliares
mantidos em presenca de ANA e 2,4-D ndo exibiam resposta morfogé€nica, enquanto aqueles
inoculados em meio com Picloram mostravam-se oxidados. Todos os explantes foram
subcultivados trés vezes, totalizando 63 dias de cultura.

Ao final do periodo de cultura, foi possivel observar que os reguladores de
crescimento 2,4-D e ANA ndo foram adequados a formagdo calogénica em P. aculeata,
independente do tipo de explante cultivado. Nas culturas contendo ANA, os explantes de
hipocoétilo e folha ndo apresentaram resposta morfogénica, enquanto os segmentos de folha
cotiledonar inoculados em 10 ¢ 20 uM de ANA apresentaram a formacdo de raizes

adventicias por organogénese direta a partir da nervura foliar (Figura 17).

Figura 17 - Proliferacdo de raizes adventicias a partir de explantes de folha cotiledonar de P.

aculeata cultivados em meio MS suplementado com ANA, apos trés subcultivos.

Legenda: A- 10 uM; B- 20 uM de ANA. Barras=1 cm.

Independentemente da concentragdo testada, a presenca do fitorregulador 2,4-D
também nao foi capaz de induzir a calogénese nos explantes foliares de P. aculeata. Apos trés
subcultivos, a maioria dos explantes mostrava-se verde, sendo verificado o inicio da formagao
de raizes adventicias a partir da nervura foliar em todas as concentracdes testadas (Figura 18).
Nos segmentos de hipocotilo, foi observada uma pequena formagdo calogénica a partir da
base dos explantes, principalmente na concentracao de 10 uM de 2,4-D (Figura 19). Os
pequenos calos formados apresentaram consisténcia friavel e coloragdao bege. Porém, devido a

baixa producdo de biomassa estes ndo foram avaliados.
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Os explantes de folha cotiledonar mantidos em meios de cultura contendo 2 ¢ 4 uM de
2,4-D apresentaram a formacao de raizes adventicias a partir da nervura foliar, especialmente
na menor concentragdo do fitorregulador (Figura 20 A e B). Os segmentos cultivados nas
concentragdes mais altas de 2,4-D tornaram oxidados e exibiram uma pequena formacgao
calogénica na borda dos explantes (Figura 20 C e D).
Figura 18 - Explantes foliares de P. aculeata apos 63 dias de cultivo em

meio basico MS contendo diferentes concentragdes de 2,4-D.

Legenda: A- 2 uM; B-4 uM; C- 10 uM e D- 20 uM. Barras=1 cm.

Figura 19 - Pequena formacdo de calos fridaveis a partir da base dos
explantes hipocotiledonares de P. aculeata cultivados em

meios contendo 2,4-D, apds trés subculturas.
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Legenda: A- 2 uM; B- 4 uM; C- 10 uM e D- 20 uM. Barras=1 cm.
Em relacdo as raizes adventicias produzidas a partir dos explantes de folha

cotiledonar, foi possivel observar que as raizes induzidas em meios suplementados com ANA
mostravam-se mais claras e finas (Figura 17 A e B), enquanto as raizes proliferadas em meios
contendo 2,4-D apresentavam-se mais espessas, com coloragdo mais escura, além de exibirem

a presenca de pelos absorventes na concentragdo de 2 pM (Figura 20 A e B).

Figura 20 - Respostas morfogénicas apresentadas pelos segmentos de folha
cotiledonar de P. aculeata cultivados em meios de cultura MS

contendo 2,4-D, ap0s trés subculturas.
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Legenda: A- 2 uM; B- 4 uM; C- 10 uM; D- 20 uM. Barras=1 cm.

A produgdo calogénica foi verificada em todos os tipos de explantes cultivados em
meios MS contendo o fitorregulador Picloram, principalmente nas concentracdes mais
elevadas. Ao final do terceiro subcultivo, os explantes foliares mostravam muito oxidados,
porém com formacao de calos fridveis de coloragdo bege clara e presenca de muitas regides
com pigmentacao rosada em todas as concentragdes de Picloram testadas (Figura 21). Nestas
culturas, a maior proliferagdo calogénica foi verificada nos explantes mantidos em meio
contendo 10 uM Picloram, embora ndo tenha sido aferido o peso de matéria fresca e seca dos
calos produzidos, devido a baixa porcentagem de explantes responsivos.

Figura 21 - Formagao de calos fridveis pigmentados a partir de explantes foliares
de P. aculeata cultivados em meios MS suplementados com

diferentes concentragdes de Picloram, apos 63 dias de cultivo.
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Legenda: A- 2 uM; B-4 uM; C- 10 uM e D- 20 uM. Barras=1 cm.

Embora oxidados, os segmentos de folha cotiledonar cultivados em meio MS contendo
Picloram apresentaram a formagdo de massas calogénicas fridveis nas diferentes
concentragdes testadas. As culturas mantidas em meios suplementados com 2 ou 4 uM de
Picloram apresentaram cerca de 50% de resposta calogénica, com formagdo de calos de
coloragdo bege clara com poucas regides pigmentadas, enquanto nas concentragdes mais altas
de Picloram (10 e 20 uM), a producao de calos friaveis e pigmentados foi verificada em 100
% dos explantes (Figura 22). Entretanto, foi possivel observar que a produgao calogénica foi
baixa, independente da concentracdo de Picloram adicionada ao meio de cultura. O maior
valor de producao de biomassa (1,15 + 0,28 g) foi alcangado nas culturas mantidas em meio
MS contendo 10 uM de Picloram, porém sem diferenca estatistica para os demais tratamentos

(Tabela 10).

Figura 22 - Calogénese em explantes de folha cotiledonar de P. aculeata cultivados

durante 63 dias em meios MS suplementados com Picloram.



Legenda: A- 2 uM; B- 4 puM; C- 10 uM; D- 20 uM. Barras=1 cm.
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Tabela 10 - Producdo de biomassa calogénica a partir de explantes de hipocdtilo e folha

cotiledonar de P. aculeata cultivados em meios MS contendo diferentes

concentracgdes do fitorregulador Picloram, apos 63 dias de cultura.

Producéo de biomassa (g)

i Picl
Meios de  Ficloram Hipocotilo Folha cotiledonar
cultura (uM)
PF PS PF PS

Ml 2 1,022+0,17¢ 0,093£0,14¢ 0,679+0,23a 0,054 +£0,14a
M2 4 2,368 £0,08b 0,198+0,12b 0,753+0,33a 0,086+0,19a
M3 10 3,922+0,33a 0,406+0,10a 1,150£0,28a 0,109 £0,22 a
M4 20 4,496 +0,56a 0,431+0,09a 0914+0,30a 0,082+0,11a

Legenda: Os dados representam a média + desvio padrdo. Em cada coluna, a mesma letra indica ndo haver
diferenca estatistica pelo teste de Tukey a 5%.

A calogénese em P. aculeata a partir de explantes de lamina foliar e folha cotiledonar

ocorreu de modo incompleto, independente da concentracdo de Picloram adicionada ao meio

de cultura. Foi possivel observar que a regeneragdo de calos friaveis teve inicio a partir do

explante oxidado, porém a proliferacio da massa calogénica ocorria a partir dos calos pré-
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existentes, fazendo com que o explante permanecesse praticamente intacto. Neste caso, tais
explantes ndo se mostraram adequado a inducdo da calogénese na espécie.

A completa desdiferenciacao dos tecidos apenas foi observada nas culturas iniciadas a
partir de explantes hipocotiledonares mantidos em meios suplementados com Picloram.
Nestas culturas, observou-se a formacdo de calos fridveis de coloracdo bege muito clara
contendo regides com pigmentacdo rosada, em todas as concentragdes testadas. Apos trés
subcultivos, a maior producao de biomassa (4,496 + 0,56 g) foi obtida nas culturas mantidas
em meio MS contendo 20 uM de Picloram (meio M4), porém sem diferenga significativa para
os calos proliferados em meio com 10 uM de Picloram (meio M3) (3,922 + 0,33 g) (Tabela
10). Nesta ocasido, pode-se observar que embora a massa calogénica produzida em ambos os
meios apresentasse uma consisténcia muito friavel, os calos proliferados em meio M3 eram
muito pigmentados, exibindo coloracdo rosada, os calos proliferados em meio M4 eram

predominantemente ndo pigmentados, apresentando uma coloracdo bege clara (Figura 23).

Figura 23 - Producdo de calos friaveis pigmentados a partir de explantes
hipocotiledonares de P. aculeata mantidos em meios MS

suplementados com Picloram, apds trés subculturas.

Legenda: A- 2 uM; B- 4 uM; C- 10 uM; D- 20 uM Picloram. Barras=1 cm.
A fim de aumentar a producdo de biomassa a partir dos explantes de hipocotilo,
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avaliou-se a influéncia da presenca de baixas taxas de citocinina em associa¢do as
concentragdes de 2, 4, 10 e 20 uM de Picloram. Neste experimento, os reguladores de
crescimento BA e KIN foram utilizados em doses dez vezes menores que a concentragdo de
Picloram adicionada nos diferentes meios de cultura.

Ao longo do periodo de cultivo, verificou-se que a presenga de baixas taxas de
citocinina em associacdo com Picloram nao superou o acimulo de biomassa alcancado em
meio contendo apenas o fitorregulador Picloram. Contudo, comparando a influéncia das duas
citocininas sobre a producdo de biomassa em P. aculeata, pode-se observar que a combinagao
entre Picloram e BA propiciou as melhores respostas calogénicas, especialmente nas
concentragdes mais baixas dos fitorreguladores (Tabela 11). Apds a terceira subcultura, os
maiores valores de produ¢do de biomassa (3,701 £ 0,55 g) foram obtidos em meio contendo
10 uM de Picloram + 1 uM de BA (meio M7), porém sem diferenga significativa dos
resultados alcancados nos meios M5 (2 uM Picloram + 0,2 uM BA) e M6 (4 uM Picloram +
0,4 uM BA). Entretanto, independente da combinagdo de fitorreguladores testada, a
calogénese a partir de explantes de hipocétilo em meios contendo Picloram ¢ BA ndo ocorreu
em toda superficie do explante, com formacao de calos friaveis de coloragdo bege mais escura
nos meios M5 e M6, e apresentando coloragdo mais rosada nas concentragdes mais elevadas

dos fitorreguladores (meios M7 e M8) (Figura 24).

Tabela 11- Efeito da associacdo entre o fitorregulador Picloram e as citocininas
BA ou KIN sobre a produgdo de massa calogénica em P. aculeata a

partir de explantes hipocotiledonares, ap6s trés subcultivos.

Meios de ci‘;%ﬁ:iizze(sﬁ\i) Producio de biomassa (g)
cultura
Picloram BA KIN PF PS
M5 2 0,2 3,191 £0,27 a 0,281 +0,14 a
M6 4 0,4 3,318+ 0,38 a 0,314 +0,33 a
M7 10 1,0 3,701 £0,55 a 0,380 +0,21 a
M8 20 2,0 2,305 +£0,24 b 0,192 +0,30b
M9 2 0,2 0,942 +£0,36 ¢ 0,077 £0,25 ¢
MI10 4 0,4 1,214 £ 0,38 ¢ 0,108 £ 0,08 ¢
MIl1 10 1,0 1,232+ 0,26 ¢ 0,113 +0,13 ¢
MI12 20 2,0 1,410 £ 0,14 ¢ 0,136 £0,20 ¢

Legenda: Os dados representam a média + desvio padrdo. Em cada coluna, a mesma letra
indica ndo haver diferenca estatistica pelo teste de Tukey a 5%.

Figura 24 - Influéncia da associacdo entre os fitorreguladores Picloram e BA
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sobre a calogénese em P. aculeata, apos 63 dias de cultura.

Legenda: A- MS + 2 uM Picloram + 0,2 uM BA; B- MS + 4 uM Picloram + 0,4 uM BA; C-
MS + 10 pM Picloram + 1 uM BA e D- MS + 20 p M Picloram + 2 uM BA.
Barras=1 cm.

A associagdo entre o fitorregulador Picloram e a citocinina KIN promoveu uma intensa
oxidagdo dos explantes e uma baixa porcentagem de formagdo calogénica (Figura 25).
Diferente do observado nas culturas suplementadas com Picloram e BA, a presenca de
concentragdes mais elevadas de ambos fitorreguladores induziu o aumento da calogénese
(Tabela 10). O maior valor de producao de biomassa (1,41 + 0,14 g) foi obido em meio M12
(20 uM Picloram + 2 uM BA), porém sem diferenca significativa para os demais tratamentos.
Contudo, apesar da grande oxidacdo das culturas, foi possivel observar a formagdo de calos
friaveis de coloracdo bege e rosada a partir de calos oxidados pré-formados, principalmente
nos meios M10, M11 e M12 (Figura 25).

Deste modo, considerando a produgdo de biomassa e os aspectos morfologicos dos
calos obtidos em P. aculeata, as culturas mantidas em meios MS suplementados com 10 e 20
uM de Picloram foram selecionadas e permaneceram em estoque para experimentos

posteriores.

Figura 25 - Calogénese em P. aculeata a partir de explantes de hipocétilo



103

cultivados em meios MS contendo a associagdo entre Picloram e

KIN em diferentes concentragdes, apds trés subculturas.

Legenda: A- MS + 2 uM Picloram + 0,2 uM KIN; B- MS + 4 uM Picloram + 0,4 uM KIN;
C- MS + 10 pM Picloram + 1 uM KIN e D- MS + 20 uM Picloram + 2 uM KIN.
Barras=1 cm.

4.3.1.2 Manutengao da cultura de calos

Apo6s 63 dias de cultura, os calos proliferados em meio basico MS suplementado com
10 e 20 uM de Picloram (meios M3 e M4) foram subcultivados para meio fresco de igual
composi¢do, visando a manutencao de culturas estoque. Nesta ocasido, a massa calogénica foi
selecionada em ambas as culturas, valorizando as regides pigmentadas presentes no meio M3
e as regides mais claras no meio M4. Ao final de 21 dias, observou-se a formacdo de uma
massa calogénica mais homogénea tanto em meio M3 como em M4 (Figura 26).

Entretanto, ao longo das primeiras semanas de manutencao, verificou-se que os calos
apresentavam um crescimento mais expressivo na semana anterior ao proximo subcultivo, ou
seja, apos o consumo de nutrientes do meio. Deste modo, durante a segunda subcultura em
meio de manuten¢do, os calos foram transferidos para meio de igual composi¢ao, porém com

a metade da concentracao de sais minerais presentes no meio MS (MS 2).

Figura 26 - Massas calogénicas selecionadas a partir de calos proliferados em meios MS
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suplementados com Picloram, mantidas por trés semanas em culturas estoque.

Legenda: A- Calos pigmentados em meio contendo 10 pM de Picloram; B- Calos nido pigmentados em meio
contendo 20 uM de Picloram. Barras=1cm.

Ao longo de cinco subculturas em meio de manutengdo MS 2 , os calos proliferados
em suplementado com 20 uM de Picloram, tornaram-se gradativamente rosados. A partir do
terceiro subcultivo, observou-se a formacdo de pontos pigmentados em diferentes regides da
massa calogénica, os quais aumentaram ao longo do tempo. Deste modo, apés a quinta
subcultura, a biomassa calogénica produzida nos meios MS 2 contendo com 10 ¢ 20 uM de
Picloram apresentava o mesmo aspecto, com formagdo de calos muito fridveis e com
pigmentacdo rosada. Neste caso, considerando a relagdo custo/ beneficio, as culturas mantidas
em presenga de 10 uM de Picloram foram selecionadas para permanecerem em estoque.

A cada subcultura, as regides mais pigmentadas dos calos eram selecionadas, visando
a formacdo de uma massa calogénica com pigmentacdo cada vez mais homogénea.
Entretanto, a partir da sexta subcultura, foi possivel verificar a presenca de alguns calos bem
mais claros, de coloragdo bege, produzidos a partir da massa calogénica pigmentada. Deste
modo, visando o estabelecimento de duas linhagens celulares a partir das culturas em meio
MS Y contendo 10 uM de Picloram, estes calos mais claros foram selecionados e reunidos em
frascos de cultura individualizados. Os novos calos foram mantidos e subcultivados conforme
o estabelecido para os calos pigmentados. Apds mais trés subculturas, verificou-se que a
massa calogénica individualizada de coloragdo bege apresentava consisténcia friavel e
presenca de alguns pontos pigmentados de cor rosa, porém com crescimento inferior ao
observado nas culturas de calos pigmentados (Figura 27).

Figura 27 - Culturas de calos pigmentados ¢ nao pigmentados de P. aculeata mantidas em

meio basico MS Y5 suplementadas com 10 uM de Picloram, apos oito subculturas.
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Legenda: A- Calos pigmentados; B- Calos ndo pigmentados. Barras=1 cm.

A pigmentacdo rosada dos calos friaveis produzidos a partir de explantes
hipocotiledonares ocorreu de maneira espontanea nas culturas iniciadas em meio basico MS

suplementados com Picloram, especialmente na concentragdo de 10 uM.

4.3.1.3 Identificacgao inicial dos pigmentos

Apds alguns segundos em contato com a atmosfera 4cida e basica, os calos de C. rosea
produtores de antocianinas, alteraram sua coloracdo, tornando-se vermelhos e verdes,
respectivamente. Ja os calos de P. aculeata mantiveram sua coloragdo rosada, independente da
variagdo do pH do meio (Figura 28). Desta forma, considerando que as betalainas possuem
maior estabilidade em rela¢do a acidez do meio e que estes pigmentos sdo restritos a ordem
Caryophyllales, como as espécies da familia Cactaceae, ¢ possivel sugerir que as culturas de
calos de P. aculeata sdo produtoras de betalainas. Neste caso, novos experimentos foram
realizados a fim de identificar e otimizar a producdo destes importantes pigmentos nas

culturas de calos de P. aculeata.

Figura 28 - Alteragdes na coloragdo de pigmentos em massas calogénicas

submetidas a atmosferas com variag¢do de pH.
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Legenda: A- Calos de C. rosea; B- Calos de P. aculeata. 1- Vapor de agua; 2- pH alcalino;
3- pH acido. Barras=1cm.

4.3.1.4 Modulacdo da producdo de pigmentos

Calos pigmentados e ndo pigmentados mantidos em estoque em meio MS '
suplementado com 10 e 20 uM de Picloram foram transferidos para um novo meio de cultura,
meio HB, contendo modificacdes na composi¢do de sais minerais, vitaminas € aminoacidos,
porém com a mesma composi¢ao hormonal. Ao longo do periodo de trés subculturas em meio
HB, foi possivel observar uma redugao no crescimento dos calos, que permaneceram com a
textura bastante fridvel. Entretanto, os calos pigmentados cultivados em meio HB com 10 uM
de Picloram tornaram-se gradativamente mais claros, enquanto os ndo pigmentados passaram
a apresentar regioes mais amareladas. Apds 63 dias de cultura, a massa calogénica mantida
em meio HB suplementado com 10 uM de Picloram, perdeu totalmente a pigmentagao rosada,
tornando-se de coloracdo bege, enquanto os calos cultivados em meio HB com 20 uM de
Picloram exibiam diversas regides alaranjadas (Figura 29). Além disso, foi possivel observar
que embora os calos tenham mantido a consisténcia fridvel, as culturas apresentaram um
menor crescimento quando comparadas as culturas mantidas em meio MS com a metade da

concentracao salinica, principalmente na suplementagdao mais alta de Picloram.
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Figura 29 - Calos cultivados de P. aculeata em meio HB suplementados com Picloram, apés

63 dias de cultivo.

Legenda: A- 10 uM de Picloram; B- 20 uM de Picloram. Barras=1 cm.

Deste modo, considerando que o objetivo do experimento era aumentar a producdo de
betalainas rosadas em calos de P. aculeata, novos ensaios foram realizados para este fim. Os
calos pigmentados mantidos em estoque foram transferidos para meio basico MS modificado,
contendo a metade da concentragdo de nitrogénio inorginico (30 mM) e alteragdes na
proporcdo entre os ions amonio e nitrato (1: 4 e 1: 8), porém com a mesma suplementacao
hormonal (10 uM de Picloram).

Ao longo do periodo de cultivo, os calos mantidos nos meios MS modificados
mantiveram a pigmentagdo rosada e a consisténcia friavel, independente da razao entre o
amonio e o nitrato presente no meio nutritivo. Contudo, a partir do primeiro subcultivo foi
possivel observar que as culturas mantidas em meios MS modificados apresentavam uma
producdo de biomassa calogénica superior aos calos cultivados em meio de manuten¢dao (MS
2). Esta grande proliferacdo celular continuou sendo verificada durante os subcultivos
posteriores, sem interferir na qualidade da massa calogénica formada. Em relacdo a
pigmentacdo, os calos produzidos permaneceram bem pigmentados, porém sem grandes
alteracdes na intensidade da coloracdo observada em comparacdo as culturas mantidas em
estoque (Figura 30).

Figura 30 - Alta produgdo de biomassa calogénica pigmentada de P. aculeata nas culturas
mantidas em meios MS suplementados com 10 uM de Picloram, contendo 30 mM

de nitrogénio total e alteragdes na razao amonio e nitrato, apos trés subculturas.
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Legenda: A- 1: 4 de NH, e NO;; B- 1: 8 de NH," e NO5". Barras=1 cm.

4.3.2 Cultura de células em suspensio de P. aculeata Mill

Culturas de células em suspensao foram iniciadas a partir de calos friaveis mantidos
em meio MS ' suplementado com 10 uM de Picloram. Inicialmente, avaliou-se a quantidade
de in6culo mais adequada ao estabelecimento das CCS de P. aculeata, a partir da aferigdo do
peso de matéria fresca (PF) das culturas iniciadas com 1 ¢ 2 g de calos.

Ap6s trés semanas de cultivo, foi possivel observar que as CCS iniciadas com 1 ou2 g
de indculo apresentavam um alto crescimento celular com valores de PF muito proximos
(Tabela 12). Apds 14 dias do inicio das culturas, as CCS apresentavam exatamente o mesmo
PF, independente da quantidade de inoculo. Os maiores valores de PF foram obtidos nas
culturas iniciadas com 2 g de calos, porém sem diferenga estatistica daquelas iniciadas com a
metade de in6culo. Deste modo, considerando a alta produgdo celular a partir de uma pequena
quantidade de massa calogénica, optou-se pelo inicio das CCS de P. aculeata a partir do
in6culo de 1 g de calos friaveis em 30 mL de meio de cultura.

A curva de crescimento das CCS estabelecida a partir do in6culo de 1 g apresentou
uma fase lag muito curta, uma vez que apos 3 dias de cultivo, foi possivel observar o aumento
do peso de matéria seca das culturas (Figura 31 A). Esta fase caracteriza-se pela adaptagdo
das células ao meio de cultivo e a condi¢do de estresse gerada pela agitacdo das culturas,
sendo um periodo de preparacdo a divisao celular. A partir do 3° dia de cultivo, as CCS
entraram na fase exponencial e apresentaram um rapido crescimento, alcangcando peso de
matéria seca de 0,238 + 0,06 g e 0,297 £ 0,07 g no 8° e 13° dia, respectivamente. Na fase log,
as células se encontram em crescimento ativo, com metabolismo acelerado, sintetizando

diversas substancias. O periodo de maior proliferagdo celular ocorreu a partir 13° dia de
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cultivo, onde os maiores valores de PS foram obtidos entre o 17° (0,534 + 0,03 g) e o 20° dia

(0,539 + 0,48 g) de cultivo (Figura 31).

Tabela 12 - Acumulo de biomassa a partir das CCS de P. aculeata

iniciadas com diferentes indculos.

Peso do Peso de matéria fresca (g)

inéculo  yu50i0 das culturas  Apés 14 dias Apo6s 21 dias
lg 1,025 £ 0,068 11,562 £ 0,300 a 15,517 £0,378 a
2g 2,036 £ 0,044 11,562+ 0,300a 16,877 £0,429 a

Legenda: Os dados representam a média + desvio padrdao. Em cada coluna, a mesma
letra indica ndo haver diferenga estatistica pelo teste de Tukey a 5%.

Figura 31 - Actmulo de biomassa ao longo do crescimento das
culturas de células em suspensio de P. aculeata mantidas

em meio MS % + 10 uM de Picloram.

A partir do 20° dia de cultivo, as CCS apresentaram uma reducdo na proliferacdo
celular, caracterizando o inicio da fase estacionaria. Nesta fase, as células se encontram com
baixa capacidade de divisdo celular, representando um decréscimo no crescimento das
culturas. A rapida diminui¢ao no PS das culturas foi observada até o 31° dia, periodo a partir
do qual as CCS passaram a apresentar um crescimento linear at¢ o 40° dia, quando as
avaliagdes foram encerradas (Figura 31). Deste modo, apds o estabelecimento da curva de
crescimento, o subcultivo das CCS passou a ser realizado entre o 15° ¢ o 17° dia de cultivo,

visando a manutenc¢do das cé€lulas na fase exponencial de crescimento.
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Culturas de células em suspensdo também foram iniciadas a partir de calos fridveis
produzidos em meio MS + 10 uM de Picloram contendo metade da taxa de nitrogénio total e
modificados na razdo amoénio/ nitrato (meios C4 e C8). As CCS foram iniciadas a partir de
cerca de 1 g de inoculo, os quais foram cultivados em meio liquido de mesma composi¢ao
utilizada para a producao calogénica. Independentemente da composi¢ao do meio de cultura,
foi possivel observar que apds uma semana de cultivo em meio liquido e sob agitacao
constante, a biomassa celular tornou-se mais pigmentada, exibindo pigmentos de coloragao
vinho. Além disso, a pigmentacdo das células ocorreu de forma intensa e homogénea, uma
vez que todas as c€lulas em cultura apresentavam a mesma coloragao (Figura 32).

Todas as CCS foram subcultivadas a cada 15 dias, onde estas eram filtradas e cerca de
1 g de células inoculado em meio de cultura fresco de igual composi¢do. Ao longo do periodo
de cultivo, observou-se que as subculturas favoreceram a proliferagao celular das CCS de P.
aculeata. No final da segunda subcultura, foi verificado que a produgdo de biomassa celular
alcancou quase o dobro do peso de matéria fresca obtido no primeiro subcultivo, sendo esta
alta proliferacdo mantida também na terceira subcultura (Tabela 13). Durante os subcultivos,
foi possivel observar que independente do periodo e do meio de cultura, as CCS

permancceram Ccom O mesmo aspecto € coloragﬁo.

Tabela 13 - Acumulo de biomassa a partir das CCS de P. aculeata em diferentes meios MS
suplementados com 10uM de Picloram, ao longo de trés subcultivos.

Acumulo de biomassa (g)

NH,":NO; 1? subcultura 2% subcultura 3% subcultura

Peso fresco Peso seco Peso fresco Peso seco Peso fresco Peso seco

1:2 11.56 £030a 036*0.18a 21.44+0.12a 057%£0.19a 19.86+£0.29a 0.51+0.23a
1:4 13.20£0.83a 0.37+0.67a 23.84+£027a 0.58+045a 2325+037a 057£029a
1:8 13.53+£0.62a 037+043a 2356+034a 0.59+038a 22.71+0.54a 056+£032a

Legenda: Os dados representam a média + desvio padrdo. Em cada coluna, a mesma letra indica ndo haver
diferenca estatistica pelo teste de Tukey a 5%.

Figura 32 - Cultura de células em suspensdo de P. aculeata em meio MS suplementado com

10 uM de Picloram, apos 15 dias de cultivo.
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Legenda: A- CCS em meio MS '2; B- CCS em meio MS com 30 mM de nitrogénio total e 1:4 de amonia/nitrato;
C- CCS em meio MS com 30 mM de nitrogénio total e 1:8 de amonia/nitrato. Barra=1 cm.

4.3.3 Quantificacio de betalainas

A metodologia aplicada para a quantificacdo de betalainas totais baseia-se na
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quantificagdo de duas betalainas especificas, a betanina e a vulgaxantina-I. Enquanto a
primeira representa a principal betacianina, betalaina de coloragdo avermelhada, a segunda
representa uma betaxantina, betalaina de coloragdo amarelada.

Calos e CCS mantidos em meio basico MS 2 em presenga de 10 uM de Picloram
(meio C) e em meios modificados na propor¢cdo amonio/nitrato (meios C4 e C8) foram
submetidos a quantificacdo de betalainas totais. A massa calogénica foi quantificada ao final
de 21 dias de cultivo, enquanto as CCS foram avaliadas ao final de duas semanas de cultura.
Nesta ocasido, foi possivel observar que a produ¢do de betalainas nas culturas de células em
suspensao foi bem maior do que na cultura de calos, confirmando a coloragdo mais intensa
observada nas CCS (Tabela 14). Entretanto, embora as culturas de calos apresentassem
pigmentacdo rosada e as CCS uma coloracao vinho, a quantidade de betaxantinas foi superior
a de betacianinas, em todos os meios nutritivos analisados.

Em ambos os sistemas biotecnoldgicos, foi verificado que a modificagdo na proporcao
entre o amonio € o nitrato presentes no meio de cultura influenciou positivamente a produgao
de betalainas em P. aculeata. Nas culturas de calos, a quantidade de betalainas totais tornou-se
maior na medida em que a razdo entre amonio e nitrato diminuia, uma vez que os maiores
valores (1,14 £ 0,18 mg/100 mL) foram alcangcados em meio C8, contendo uma propor¢ao

amonio e nitrato de 1 : 8, porém diferenca estatistica da producdo em meio C4 (Tabela 14).

Tabela 14 - Produgdo de betalainas totais a partir de cultura de calos e de células em
suspensao de P. aculeata em meio MS % suplementado com 10 uM de Picloram
(meio C) e meio MS modificados em relacio a quantidade e a fonte de

nitrogénio (meios C4 e C8).

Sistemas Meios de Producao de betalainas (mg/100 mL)
in vitro cultura Betanina Vulgaxantina-I Betalainas totais
C 0,17+0,04 b 0,49 £ 0,06 ¢ 0,65+0,10 b
Calos C4 0,28 + 0,09 ab 0,63+0,11b 0,91 +0,21 ab
C8 0,34+0,12a 0,80+0,09 a 1,14+£0,18a
C 0,59+ 0,06 b 1,10+ 0,16 b 1,60+0,22 ¢
CCS C4 1,10£0,11a 2,70+ 0,35 a 4,10+ 0,47 a
C8 0,91 £ 0,08 a 1,30 £ 0,09 b 221+0,19b

Legenda: Os dados representam a média = desvio padrao. Em cada coluna, a mesma letra indica ndo haver
diferenca estatistica pelo teste de Tukey a 5%.

Nas culturas de células em suspensdo, a modificagdo na fonte de nitrogénio também
favoreceu o acumulo de betalainas nas culturas, porém a maior producao de betalainas totais

(4,10 £ 0,47 mg/100mL) foi alcangada em meio nutritivo C4. Entretanto, conforme descrito
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anteriormente, a producao de biomassa nestas culturas foi muito baixa, sendo observada uma
estreita relagdo entre o alto rendimento de metabolitos e o baixo crescimento celular.

A producdo de betalainas totais a partir das CCS mantidas em meio MS '
suplementado com 10 uM de Picloram (meio C) ocorreu durante a fase exponencial de
crescimento das culturas (Figura 33). Deste modo, o maior conteido de betalainas foi
verificado apds 12 dias de cultura. Apds este periodo, o acimulo de betalainas mostrou uma

ligeira reducado e, em seguida, manteve-se estavel ao longo do 40° dia de cultura (Figura 33).

Figura 33 - Produgao de betalainas totais ao longo do crescimento das
culturas de células em suspensdo de P. aculeata mantidas

em meio MS %2 + 10 uM de Picloram.

4.4 Discussao

A produg@o de corantes naturais a partir da cultura in vitro oferece diversas vantagens
em relacdo ao cultivo tradicional de plantas inteiras, como a manutengdo da assepsia das
culturas e a alta produtividade, independentemente das variacdes climaticas e das condi¢des
do solo (VANISREE et al.,, 2004). Neste contexto, dentre as diferentes ferramentas
biotecnoldgicas, a cultura de calos constitui um excelente modelo para a produgdo de
substancias especiais sob condigdes in vitro, favorecendo a sintese de diversos metabdlitos e
pigmentos em diferentes espécies de plantas (EL-BELTAGI et al., 2011; LEGHA et al., 2012;
VERMA et al., 2012).

No presente estudo, a calogénese em Pereskia aculeata foi estabelecida a partir de
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explantes foliares, cotiledonares e hipocotiledonares, obtidos de plantulas axénicas, cultivados
em meio MS contendo diferentes concentracdes de Picloram. Embora a presenga de auxinas
no meio de cultura seja necessaria a proliferacdo calogénica na maioria das espécies
(SIMOES et al., 2009; KUO et al., 2012), este processo pode ser induzido pela suplementagio
apenas de auxina ou de citocinina (WU et al., 2003) ou pela adicdo de ambos os
fitorreguladores (BERNABE-ANTONIO et al, 2010). Geralmente, apenas os tecidos
tumorais apresentam uma alta taxa de crescimento, sem a presenca de reguladores de
crescimento (NEELWARNE, 2012; STILES; LIU, 2013).

Segundo Benjamins e Scheres (2008), a atividade dos diferentes reguladores de
crescimento sobre as culturas in vitro ira depender do transportador ou receptor proteico
sintetizado pelos explantes. Desta forma, as diversas respostas observadas nas diferentes
culturas estdo diretamente relacionadas a sensibilidade daquele tipo de explante aos
componentes do meio nutritivo. Em P. aculeata, a regido hipocotiledonar mostrou-se a mais
adequada como fonte de explantes visando ao estabelecimento de culturas de calos fridveis.
Em meios MS suplementados com Picloram, os segmentos de hipocotilo apresentaram uma
completa desdiferenciacdo dos seus tecidos, com alta produ¢do de biomassa calogénica. Ja
nas culturas iniciadas a partir de lamina foliar e folha cotiledonar, a proliferagdo de calos
ocorreu a partir da borda dos explantes, os quais se tornaram completamente oxidados, apds o
segundo subcultivo.

Na familia Cactaceae, o cultivo de explantes foliares em meio basico BS (GAMBORG
et al.,, 1968) com diferentes concentragcdes de 2,4-D induziu a formacdo de calos
embriogénicos em Pereskia grandiflora (LENG; KENG, 2007). Em Opuntia robusta a
suplementagdao de ANA e 2,4-D induziu a formagao calos compactos verdes, enquanto calos
fridveis foram obtidos em meio suplementado com AIA a partir de explantes de cladddios
(ASTELLO-GARCIA et al., 2013). A cultura de explantes caulinares de Cereus jamacaru e C.
hildmannianus em meio MS contendo 2,4-D estimulou a proliferagdo de calos friaveis,
enquanto a adicao de altas taxas de KIN ao meio de cultura resultou na formagao de calos de
consisténcia compacta (KARIMI et al., 2010). Neste trabalho, a suplementagdo com as
auxinas ANA ou 2,4-D nao se mostrou eficiente para a produgdo de calos em P. aculeata,
independentemente da concentragdo utilizada e do tipo de explante cultivado. Nos segmentos
de folha cotiledonar, observou-se a formagao de raizes adventicias nas culturas mantidas em
meio MS contendo altas concentragdes de ANA (10 e 20 uM) e baixas taxas de 2,4-D (2 e 4
uM). A adigdo deste ultimo fitorregulador estimulou uma pequena formacgao calogénica na

base dos explantes de hipocotilo, enquanto os segmentos foliares tornaram-se oxidados e nao
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responderam a nenhuma das concentragcdes de ANA e 2,4-D testadas.

A associacdo entre auxinas e citocininas tem promovido resultados positivos no
aumento da producao de biomassa calogénica em muitas espécies da familia Cactaceae
(SHEDBALKAR et al., 2010). Segundo Ouelhazi e colaboradores (1994), a interagdo entre
auxinas e citocininas ¢ considerada complexa e envolve a modulacdo da resposta das
citocininas pelas auxinas (efeitos sobre glicosilagdo ou velocidade de ribosilagdo), resultando
em uma atividade sinérgica ou antagonica.

Em algumas espécies de cactos como Cereus peruvianus, a adi¢do de concentra¢des
iguais dos fitorreguladores 2,4-D e KIN no meio de cultura aumentou a proliferacdo
calogénica a partir de explantes hipocotiledonares (OLIVEIRA; MACHADO, 2003).
Entretanto, a associacdo entre a auxina 2,4-D e as citocininas BA ou KIN, nao favoreceu a
producio de calos em Mammillaria candida (SANTOS-DIAZ et al., 2005). Esta agdo
antagdnica entre os reguladores de crescimento também foi observada neste estudo, uma vez
que as culturas de P. aculeata mantidas em meios suplementados com Picloram em
combina¢do com baixas taxas de BA ou KIN apresentaram baixa produ¢do calogénica com
formagao de calos muito oxidados, principalmente em presenca de KIN.

As culturas iniciadas a partir de hipocotilo com maior produgdo de biomassa (10 e 20
uM de Picloram) foram selecionadas e mantidas em meio MS contendo a mesma
suplementagdo hormonal. Nesta ocasido, os calos proliferados em meio com 10 uM de
Picloram exibiam pigmenta¢do rosada, enquanto aqueles produzidos em meio com 20 uM de
Picloram apresentavam coloracdo bege clara, porém ambos com grande proliferacao
calogénica ¢ clevada friabilidade. Em culturas de Zaleya decandra, a produgdo de calos
pigmentados ocorreu a partir de explantes caulinares mantidos em meios suplementados com
2,4-D e TDZ em diferentes concentragdes (RADFAR et al., 2012). Enquanto em Amaranthus
tricolor, a producao de pigmentos foi estimulada apds a transferéncia dos calos, induzidos em
2,4-D, para meios contendo BA e ANA (BISWAS et al., 2013). Nos estudos de Simdes e
colaboradores (2009), a pigmentagdo nos calos de C. rosea foi observada apos 6 a 7 meses de
cultura em meio MS + 0,9 uM de 2,4-D. Entretanto no presente estudo, a pigmentacao das
culturas de P. aculeata ocorreu de modo espontineo e simultaneamente a proliferacdo da
massa calogénica.

A manuten¢ao das culturas em meio com metade da concentracao salinica estimulou
um aumento na proliferagdo de calos ao longo do periodo de cultivo. Devido ao rapido

crescimento € a maior producdo de pigmentos, as culturas mantidas em meio MS '
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suplementados com 10 uM de Picloram (Meio C) foram selecionados para os demais
experimentos. A cada subcultura, as regides contendo pigmentos rosados foram sendo
gradativamente selecionadas e separadas dos calos de coloragdo bege, formando dois tipos de
massas calogénicas mantidas no mesmo meio de cultura. Contudo, foi possivel observar que
as culturas pigmentadas apresentaram um maior crescimento em relacdo aos calos ndo
pigmentados, de coloragao bege.

Pigmentos vegetais de coloragdo rosada podem pertencer a classe das antocianinas ou
das betalainas, pigmentos vacuolares, soliiveis em d4gua, mutuamente exclusivos. Os
primeiros, caracterizadas como flavonoides, sdo amplamente distribuidos no Reino Plantae,
sendo responsaveis pela coloracdo de 6rgdos vegetativos, flores e frutos, além de atuarem
como protetor da radiagdo UV (SAKUTA, 2013). As betalainas, embora apresentem fungoes
similares as antocianinas, sdo pigmentos nitrogenados, restritos as espécies da ordem
Caryophyllales, com exce¢do das familias Caryophyllaceae e Molluginaceae (STRACK et al.,
2003), sendo por isso, muito estudadas do ponto de vista taxondmico e evolutivo
(BROCKINGTON et al., 2011).

A Dbiossintese dos flavonoides consiste em uma das vias mais estudadas no
metabolismo secundario vegetal, com muitos genes ja clonados e analisados (FORKMANN;
MARTENS 2001; SHIRLEY, 2001; KOES et al., 2005). Porém, a bioquimica e a genética da
via biossintética das betalainas ainda permanecem relativamente pouco conhecidas
(TANAKA et al., 2008; OZEKI et al., 2011; SAKUTA; OHMIYA, 2011). Segundo Shimada e
colaboradores (2004), as plantas que produzem betalainas podem expressar algumas enzimas
da via biossintética dos flavonoides, podendo acumular quantidades significativas de
flavonois, flavonoides e, em certos casos, at¢ mesmo proantocianidinas. Desta forma, sugere-
se a que auséncia de antocianinas em espécies de Caryophyllales ocorre devido a diferencas
nas regides promotoras dos genes que codificam a dihidroflavonol-4-redutase e a
antocianidina sintase, enzimas que catalisam as primeiras etapas da biossintese de
antocianinas (SHIMADA et al., 2007).

De modo geral, todos os pigmentos vegetais sdo de grande interesse para pesquisas em
biologia geral e aplicada, envolvendo a industria alimenticia, de cosméticos, farmacos e de
producdo de flores (SAKUTA, 2013). Neste contexto, nas ultimas décadas, tem sido
observado um aumento no interesse pelo uso das betalainas como corantes naturais, devido as
suas propriedades quimicas e farmacoldgicas. Segundo Tanaka e colaboradores (2008),
enquanto as antocianinas alteram sua cor em resposta a acidez do meio, as betalainas sdo mais

estaveis e ndo modificam sua coloragdo em uma ampla faixa de pH. Adicionalmente, diversos



117

estudos fitoquimicos e farmacoldgicos revelam que estes pigmentos atuam como potentes
antioxidantes, protegendo o organismo contra doencas relacionadas ao estresse oxidativo
celular, além de apresentarem elevada atividade anti-inflamatoéria e anticarcinogénica
(WALLACE, 2011; CHRISTENSEN et al., 2012; HOBBS et al., 2012).

Desta forma, considerando que as espécies da familia Cactaceae pertencem a ordem
Caryophyllales e que os calos rosados produzidos no meio C ndo exibiram alteragdo na
coloragdao quando submetidos a atmosfera saturada com vapor em pH 4cido e em pH basico,
sugere-se que betalainas estdo sendo produzidas a partir da cultura de calos de P. aculeata. A
partir dessas observacdes, foram realizados novos experimentos, com alteragdo na
composicdo de sais e vitaminas no meio de cultura, a fim de aumentar a produgdo in vitro
destes importantes pigmentos. Até o presente momento, a producdo de betalainas a partir de
culturas in vitro de P. aculeata nio foi encontrada na literatura.

Atualmente, a espécie Beta vulgaris (Chenopodiaceae), conhecida como beterraba,
consiste na Unica fonte de material usado comercialmente para extragdo de betacianina como
corante alimentar. Desta forma, diversos estudos tem sido realizados com esta espécie,
visando otimizar a produgdo in vitro destes pigmentos. Inicialmente, nas CCS de B. vulgaris
em meio basico LS, Akita e colaboradores (2000) verificaram que redugdo pela metade da
concentragdo de nitrogénio total, associada a modificagdes da propor¢do amonio : nitrato (1 :
14), ao aumento em 20 vezes da concentracao de Fe™? ¢ a alta concentragio de sacarose (50
g.L™"), favoreceu o aumento da producio de betacianina de 163 mg/L em meio LS para 248
mg/L, em meio modificado.

Muitos estudos apontam para um efeito inibitorio da alta concentragdo de sacarose
sobre a producdo de betacianinas, embora este mecanismo inibitdrio ndo esteja
completamente esclarecido. Em B. vulgaris, a maior produgdo de betacianinas em meio LS
ocorreu em meio contendo 20 gL' de sacarose, sendo verificado uma redugdo da
produtividade em concentracdes acima de 30 gL' (AKITA et al., 2000), fato também
observado nas culturas de Phytolacca americana (SAKUTA et al., 1987) e Chenopodium
rubra (BERLIN et al., 1986).

Posteriormente, na avaliacdo da influéncia dos microelementos boro, iodo, manganés,
molibdénio, cobre, cobalto ¢ zinco sobre a produgao de betacianinas em CCS de B. vulgaris,
verificou-se que os quatro primeiros (B, I, Mn e Mo) sdo essenciais ao crescimento € a
producdo de betacianinas. Porém, enquanto a remog¢do de Cu e Co ndo afeta a produtividade
das culturas, a auséncia de zinco, aumenta a sintese de betalainas, embora reduza a

proliferagdo celular (AKITA et al., 2001). Segundo Brown e colaboradores (1993), o zinco
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atua como um cofator funcional, estrutural ou regulatorio para um grande nimero de enzimas.

Com base nos estudos supracitados, um novo meio de cultura denominado meio HB
(“high betalain™) foi estabelecido a partir de modificagcdes no meio basico LS (AKITA et al.,
2002). O meio HB apresenta a mesma concentragao de vitaminas e de sacarose do meio LS,
porém contém metade da quantidade de nitrogénio total (30 mM), uma razdo amonio/nitrato
de 1 : 14 (frente a proporcao de 1 : 2 do meio LS), reducdo em 100 vezes da taxa de zinco
(0,0003 mM) e auséncia dos elementos cobre e cobalto. Nestas condi¢des, apds 14 dias de
cultura, as CCS de B. vulgaris alcangaram uma alta proliferagdo celular e uma produgdo de
550 mg.L™" de betacianina.

Desta forma, calos de P. aculeata mantidos em meio com MS ' + 10 ou 20 uM de
Picloram foram cultivados em meio basico HB, contendo a mesma suplementagdo hormonal
de origem. A escolha deste meio de cultura especifico ocorreu devido ao fato dos calos de
exibirem a presenga de pigmentos (betalainas) rosados, caracterizados como betacianinas.
Mesmo os calos de coloragdo bege mantidos em meio com 20 uM de Picloram apresentaram
diversas regides rosadas ao longo do seu crescimento.

Entretanto, apds trés subculturas, os calos proliferados em meio HB + 10 uM de
Picloram perderam a pigmentacdo rosada e se tornaram bege, enquanto aqueles mantidos com
o dobro da concentragdo de Picloram passaram a exibir massas calogénicas em tom mais
amarelado com regides de cor laranja. Além disso, pode-se observar que ambas as culturas
apresentaram um crescimento mais reduzido em relagdo aos calos mantidos em meio MS 2,
especialmente em meio HB suplementado com 20 uM de Picloram.

Analisando os resultados obtidos e considerando a via biossintética das betalainas, é
possivel sugerir que a mudanca na coloragdo observada nas culturas podem ter ocorrido
devido a reacdes de conjugacdo com o acido betalamico, o principal intermediario na sintese
de betalainas. Segundo Sakuta (2013), enquanto a ligagcdo do 4acido betaldmico ao ciclo-DOPA
propicia a formacdo da betanidina, a aglicona de todas as betacianinas, a conjugagdo com
aminodcidos ou grupamentos amina, resulta na formagdo de betalainas amarelas, as
betaxantinas. Adicionalmente, de acordo com alguns autores, estas reacdes de conjugacgdo
com o acido betalimico ocorrem de modo espontdneo no metabolismo celular
(SCHLIEMANN et al., 1999; STRACK et al., 2003).

Neste caso, sugere-se que os calos de P. aculeata tenham sofrido uma alteragdo na via
metabolica de sintese de pigmentos e passaram a produzir betaxantinas. Contudo, ¢

importante ressaltar que pigmentos vegetais com coloragdo amarelo-alaranjado também
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podem ser classificados como carotenoides, que inclusive ja foram descritos nos frutos de P.
aculeata (AGOSTINI-COSTA et al.,, 2012). Entretanto, os carotenoides diferem das
betaxantinas por serem pigmentos armazenados em plastos, com caracteristicas lipossoluveis,
diferentemente do que foi observado nos calos cultivados em meio HB.

Comparando o meio HB com o meio basico MS Y2 usado para manuten¢do dos calos
foi possivel observar que ambos possuem a mesma quantidade total de macro e
microelementos, embora a propor¢cdo da fonte de nitrogénio seja diferente no meio HB.
Porém, grandes diferencas sdo observadas na composi¢ao de vitaminas ¢ aminoacidos
presentes nestes meios de cultura. Enquanto no meio MS verificamos a presenca de acido
nicotinico, piridoxina.HCI, tiamina.HCIl, glicina e mio-inositol, em meio basico LS,
encontramos apenas o mio-inositol e tiamina.HCI, este Gltimo em uma concentragdo quatro
vezes maior do que o observado em meio MS. Segundo Caldas e colaboradores (1998),
embora as respostas observadas para a adi¢do de diferentes vitaminas sejam muito especificas
e dependentes do tipo de explante cultivado, a presenga de tiamina no meio nutritivo favorece
ou ¢ indispensavel ao crescimento da maioria das culturas. Esta vitamina atua como um
cofator essencial as reacdes do metabolismo energético, bem como na biossintese de
aminoacidos e de terpenoides. J& o dcido nicotinico e a piridoxina sdo vitaminas envolvidas na
biossintese de alcaloides (GOODWIN; MERCER, 1983). Desta forma, ¢ possivel inferir que
0 baixo crescimento das culturas mantidas em meio HB pode ter ocorrido em resposta a
auséncia de determinadas vitaminas e aminoacidos no meio de cultura.

A quantidade e a fonte de nitrogénio presentes no meio nutritivo podem influenciar
tanto no crescimento das culturas (VELIKY; ROSE, 1973) como na produgao de metabdlitos
secundarios de interesse (SMETANSKA, 2008). Em nivel molecular, o nitrogénio ¢
incorporado aos aminoacidos, atuando na regulacdo da expressdo de proteinas especificas a
partir de mecanismos que interferem na transcri¢do e/ ou na estabilidade do RNA mensageiro
(SUGIHARTO; SUGIYAMA, 1992). Neste contexto, visando ao aumento da produgdo de
betacianinas em P. aculeata, os calos mantidos em estoque em meio MS % + 10 uM de
Picloram (meio C) foram cultivados em meio MS com a mesma suplementacdo hormonal,
porém contendo a metade da concentragdo de nitrogénio total (30 mM), além de modificagdes
em relacdo a fonte de nitrogénio, sendo testadas as proporgdes de NH; /NOs™ de 1 : 4 (meio
C4)e 1 : 8 (meio C8).

Segundo Nagella e Murthy (2011), a redu¢do dos nutrientes e da concentragao de ions
amoOnio e nitrato presentes no meio de cultura pode exercer diferentes efeitos sobre o

metabolismo primario e secundario de plantas e tecidos vegetais cultivados in vitro. Nas
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culturas de calos de Rosa hybrida, a producao de antocianinas foi estimulada pela redugido do
ion amonio (RAM et al., 2011), enquanto a completa auséncia deste ion otimizou a sintese de
carotenoides em Calendula officinalis (LEGHA et al., 2012). Nas culturas de calos de C.
rosea, taxas de nitrogénio total acima de 60 mM promovem reducdo na producdo de
antocianinas, embora nio tenham efeito sobre o crescimento das culturas (SIMOES et al.,
2009). Em concordancia com os estudos anteriores, o cultivo dos calos de P. aculeata em
meios com menores taxas de amonio ¢ maiores quantidades de nitrato (meios C4 e C8)
estimulou uma maior produgcdo de biomassa, com proliferagdo de calos friaveis e
pigmentados.

Calos friaveis e pigmentados mantidos nos meios C, C4 e C8 foram utilizados como
fonte de indculo para o estabelecimento das CCS de P. aculeata. Segundo Saito e Mizukami
(2002), as CCS sao caracterizadas como uma das técnicas biotecnologicas mais eficientes
para a producdo de metabdlitos especiais in vitro, favorecendo a formagdo de um sistema mais
homogéneo com alta proliferagdo celular. No presente estudo, foi possivel observar uma
rapida adapta¢do ao meio liquido e a agitacdo das culturas, uma vez que as células exibiram
uma elevada taxa de proliferacdo, independentemente do indculo inicial (1 ou 2 g). Além
disso, apds uma semana de cultura, a pigmentacao das células tornou-se mais intensa e
homogénea, principalmente nos meios com maior propor¢ao de nitrato (meios C4 e C8).

Independentemente do meio nutritivo, todas as culturas de células em suspensdo
apresentaram uma grande multiplicagdo celular, sendo subcultivadas a cada 15 dias. Em
pouco tempo, ambas as culturas tornaram-se imoveis devido ao rapido crescimento e consumo
do meio nutritivo, acompanhado por uma redu¢do na intensidade da coloracao das células.
Adicionalmente, a maior produgdo de betalainas foi verificada durante a fase exponencial de
crescimento, apds 12 dias de cultivo. De acordo com Mastuti (2012), na maioria das células
cultivadas, a produ¢do de metabodlitos secundérios atinge o valor maximo durante a fase
estaciondria do crescimento celular, havendo poucos casos em que a produtividade ¢ maior
durante a fase logaritmica, de ativo crescimento.

Nos estudos de Hirose e colaboradores (1990), a producdo de betacianinas nas culturas
de células em suspensdo de Phytolacca americana foi inibida apos a adi¢do de afidicolina
(inibidor da sintese de DNA) no meio nutritivo, sugerindo uma positiva correlacdo entre a
producao de betalainas e o crescimento celular. No presente trabalho, também foi possivel
observar que o acimulo de betalainas nas CCS de P. aculeata, foi diretamente associado ao
crescimento celular, conforme o verificado nas culturas de outras espécies produtoras de

betalainas como Beta vulgaris (LEATHERS et al., 1992; AKITA et al., 2000), P. americana
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(SAKUTA et al., 1986) e Chenopodium rubrum (BERLIN et al., 1986) ¢ Phytolacca sp.
(BHUIYAN et al., 2002).

A avaliacao da producao de betalainas nas culturas de calos e de células em suspensao
de P. aculeata, foi realizada a partir da quantificagdo de duas betalainas amplamente
distribuidas: a betanina, a principal betacianina e a vulgaxantina-I, uma betaxantina. Segundo
Georgiev e colaboradores (2008), a sintese de betalainas ¢ controlada principalmente pela luz
e pelos reguladores de crescimento adicionados aos meios de cultura. Diversos estudos
apontam que a acao reversivel dos fitocromos (Fv/Fvl) promove um aumento na sintese de
betalainas nas culturas mantidas sob regime luminoso em relagdo aquelas cultivadas no escuro
(BIANCO-COLOMAS, 1980; SPASIC et al., 1985; GIROD; ZRYD, 1987). Além disso, o
tipo de luz utilizada também influencia na produtividade das culturas, uma vez que o aumento
na producdo de betalainas totais foi observado nas culturas de calos de Portulaca sp.
irradiadas com luz azul e ultravioleta (KISHIMA et al., 1995), bem como nas culturas de
raizes transformadas de B. vulgaris cv. Detroit Dark Red iluminadas com luz azul e vermelho
longo (SHIN et al., 2003). Por outro lado, a luz branca favoreceu a producao de betacianinas
em segmentos nodais de Alternanthera brasilienses em relag@o a iluminagdo com luz UV-A
(SILVA et al., 2005).

Apesar dos avangos na biologia molecular, poucos sio os trabalhos sobre a influéncia
dos reguladores de crescimento sobre a sintese de betalainas in vitro, embora em muitas
espécies, a producdo de antocianinas tenha sido amplamente estudada ao longo dos anos
(DEIKMAN; HAMMER, 1995; VANDENBUSSCHE et al., 2007). Neste caso, considerando
que estes pigmentos desempenham fungdes fisiologicas semelhantes, alguns autores apontam
que a producdao de betalainas pode ser induzida por um conjunto semelhante de sinais
(DEIKMAN; HAMMER, 1995) e influenciada por fitorreguladores, principalmente os
pertencentes a classe das citocininas (SAKUTA et al., 1991).

Em P. aculeata, a taxa de betalainas totais produzida pelas culturas confirmou o
aspecto visual apresentado por ambos os sistemas in Vitro, uma vez que o acimulo de
betalainas nas CCS foi cerca de trés vezes maior do que o verificado nas culturas de calos.
Entretanto, apesar dos calos apresentem colora¢do rosada e as culturas em suspensdo uma
pigmentagdo vinacea, a quantidade de betaxantinas produzida nas culturas foi superior a de
betacianinas, independentemente do sistema in vitro analisado. Desta forma, considerando
que a quantificacdo foi realizada a partir do coeficiente de extingdo de duas moléculas
especificas, pode-se sugerir que as culturas de P. aculeata estejam produzindo outras

betacianinas, uma vez que a taxa de betanina obtida foi baixa. De acordo com Amaral e Silva
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(2003), a cultura in vitro permite interferir nas vias metabolicas, sendo possivel reduzir,
aumentar ou biotransformar metabolitos especiais, bem como sintetizar moléculas novas nao
encontradas na planta de campo.

Segundo Rao e Ravishankar (2002), a produgao de metabdlitos secundarios vegetais €
fortemente influenciada pela concentracdo e pela fonte de nitrogénio presentes no meio de
cultura. Na produgdo de betalainas a partir do cultivo in vitro, diversos estudos indicam que a
sintese destes pigmentos ¢ inibida em meio com altas taxas de nitrogénio total. Nas culturas
de B. vulgaris, quantidades de nitrogénio superiores a 30 mM resultaram em redugdo na
concentragdo de betacianinas (AKITA et al., 2000), enquanto em Phytolacca americana, o
aumento do nitrogénio total de 0 - 40 mM favoreceu a sintese de betacianinas, porém a
producdo permaneceu praticamente constante em concentragdes entre 40 - 80 mM (SAKUTA
et al., 1986).

Por outro lado, uma baixa razdo amoénio/nitrato tem promovido o acumulo de
pigmentos nas CCS de B. vulgaris (LEATHERS et al., 1992), Phytolacca americana
(SAKUTA et al., 1986) e Portulaca grandiflora (BOHM et al., 1991). Nas culturas de P.
aculeata, a variacao na fonte de nitrogénio também contribuiu positivamente para a producdo
de betalainas, seja a partir da cultura de calos ou da CCS. A modificacdo na propor¢do entre o
amonio e o nitrato de 1 : 4 e 1 : 8, aumentou a sintese de pigmentos nas culturas, com
destaque para as CCS em meio C4 que apresentaram uma produgdo de betalainas de 4,10 +
0,47 mg/100 mL. Desta forma, as CCS mantidas em meio C4 foram consideradas as mais
adequadas para a producdo de betalainas em larga escala, considerando a grande producdo de

biomassa e o alto rendimento obtidos.

Parte dos resultados deste capitulo constituem o artigo “Production of betalains from
callus and cell suspension cultures of Pereskia aculeataMiller, an unconventional leafy
vegetable”, publicado no periddico Plant Cell, Tissue and Organ Culture, v.122, p.341-350,
2015.

4.5 Conclusoes

Diante dos resultados alcangados neste estudo, ¢ possivel concluir que:
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O fitorregulador Picloram mostrou-se o mais eficiente na indugdo da calogénese a partir

de plantulas axénicas mantidas em meio MSO0;

O cultivo de explantes hipocotiledonares em meio MS suplementado com Picloram
propiciou uma alta producdo de biomassa, com proliferacdo de calos fridveis e

pigmentados;

Os pigmentos acumulados nas culturas de P. aculeata podem ser inseridos na classe das
betalainas, considerando a restri¢ao taxondmica ¢ a maior estabilidade destas substancias

em resposta a variacdes de pH;

A reducdo da concentracdo de nitrogénio total associado a uma menor relagdo
amonio/nitrato favoreceu o acumulo de biomassa tanto nas culturas de calos como nas

suspensoes celulares;

Culturas de células em suspensdo foram iniciadas com pequena quantidade de indculo,
apresentando resultados superiores de proliferacdo celular e producdo de betalainas em

relacdo as culturas de calos;

Em todos os sistemas biotecnologicos avaliados a quantidade de betaxantinas acumulada
foi superior a taxa de betacianinas, apesar da coloracdo rosada e vindcea apresentada

pelas culturas de calos e de células em suspensdo, respectivamente.

Elevado rendimento de betalainas foi alcangado nas CCS mantidas em meio MS com 30
mM de nitrogénio e propor¢do amodnio/nitrato de 1:4 suplementadas com 10 uM de

Picloram;

Este estudo aponta para alto potencial biotecnologico da espécie P. aculeata, uma vez
que a producdo de betalainas em escala comercial ¢ de grande importincia econdmica e

farmacologica.
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5 ANALISE FITOQUIMICA E AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE E
ANTITUMORAL DE Pereskia aculeata MILL. CULTIVADA IN VIVO, IN VITRO E EX
VITRO

5.1 Introducao

Ha 2,4 bilhdes de anos, a atividade fotossintética de cianobactérias permitiu a
liberagdo e o acumulo de gas oxigénio na atmosfera da Terra. Neste momento, os primeiros
organismos que responderam a esta mudanca no ambiente, apenas conseguiram tolerar o
oxigénio, porém mais tarde, as células passaram a utilizar este gas no seu metabolismo e
assim tornaram-se capazes de obter mais energia a partir nos nutrientes absorvidos (SCHOPF,
1978). Contudo, embora o oxigénio seja indispensavel a producio de energia metabdlica na
maioria dos eucariotos, este atua como um importante fator de risco para a vida. Segundo
DiGuiseppe e Fridovich (1984), inicialmente a toxicidade do oxigénio foi atribuida a
inativagdo de enzimas, depois esta passou a ser resultado da formagdo de peroxido de
hidrogénio e, somente mais tarde, concluiu-se que os efeitos toxicos do oxigénio estdo
diretamente relacionados as suas formas reativas, conhecidas como radicais livres.

Os radicais livres sdo caracterizados como substancias quimicas que apresentam um
ou mais elétrons desemparelhados na sua ultima camada eletronica, o que faz com que estas
moléculas sejam muito agressivas, uma vez que tendem a reagir com outras moléculas a fim
de estabilizar sua configuracao eletronica (HALLIWELL, 2011). De acordo com o grupo
funcional da molécula, os radicais livres sdo classificados principalmente em espécies reativas
de oxigénio (ERO) ou espécies reativas de nitrogénio (ERN), as quais sdo produzidas durante
o metabolismo celular normal ou alterado (EREJUWA, 2012).

Diferentes fatores podem contribuir para uma maior formagcdo de ERO na célula.
Dentre as fontes enddgenas de agentes oxidantes pode-se destacar a respiragdo aerdbica, na
qual o oxigénio ¢ reduzido na mitocondria a superoxido; a agdo fagocitaria sobre células
infectadas por virus e bactérias, gerando um estresse oxidativo de oxido nitrico (NO), O, ,
H,0, ¢ OCl (ZUGHAIER et al., 2005); os peroxissomos, organelas que atuam na
degradacdo de acidos graxos, produzindo H,0,, que ¢ degradado pela enzima catalase; ou
pela ativagdo das enzimas tipo citocromo P450, que nos animais agem na biotransformagao de
xenobioticos, porém com produgdo de agentes oxidantes que provocam lesdes no DNA
(RITTLE; GREEN, 2010).Como fontes externas de oxidantes destacam-se os Oxidos de
nitrogénio, presentes no cigarro, causando oxida¢do de macromoléculas e reducao dos niveis
de antioxidantes (LIU et al., 2012); os sais de ferro e cobre em excesso, que promovem a

formacgao de radicais peroxidos na reacdo de Fentone Harber-Weiss (JOMOVA et al., 2012); e
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certos compostos fenolicos ingeridos na alimentagdo, que podem levar a formagdo de
oxidantes divido ao ciclo redox (PERRON et al., 2011). A Figura 34 ilustra as principais

reagoes que levam a formacao de ERO.

Figura 34 - Reag¢des de produgdo de radicais livres na célula.

Legenda: SOD- Enzima superéxido dismutase; CAT- Enzima catalase.
Fonte: Adaptado de Ferreira e colaboradores, 2009 e Flora, 2009.

Ao longo da evolucdo, diversas substincias antioxidantes foram sintetizadas ou
obtidas pelos organismos a fim de reduzir ou retardar a producao de radicais livres, evitando a
ocorréncia de danos celulares (ANGAIJI et al., 2012). Antioxidantes enzimaticos como a as
enzimas superdxido desmutase, catalase e glutationa peroxidase, podem ter a sua expressao
induzida ou sua atividade inibida ou ativada, sendo por isso, consideradas agentes
antioxidantes mais vantajosos (HARRIS, 1992). J& os antioxidantes de baixo peso molecular
incluem vitaminas (C, A e E) e substancias de origem vegetal como polifenois, flavonoides,
carotenoides e antocianinas, que atuam gerando substidncias menos nocivas a célula
(BANDYOPADHYAY et al., 1999; CHIHUAILAF et al., 2002).

Neste sentido, Gach e colaboradores (2015) relatam que disturbios no equilibrio redox
que induzem danos oxidativos estdo relacionados com o desenvolvimento da maioria das
patologias, incluindo o cancer. Estudos mostram que o aumento na producdo de ERO e o
estresse oxidativo sdo capazes de provocar modificagdes em lipidios, proteinas e DNA,
aumentar a ocorréncia de mutagdes e propiciar a formacao de células tumorais, podendo levar
a morte celular por apoptose (VALKO et al., 2007; VISCONTI; GRIECO, 2009; REUTER et
al., 2010).
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Antioxidantes naturais sdo obtidos facilmente de fontes na agricultura e horticultura
(beterraba, cenoura, frutas citricas e vermelhas, dentre outras), ou a partir de plantas
medicinais, como salvia, alecrim e outras (MATKOWSKI, 2008). Entretanto, apesar da
grande disponibilidade e do rapido acesso a estas plantas, a producao de substincias de
interesse a partir de métodos biotecnoldgicos, tem sido amplamente empregada para espécies
raras e/ou ameacadas, de dificil cultivo, para compostos de alto valor econdmico, e que
apresentam um baixo rendimento na planta de campo (VERPOORTE et al., 2002). Neste
contexto, uma vez que as células cultivadas in vitro sdo capazes de sintetizar, acumular e, em
alguns casos, secretar metabolitos especiais, diferentes técnicas tém sido empregadas na
produgdo de substancias antioxidantes, seja a partir da cultura de calos (ANTOGNONI et al.,
2007; TADHANI et al., 2007), de células em suspensao (CHENG et al., 2005; VOGELSANG
et al., 2006) e de raizes transformadas (hairy roots) (KUMAR et al., 2005; LEE et al., 2007).

Espécies da familia Cactaceae sdo ricas em pectina, carotenos, betalainas, acido
ascorbico e flavonoides, como o kaempferol e a quercetina, substdncias que apresentam alto
potencial antioxidante (HARLEV et al., 2013). Deste modo, uma vez verificada a baixa
incidéncia de neoplasias em nativos americanos que utilizavam cactdceas na alimentagdo
(KAY, 1996; CORNETT, 2000), estudos sugerem a incorporacdo de derivados de cactos na
dieta regular da populagdo, principalmente nos grupos considerados de alto risco de
desenvolvimento de cancer (ZOU et al., 2005).

Frutos produzidos pelas espécies do género Opuntia, conhecidos como pera espinhosa
ou figo de cacto, sdo ricos em vitamina C e seu consumo regular afeta positivamente o
balanco redox celular, reduzindo o dano oxidativo aos lipidios e favorecendo a condigdo
antioxidante do organismo (SHETTY et al., 2011). Ja em espécies do género Pereskia, a
atividade antioxidante tem sido observada a partir de extratos foliares obtidos de P. bleo (SIM
et al., 2010), P. grandifolia (ADIB et al., 2010).

Adicionalmente, algumas espécies de Cactaceae também j& apresentaram resultados
positivos na avaliagdo do potencial antitumoral. Extratos de Pereskia grandifolia (SRI
NURESTRI et al., 2009; LIEW et al., 2012) e P. bleo (SRI NURESTRI et al., 2008; MALEK
et al., 2009) exibiram atividade citotdxica frente a diversas linhagens tumorais, enquanto a
inducdo de apoptose em diferentes células neoplédsicas tem sido verificada a partir do
tratamento com extratos de Opuntia ficus-indica (ZOU et al., 2005; SREEKANTH et al.,
2007; FEUGANG et al., 2010), O. humifusa (HAHM et al., 2010; LEE et al., 2012) ¢
Pereskia bleo (TAN et al., 2005; ER et al., 2007)

Pereskia aculeata é uma Cactaceae nativa caracterizada como uma hortalica nio
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convencional, uma vez que possui folhas com alto teor nutritivo, sendo por isso, sugerida
como uma alternativa simples e de baixo custo, para melhoria da qualidade da alimentacao da
populagdo (BRASIL, 2010). Estudos de Mercé e colaboradores (2001) e Silva-Junior (2008)
apontam que o elevado contetdo de fibras e arabinogalactanos torna a espécie
economicamente importante como fonte alimentar. Além disso, seus frutos sdo ricos em
polifenois e carotenoides com atividade antioxidante e pré-vitamina A, como o [-caroteno
(AGOSTINI-COSTA et al., 2012).

Atualmente, a utilizagdo de P. aculeata esta restrita a populagdes locais, com destaque
para o estado de Minas Gerais, onde na cidade de Diamantina, por exemplo, estima-se que
77% da populacdo consuma regularmente este vegetal (DIAS et al., 2005). Neste contexto,
considerando a importancia de estudos etnofarmacoldgicos na avaliacdo das propriedades
medicinais e nutracéuticas de espécies vegetais, bem como a importancia da biotecnologia na
otimizagdo da producdo de metabdlitos de interesse, este estudo teve como objetivo avaliar o
potencial antioxidante e antitumoral de P. aculeata, além de realizar uma caracterizagdo do

perfil fitoquimico dos extratos de obtidos de plantas cultivadas in vivo, in vitro e ex vitro.

5.2 Material e Métodos

5.2.1 Material botanico

Amostras de 6rgdos, tecidos e células de Pereskia aculeata cultivada a campo e em
diferentes sistemas biotecnologicos foram avaliadas quanto a a¢do antioxidante e antitumoral
in vitro. Folhas e segmentos caulinares foram obtidos a partir de plantas de campo adultas ¢
plantas aclimatizadas com trés meses de cultivo. As plantas de campo foram fornecidas pelo
Sitio Flora Bioativas (Porto Belo - SC) e uma amostra encontra-se depositada no herbario da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, sob o registro HRJ 11849. As plantas
aclimatizadas foram micropropagadas em meio basico MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962)
contendo a citocinina BA (benzilaminopurina), enraizadas sem fitorreguladores e mantidas em
casa de vegetacdo a 28 + 2°C (Figura 35 A e B).

O material in vitro foi obtido a partir das culturas de calos e de células em suspensao
(CCS) produtoras de betalainas, mantidas em meios de cultura MS, contendo diferentes
concentragdes salinicas e suplementados com o fitorregulador Picloram, sendo caracterizados

como meios C, C4 e C8 (Tabela 15) (Figura 35 C - H).

Tabela 15 - Composicao dos diferentes meios nutritivos utilizados na cultura



128

de calos e de células em suspensdo de P. aculeata.

e Compesicin Nitwginie g;ivo; P
C MS Y2 30 mM 1:2 10
C4 MS 30 mM 1:4 10
C8 MS 30 mM 1:8 10

Figura 35 - Pereskia aculeata cultivada in vivo, in vitro e ex vitro.

Legenda: A- Planta de campo; B- Planta aclimatizada; C- Calos cultivados em meio C; D- Calos cultivados em
meio C4; E- Calos cultivados em meio C8; F- CCS em meio C; G- CCS em meio C4; H- CCS em meio C8.
Barras=1lcm.

5.2.2 Preparo dos extratos metandlicos

Folhas e segmentos caulinares obtidos de plantas de campo e aclimatizadas, assim
como os calos e células em suspensdo produzidos in vitro, foram pesados e secos em estufa a
40°C, até peso constante, para obtencao dos pesos de matéria fresca e seca das amostras. Em
seguida, o material foi triturado ou macerado e submetido a extracdo com alcool metilico
(Merck) a 26£2°C, no escuro, sob agitagdo constante, durante 14 dias. Os extratos obtidos
foram filtrados em papel Whatman (n°l), concentrados sob pressao reduzida a 40°C e secos a
vacuo em evaporador rotativo até peso constante. Os extratos brutos secos foram mantidos a
10°C, no escuro até a realizagcdo dos ensaios.

Para realizag¢do do ensaio de captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), as
amostras foram diluidas em metanol, enquanto para o teste da atividade quelante de ferro II, a
diluicdo dos extratos ocorreu em alcool etilico (Merck). Em todos os demais testes, os

extratos secos foram dissolvidos em DMSO (dimetil sulféxido) e estocados na concentragado
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de 100 mg.mL™", a 10°C e no escuro. A diluigdo das amostras foi conduzida no momento da
realizacdo de cada experimento. Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de
Pesquisa em Produtos Naturais (LPPN) e no Laboratério de Imunologia Aplicada e
Bioquimica de Proteinas e Produtos Naturais (LIA-BPPN), do Instituto de Biologia Roberto

Alcantara Gomes, da Universidade do Estado do Rio de Janeiro.

5.2.3 Determinacio da atividade antioxidante

5.2.3.1 Avaliagdo da capacidade de captura do radical DPPH

Esta atividade foi avaliada nas diferentes amostras pelo método proposto por Brand-
Williams e colaboradores (1995). O DPPH® é um radical estavel, de coloragdo violeta, que
absorve luz em comprimento de onda de 515 nm. Neste ensaio, a presenc¢a de substancias
antioxidantes leva a captura do DPPH", que reduzido a DPPH-H (2,2-difenilpicril-hidrazina),

adquire coloracdao amarela, provocando uma reducao da absorvancia em 515 nm (Figura 36).

Figura 36 - Reacdo de oxirreducdo entre o antioxidante BHT (di-terc-butil metil fenol) e o

radical DPPH.

Legenda: Adaptado de Oliveira e colaboradores, 2009.
Em microtubos do tipo Eppendorf, 500 pL de extratos ou amostra padrio em
diferentes concentragdes (1, 10, 50, 100, 200 pg.mL™") foram misturados a 500 uL de solucio
de DPPH (2,4 mg/100 mL). O branco da reagdo foi preparado a partir de metanol em

substitui¢do aos extratos. Apos 30 min de incubacdo a 24 + 2°C, no escuro, a absorvancia das
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amostras foi medida em espectrofotometro em comprimento de 515 nm. Os antioxidantes
BHT (di-terc-butil metil fenol) e acido ascorbico foram utilizados como substancias
antioxidantes de referéncia (amostra padrao).

A atividade antioxidante dos diferentes extratos foi expressa como porcentagem de
captura do radical DPPH, a qual foi calculada pela seguinte equacao (LUO et al., 2010):

[1-(A1-A2)] x 100
A0

Captura do radical DPPH (%) =

Onde:
A0 = Absorvancia do branco
A1 = Absorvancia da amostra com DPPH

A2 = Absorvancia da amostra sesm DPPH

5.2.3.2 Avaliagdo da capacidade quelante de ferro (II)

Esta atividade dos extratos foi avaliada utilizando o método colorimétrico descrito por
Decker e Welch (1990), conhecido como ensaio de Ferrozina. Neste teste, o reagente
cromogénico ferrozina [3-(2-piridil)-5,6-bis-(4-acido fenil sulfénico)-1,2,4-triazina] iréd
formar um complexo com o fon Fe™ livre gerando um produto de coloragdo rosa (Figura 37).
Sem a presenca desse ion, a coloragdo torna-se mais fraca, sendo possivel avaliar a atividade
quelante de ferro II de um determinado composto.

Em microplaca de 96 pogos, 100 pL das amostras em diferentes concentragdes (1, 10,
50, 100, 200 ug.mL'l) foram incubados a 24 + 2°C, no escuro, com 150 pL de FeCl, (cloreto
ferroso) a 2 mM, o qual ira disponibilizar Fe™* livre para a reagdo, seguido por adigio de 10
puL do reagente ferrozina (5 mM) e incubacdo durante 10 min, no escuro. Os brancos das
amostras foram realizados substituindo a ferrozina por 10 pL de agua ultrapura (MilliQ®),
enquanto a reagdo controle consistiu da adi¢gdo de 100 pL de agua ultrapura (MilliQ®) ao
invés da amostra. A absorvancia foi determinada em espectrofotometro de microplaca a 562
nm. Por sua capacidade quelante de ferro, a quercetina foi utilizada neste experimento como
substancia de referéncia.

Figura 37 - Atividade quelante do reagente ferrozina [3-(2-piridil)-5,6-bis-(4-acido fenil

sulfonico)-1,2,4-triazina] com o ferro II.
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Legenda: Adaptado de http://www.lookfordiagnosis.com. Acesso em janeiro de 2015.

A atividade antioxidante das amostras foi expressa como uma porcentagem da

habilidade quelante de ferro II, a qual foi calculada pela equacao (WANG et al., 2009):

[AO<(A1-A2)] x 100

Habilidade quelante de F e (%) = 0

Onde:
A0 = Absorvancia do controle (sem extrato)
A1 = Absorvancia da amostra com ferrozina

A2 = Absorvancia da amostra sem ferrozina (branco)

5.2.3.3 Avaliacdo dos niveis intracelulares de espécies reativas de oxigénio (ERO) por
citometria de fluxo

Este ensaio foi realizado com células da linhagem macrofagica murina (RAW 264.7),
gentilmente doadas pelo Laboratorio de Farmacologia Celular e Molecular, Departamento de
Farmacologia e Psicobiologia, da UERJ, as quais se encontram criopreservadas em nitrogénio
liquido (-196 °C) no Departamento de Bioquimica. Apos descongelamento, as células foram
expandidas a 37°C e atmosfera imida com 5% de CO,, em garrafas para cultura (50 mL)
contendo 5 mL de meio DMEN (Meio Eagle Modificado por Dulbecco) adicionado de 10%
de SFB (soro fetal bovino), 15 mM HEPES (N-(2-hidroxietil)piperazina-N'-(2-acido

etanosulfonico), 100 U.mL” de penicilina ¢ 100 pgmL’ de estreptomicina. Apos



132

descongelamento, as células foram expandidas, utilizando-se de leve raspagem da garrafa para
soltar as células, e colocados novamente em cultura em concentragdes mais diluidas. A
contagem de células viaveis foi realizada a partir da microscopia otica de contraste de fase. As
células foram utilizadas nos experimentos apds trés passagens sucessivas.

O experimento para avaliagdo das ERO intracelulares consistiu em incubar as células
RAW 264.7 (5 x 10°.mL™") em placas de 6 pogos (3 mL) por 24 h, a 37°C e atmosfera timida
com 5% de CO,, para adesdo. Posteriormente, as células foram estimuladas com 1 pg.mL™" de
lipopolissacarideo de Escherichia coli (LPS) e tratadas por 24 h, a 37°C e atmosfera timida
com 5% de CO,, com a amostra que apresentou maior atividade antioxidante nos ensaios
anteriores, nas concentra¢des de 50 ¢ 100 pg.mL™". A cultura de células com quercetina foi
utilizada como cultura controle de acdo antioxidante.

ApoOs a incubagao das células com as amostras, as células foram lavadas duas vezes
com tampao fosfato-salino PBS (140 mM NaCl + 2,7 mM KCI + 8 mM Na,HPO4+ 1,5 mM
KH,PO4) aquecido e incubadas com 10 uL de sonda fluorescente DCFH-DA a 5 uM, por 30
min no escuro. Em seguida, as células foram centrifugadas por 3 min a 400x g, ressuspensas
em 400puL de PBS e levadas ao citometro de fluxo para a aquisicdo dos dados (50.000
eventos/amostra). A concentracdo intracelular de ERO nos macréfagos foi determinada por
citometria de fluxo utilizando a sonda fluorescente DCFH-DA (2,7-diclorodihidrofluoresceina
diacetato), conforme descrito por Tiwari e colaboradores (2010).

Neste ensaio, a sonda DCFH-DA, devido ao seu cardter apolar, difunde-se pela
membrana plasmatica. Dentro da célula, o grupo diacetato ¢ hidrolisado gerando moléculas de
DFCH polares, as quais reagem com as ERO tornando-se fluorescentes (Figura 38). A
fluorescéncia da sonda foi detectada no canal FL-1. Os resultados foram analisados pelo
programa Summit Versdo 4.3, apresentados na forma de histogramas e expressos como a

mediana da intensidade de fluorescéncia (MIF).

Figura 38 - Mecanismo de acdo da sonda DCFH-DA para
determinagao de ERO.
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DCFH-DA (2,7-Diclorodihidrofluoresceina diacetato)

Membrana plasmatica

v
DCFH Deacetilacdo por estereses citosodlicas

+ ERO:

DCF 2,7-Diclorodihidrofluoresceina

Fonte: Adaptado de Silveira, 2004.

5.2.3.4 Avaliagdo da producdo de 6xido nitrico

A fim de avaliar a atividade das amostras sobre as espécies ativas do nitrogénio, foi
realizado o ensaio para dosagem da produgdo de 6xido nitrico (NO) no sobrenadante de
macrofagos murinos RAW 264.7. A dosagem do NO foi realizada por meio indireto, a partir
da quantificacdo de nitrito (NO;"), um dos produtos de degradagdo primaria, mais estavel e
ndo volatil do NO (GREEN et al., 1982), por reacdo de diazotacdo (GRIESS, 1879). Vale
destacar que o NO ¢ um importante mediador da resposta inflamatoria, neuronal e
cardiovascular.

Células RAW 264.7 viaveis (5 x 10° células/mL), determinadas por microscopia Otica
de contraste de fase, foram incubadas em microplaca de 96 pogos (100 puL) durante 24h para
adesdo. Posteriormente, adicionou-se em cada poco, 50 pL de LPS (lipopolissacarideo de E.
coli) (1 pgmL") e 50 pL de amostra, em diferentes concentragdes (1, 10, 50, 100 e
200 pg.mL™). Para cada experimento, foram realizadas culturas de células somente em meio
de cultura (células ndo estimuladas), na presenca de LPS (células estimuladas) e o branco do
ensaio colorimétrico, sem células, contendo apenas o meio de cultura. Adicionalmente, foram
realizados ensaios das amostras em meio de cultura sem células (branco das amostras), a fim
de verificar a influéncia da coloracdo das amostras no comprimento de onda de leitura do
ensaio.

Ap0s 24h de incubagdo, 100 pL do sobrenadante foi transferido para outra microplaca,
onde foi adicionado 50 pL de acido sulfanilico, que permaneceu reagindo, a temperatura
ambiente, durante 10 min no escuro. Durante este periodo, o &cido sulfanilico ir4 reagir com o

nitrito presente no sobrenadante, formando um sal diazénico. Em seguida, adicionou-se 50 pL



134

de dicloridrato de N-(1-naftil)-etilenodiamina, sendo também mantido por 10 min a
temperatura ambiente, no escuro, onde na reagdo com o sal diazonico ira formar um produto
de coloragao rosada, o qual sera quantificado em espectrofotdmetro de microplaca a 550 nm
(Figura 39). A quantidade de NO presente no sobrenadante das culturas com as diferentes
amostras foi expressa em porcentagem, em relacdo as células estimuladas pelo LPS

(controle), que foi considerada como 100% de produgdo de NO.

Figura 39 - Reacao de Griess utilizada para a dosagem da produgao de nitrito.

Fonte: http://commons.wikimedia.org/. Acesso em janeiro de 2015.

5.2.3.5 Avaliacao da atividade citotoxica

Para verificar se a inibi¢do da producdo de NO ndo estaria ocorrendo pela morte dos
macrofagos, a viabilidade celular foi avaliada a partir do ensaio colorimétrico de MTT
(brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio), proposto por Mosmann (1983).
O MTT consiste em um sal tetrazdlico, de coloracdo amarela, que ao serreduzido pelas
desidrogenases mitocondriais, forma cristais de formazan, de coloracdo roxa (Figura 40).
Assim, a quantidade de formazan, mensurada por espectrofotometria, ¢ proporcional ao
numero de cé€lulas viaveis, desde que as coenzimas no estado reduzido, necessarias para a
reacdo de reducdo do MTT, ndo sdo adicionadas ao ensaio, sendo provenientes, portanto, do
metabolismo celular.

Desta forma, utilizando a mesma cultura para dosagem de NO, apds retirada do
volume de sobrenadante para dosagem do mesmo, 10 puL de solugio de MTT (5 mg.mL™" em
PBS) foram adicionados aos 100 pL restantes de cultura na placa, contendo os macréfagos. A
placa foi incubada em estufa a 37°C, com 5% de CO; e atmosfera timida por 40 min. Em
seguida, a solubilizagdo do produto formazan foi realizada por adi¢gdo de 100 puL de SDS
(dodecil sulfato de sddio) a 10% acrescido de HCI (acido cloridrico) a 0,01 N (v/v). Apds 24 h

a 37°C, a quantificagdo do formazan foi realizada através da leitura da absorvancia em
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espectrofotometro de microplaca a 570 nm.

Figura 40 -: Principio do ensaio de citotoxicidade utilizando o reagente MTT.

Fonte: Adaptado de Ebada e colaboradores, 2008.

A viabilidade pelo MTT também verificada em culturas de células RAW 264.7
tratadas com as diferentes concentragdes finais usadas de DMSO, para descartar qualquer
efeito citotoxico do mesmo. A viabilidade das células estd expressa como porcentagem de
atividade redutora mitocondrial (ARM), em relagdo a cultura de células estimuladas com LPS
sem amostras, considerada como 100%. Adicionalmente, foram realizados os brancos de cada
extrato (extrato mais meio de cultura) a fim de verificar a acdo redutora dos mesmos sobre o

MTT e/ou a influéncia da coloragao dos extratos na leitura da absorvancia a 570 nm.

5.2.4 Determinacdo o potencial antitumoral

5.2.4.1 Linhagens celulares e cultivo

Para avaliar o potencial antitumoral in vitro dos extratos, foram utilizadas linhagens
celulares oriundas de tumores solidos como cancer de prostata (PC3), cancer de mama (MCF-
7) e cancer de pulmao (A549) e leucemias, como a linhagem leucémica linfocitica aguda
(Jurkat) e mieloide cronica (K562). Todas as linhagens foram compradas do Banco de células
do Rio de Janeiro e encontram-se mantidas criopreservadas no Departamento de Bioquimica
da UERIJ. Apos descongelamento, as células foram cultivadas em garrafas de cultura contendo
5 mL de meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) suplementado com 10% de SFB
(soro fetal bovino), 100 U.mL" de penicilina e 100 pg.mL™" de estreptomicina. Para expansio

das linhagens celulares, as células aderentes eram soltas da garrafa por tratamento com
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tripsina a 0,25% contendo EDTA (0,53 mM), e plaqueadas em novas garrafas. As células

eram utilizadas para experimentos apds 3 passagens consecutivas.

5.2.4.2 Avaliagao da atividade citotdxica

A citotoxicidade das amostras vegetais sobre as linhagens tumorais foi avaliada pela
viabilidade celular determinada pelo ensaio colorimétrico do MTT (MOSSMAN, 1983), cujo
fundamento foi descrito anteriormente. Os ensaios foram realizados em microplaca de 96
pocos, com volume final de 100 pL, e concentracio celular final de 5 x 10%/mL. As células
tumorais foram adicionadas em 50 pL e as amostras vegetais em 50 pL para diferentes
concentragdes finais. A incubacdo foi de 72 h a 37°C, com atmosfera umida de 5% de CO,.
As células aderentes eram plaqueadas e deixadas para aderir por 24h antes de colocar as
amostras vegetais. Em seguida, foram adicionados 10 pL de solugio de MTT (5 mg.mL™" em
PBS) e apods incubagdo a 37°C, com atmosfera imida de 5% de CO; por duas horas, os cristais
de formazan foram solubilizados com 100 uL de SDS (10%) contendo HCI a 0,01 N (v/v),
incubando-se por 24h a 37°C. A atividade redutora mitocondrial (ARM) das células viaveis €
diretamente proporcional a viabilidade celular e a absorvancia determinada em
espectrofotometro de microplaca a 570 nm.

Inicialmente, a fim de selecionar as amostras mais ativas sobre as diferentes linhagens
tumorais, os extratos foram testados em apenas duas concentracdes (50 e 100 pg.mL™).
Posteriormente, as linhagens tumorais mais sensiveis foram selecionadas e os extratos mais
ativos testados em diferentes concentragdes (1, 10, 20, 40, 60, 80 e 100 pg.mL'l) para o
calculo do ICsy (concentracao da amostra necessaria para reduzir em50 % a viabilidade das
células).Para cada experimento foi realizada uma cultura controle, contendo apenas células
em meio de cultura, € um branco do ensaio colorimétrico,contendo apenas meio de cultura
(sem células). Os resultados dos efeitos das diferentes concentracdes das amostras sobre o
ensaio com MTT sem células ja foram avaliados quando se estudou os efeitos dos mesmos na
citotoxicidade sobre macrofagos RAW 264.7. A viabilidade das células estd expressa como
porcentagem, em relagdo a cultura de células estimuladas com LPS sem amostras,

considerada como 100%.

5.2.5 Determinacio da atividade citotoéxica em células mononucleares

Para avaliar o efeito dos extratos na viabilidade destas células realizamos o ensaio de
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citotoxidade pelo método do MTT (MOSSMAN, 1983). Neste experimento, células
mononucleares humanas foram isoladas a partir do sangue periférico humano de doadores
voluntarios, coletados em tubos a vacuo, ja comprados contendo anticoagulante.

Apos a transferéncia do sangue coletado para tubos de centrifuga de 15 mL (Falcon),
estes foram centrifugados a 400x g, entre 18 - 20° C, durante 20 min. Em seguida, apos
remocao e descarte do plasma, a camada rica em leucdcitos (entre o plasma e as hemacias) foi
removida e suspensa em meio RPMI 1640 diluido (2x) em tampao fosfato-salino PBS,
contendo EDTA (acido etilenodiaminotetra-acético) na concentragdo final de 2 mM (meio
diluido), numa proporgao de 1 parte de células para duas de meio diluido. Para isolamento das
c¢lulas mononucleares dos outros leucdcitos (maioria neutréfilos) e das hemécias, colocou-se
3 mL de Ficol-Hipaque gelado/tubo falcon de 15 mL, e posteriormente adicionou-se,
lentamente, pela parede, a suspensao de células ricas em leucécitos, porém contendo ainda
muitas hemadcias (5 mL/tubo), de maneira a se formar duas camadas, a superior contendo a
solucdo celular e a inferior, contendo a solu¢do de Ficoll-Hipaque. Os tubos foram
centrifugados a 400x g, por 30 min., entre 18-20°C. Posteriormente, a camada intermediaria,
rica em células mononucleares, foi removida e lavada 2-3 vezes com 10 mL de meio diluido
(centrifuga¢do por 3 min a 400 x g, suspensdo em meio diluido e nova centrifugacao por 3
min a 400 x g) e finalmente suspensa em 3 mL demeio RPMI 1640 suplementado com 5% de
SFB, 2 mM de glutamina e 0,5% de B-mercaptoetanol.

As células mononucleares (1 x 10° células/mL) foram adicionadas (100 ul)a
microplaca de 96 pocgos, estimuladas com 50 pL de PHA (fitohemaglutinina) para
concentracdo final de 2,5 pg/mL e tratadas com 50 pL dos extratos que apresentaram maior
citotoxicidade sobre as cé€lulas tumorais, para diferentes concentracdes finais (1, 10, 20, 40,
60, 80 e 100 pg/mL). O volume final na placa de cultura foi de 200 pL. Apds 72 h em estufa a
37 °C, com 5 % de CO,, sob atmosfera imida, a viabilidade das células foi avaliada a partir da
adi¢do de 10 uL de MTT (5 mg.mL™") e incubagdo por 2 h a 37 °C, com 5 % de CO,. Os
cristais de formazam foram dissolvidos com 100 pL. de SDS contendo HCI a 0,01 N(v/v),
apos 24 h a 37°C, e a leitura da absorvancia determinada em espectrofotdmetro de microplaca,
a 570 nm. A acdo toxica dos extratos sobre as células mononucleares foi determinada em
porcentagem, em relacdo as células estimuladas com PHA na auséncia das amostras,
considerada como 100%.

Para cada experimento foram realizadas uma cultura de células nao estimuladas (sem
PHA),uma de células estimuladas (com PHA) sem amostras vegetais (controle positivo de

proliferagdo)e um branco do ensaio colorimétrico, contendo apenas meio de cultura (sem
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células). O branco das amostras (sem células) ja foram determinados em outros ensaios

citotoxicidade utilizando o MTT.

5.2.6 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia pelo teste One-way
ANOVA e a significancia das diferencas entre os grupos testados foi avaliada pelo teste de
Tukey, considerando significantes as diferencas comp < 0,05. Para o célculo do ICsy, nos
ensaios de citotoxicidade, os dados do eixo x foram transformados em log e posteriormente
realizou-se uma analise de regressdo ndo linear dos dados. Todas as andlises foram

conduzidas utilizando o programa estatistico GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc.).

5.2.7 Analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia, deteccdo por UV acoplada e

espectrometria de massas com ionizacio por electrospray (CLAE-UV-EM-IES)

Os extratos metandlicos foram submetidos a uma andlise prévia em cromatografia
liquida de alta eficiéncia, com detector de arranjo de diodo (Ultimate 3000 Dionex), em
coluna thermo-scientific RP18 (250 mm x 4,6mm com particula de 5 A), a fim de estabelecer
uma condicao de separacdo cromatografica. A fase mével consistiu de gradiente do tipo rampa
e teve inicio com 95 % de agua ultrapura (MilliQ®) acidificada com 4cido acético glacial, a
temperatura de 25 °C, pH 3,5 (Sigma-Aldrich) e 5% de acetonitrila (Tedia™) (0 - 50 min), 0%
de agua ultrapura acidificada e 100% de acetonitrila (50 - 60 min) e, ao fim dos 64,3 min., foi
restabelecida a condig¢do inicial.

Para as analises por CLAE-UV-EM-IES o equipamento utilizado foi um UPLC (ultra)
Shimadzu composto por um desgaseificador (DEU20AS), duas bombas (LC20AD), injetor
automatico (SIL20AC), detector de UV de comprimento de onda fixo (SPD20A), forno
(CTO20A) e interface (CSM20A). As amostras foram separadas utilizando uma coluna
thermo-scientific RP18 (250 mm x 4,6mm com particula de 5 A). A elui¢do da fase mével foi
por gradiente do tipo rampa e teve inicio com 98 % de dgua ultrapura (MilliQ®) acidificada
com 4cido acético glacial, pH 3,5 (Sigma-Aldrich) e 2% de acetonitrila (Tedia™) (0 - 130
min), 0% de agua ultrapura acidificada e 100% de acetonitrila (130 - 140 min) e, ao fim dos
147 min., foi restabelecida a condig¢do inicial. Apos passagem pelo detector de UV com
lampada fixa em 340 nm, a fase movel seguiu para o detector do tipo espectrometro de massas
(MicrOTOF) e foi gaseificada por ionizagdo electrospray a uma temperatura de 200 °C, fluxo

de 9 pL/min e pressao de 4 psi. Os espectros de massas foram obtidos em modo negativo no
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intervalo massa/ carga (m/z) de 50 a 3000. O gas empregado durante a dessolvatagdo foi o
nitrogénio a um fluxo de 400L/h, submetido a temperatura de 250 °C. A energia de ioniza¢ao
foi de 10 eV, com analise de varredura de massas (EM). Para a analise, os espectros de massas
das amostras de P. aculeata foram comparados aos dados disponiveis na base MassBank
(HORAI et al., 2010).

As andlises em CLAE-UV-EM-IES foram realizadas em colaboragdo com a Central
Analitica Fernanda Coutinho do Instituto de Quimica da UERJ sob a coordenacao da Profa.

Dra. Monica Regina da Costa Marques.

5.3 Resultados

5.3.1 Avaliacdo da atividade antioxidante

5.3.1.1 Avaliagdo da capacidade de captura do radical DPPH

Esta atividade foi determinada com as amostras de P. aculeata nas concentragdes de 1,
10, 50, 100 e 200 pg.mL" (Figuras 41). Analisando os resultados obtidos pelas amostras
produzidas a partir de tecidos organizados, pode-se verificar que o processo de propagacdo in
vitro favoreceu o potencial antioxidante do caule de P. aculeata, uma vez que em todas as
concentragdes testadas (Figura 41 A-E), a amostra de caule aclimatizado ndo diferiu
estatisticamente das amostras de referéncia (acido ascorbico e BHT), as quais possuem alta
acdo antioxidante, o que ndo foi observado com o caule de campo. Por outro lado, as folhas
cultivadas a campo apresentaram tendéncia de maior captura do radical DPPH nas
concentragdes maiores (Figuras 41 C-E), em relagdo a planta cultivada ex vitro (aclimatizada),
embora a diferenca sé tenha sido significativa na concentragio de 50 ng.mL™" (Figura 41 C).

De modo geral, a cultura de tecidos vegetais ndo organizados (calos e CCS) nao
estimulou a producdo de substancias antioxidantes de P. aculeata, considerando que as
porcentagens de captura do DPPH® observadas foram similares aos valores obtidos nos
extratos de folhas aclimatizadas e caule de campo (Figura 41 A-E). Além disso, o tipo de
sistema biotecnoldgico empregado neste trabalho ndo influenciou a acdo de captura do radical
DPPH da espécie estudada, uma vez que os extratos obtidos das culturas de calos e de células
em suspensao apresentaram valores semelhantes de captura do radical DPPH, independente
da concentracdo (Figura 41 A-E). Todavia, dentre estas amostras, o extrato produzido a partir
da CCS em meio C (MS %, 1:2 NH;/NO;, 10 uM Picloram), destacou-se por apresentar
valores superiores de captura do DPPH’, em relagdo as demais culturas in vitro, sem diferenca

estatistica dos valores alcangados pelo acido ascorbico e BHT (Figura 41 A-E).
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Figura 41 - Porcentagem de captura do radical DPPH em diferentes extratos metanodlicos
obtidos a partir de plantas de campo, aclimatizadas e culturas in vitro de P.

aculeata.

Legenda: A- Amostras a 1 pg.mL™'; B- Amostras a 10 pg.mL™"; C- Amostras a 50 pg.mL™"; D- Amostrasa 100
pgmL”'; E- Amostras a 200 pg.mL’'. Os dados representam a média + desvio padrio de trés
experimentos com triplicatas. Letras iguais sobre as barras indicam ndo haver diferenga estatistica,
pelo teste de Tukey a 5%.

Neste ensaio também verificou-se que o extrato caulinar de P. aculeata, obtido a partir
de plantas aclimatizadas, apresentou os maiores valores de captura do radical DPPH na
concentracdo de 200 pg.mL™ (81,14 + 3,32%), em relacdo as outras amostras de P. aculeata
(Figura 41 E), porém sem diferenca significativa das amostras de folhas de campo e das
amostras referéncia (acido ascoérbico e BHT). Contudo, a acdo antioxidante do extrato foliar

de plantas cultivadas em campo a 200 pg.mL™ ndo se mostrou significativamente diferente de
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nenhuma outra amostra testada (Figura 41 E). Adicionalmente, foi possivel observar que os
extratos obtidos a partir da cultura in vitro (calos e CCS) alcangaram valores similares de
captura do DPPH"com 200 pg.mL™, independentemente da composicio do meio de cultura
(Figura 41 E).

Deste modo, utilizando o ensaio de captura do radical DPPH, foi possivel observar que
a espécie P. aculeata apresenta um elevado potencial antioxidante, uma vez que os valores
obtidos a partir das diferentes amostras foram superiores a 50%, independente da fonte de

material botanico e da concentragao testada.

5.3.1.2 Avaliagao da capacidade quelante de ferro (II)

Esta atividade foi determinada pelo ensaio da ferrozina com as amostras de P. aculeata
nas concentragdes de 1, 10, 50, 100 e 200 ug.mL'1 (Figuras 42). Os diferentes sistemas
biotecnoldgicos aplicados no cultivo in vitro de P. aculeata aumentaram a habilidade quelante
de ferro 11 da espécie, uma vez que nas concentragdes de 1 pg.mL™ e 10 pg.mL™ os extratos
produzidos a partir dos calos e das células em suspensdo, independente do meio de cultura,
mostraram agdo quelante de ferro II superior a da folha cultivada in vivo (Figura 42 A - B). As
culturas de células em suspensdo em meio C e calos e culturas de células em suspensdo
cultivados em meio C8 também apresentaram a¢do quelante do ferro Il maior do que o extrato
de folha de campo nas concentracdes maiores (Figuras 42 C - E). A Unica excecdo foi
observada no extrato de calos em meio C a partir de 50 pg.mL", o qual obteve os menores
valores de todas as amostras testadas. Esses resultados também indicam que, de modo geral,
as amostras obtidas das CCS alcangaram valores superiores em relagdo as amostras de calos,
principalmente nas culturas mantidas nos meios C e C8, as quais ndo diferiram

estatisticamente da amostra de referéncia (Figura 42).

Figura 42 - Capacidade quelante de ferro II nos diferentes extratos metanolicos obtidos a

partir de plantas de campo, aclimatizagdo e culturas in vitro de P. aculeata.
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Legenda: A- Amostras a 1 pg.mL™'; B- Amostras a 10 pg.mL™"; C- Amostras a 50 pg.mL™"; D- Amostrasa 100
pgmL”'; E- Amostras a 200 pg.mL’'. Os dados representam a média + desvio padrio de trés
experimentos com triplicatas. Letras iguais sobre as barras indicam ndo haver diferenca estatistica,
pelo teste de Tukey a 5%.

Os resultados também mostram que na concentracdo de 200 pg.mL™, o extrato obtido
a partir do caule de plantas aclimatizadas apresentou a maior capacidade quelante de Fe™"
(97 £ 1,72 %), a qual fo1 estatisticamente diferente de todas as demais amostras, incluindo a
quercetina (amostra antioxidante de referéncia) (Figura 42 E). Nesta mesma concentragao, os
extratos de caules de campo, CCS em meio C (MS Y2, 1:2 NH,"/NOs, 10 uM Picloram), calos

e CCS em meio C8 (MS, 1:8 NH;/NO;, 10 uM Picloram) também alcangaram elevados
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valores relativos a capacidade quelante de ferro II, sem diferenca significativa para a amostra
de referéncia. Além disso, as amostras foliares e aquelas obtidas das culturas em meio C4
(MS, 1:4 NH,;/NO;3;, 10 uM Picloram) ndo apresentaram diferenca quanto a habilidade
quelante de ferro II, enquanto o extrato de calo em meio C nao alcangou um resultado
satisfatorio, com média inferior a 50 % (Figura 42 E).

Na analise geral dos resultados, foi possivel verificar que a micropropagacdo da
espécie favoreceu seu potencial antioxidante, pois na concentragio de 200 pg.mL’ as
amostras de caule aclimatizadas apresentaram maior capacidade quelante de Fe' em relagio
as amostras obtidas de caule de campo (Figura 42 E). Adicionalmente, as amostras de caule
aclimatizado apresentaram valores significativamente superiores aos da quercetina em todas
as concentragdes a partir de 50 ;,Lg,.mL'1 (Figura42 C,D e E).

Neste sentido, pode-se observar que o cultivo in vitro de P. aculeata, seja a partir de
culturas organizadas, como a micropropagagao, ou de culturas ndo organizadas, como os calos
e as suspensoes celulares, permitiu um aumento significativo da capacidade quelante de ferro
IT da espécie, confirmando a importancia da biotecnologia na producdo de metabolitos

secundarios de interesse.

5.3.1.3 Avaliagdo da producao de espécies reativas de oxigénio (ERO) por citometria de fluxo

Nos ensaios anteriores para a avaliagdo do potencial antioxidante de P. aculeata, foi
possivel observar que dentre todas as amostras testadas, o extrato de caule obtido a partir de
plantas aclimatizadas apresentou os maiores valores de captura do radical DPPH e capacidade
quelante de ferro II. Deste modo, esta amostra foi selecionada para a avaliacao da inibi¢cdo da
producao de ERO em macréfagos murinos da linhagem RAW 264.7 estimulados com LPS,
utilizando a sonda diclorodihidrofluoresceinadiacetato (DCFH-DA). Neste ensaio, os niveis
de ERO foram determinados apds 24 h de tratamento das células com a amostra nas
concentracdes de 50 ¢ 100 pg.mL™".

A Figura 40 mostra os histogramas de intensidade de fluorescéncia da sonda para ERO
nas células estimuladas com LPS tratadas ou ndo com o extrato caulinar especificado
anteriormente a 50 e 100 pg.mL™". Também é mostrado o histograma das células tratadas com
o agente antioxidante de referéncia, a quercetina a 50 pg.mL". E possivel observar que o
tratamento das células estimuladas pelo LPS com o extrato caulinar a 50 pg.mL™ fez com que
a curva se deslocasse para a esquerda, em relacdo a curva das células estimuladas pelo LPS,
indicando que o extrato nesta concentragdo ¢ capaz de reduzir a marcagdo das células com a

sonda, portanto, reduzindo os niveis intracelulares de ERO (Figura 43).
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Figura 43 - Efeito protetor do extrato caulinar de plantas aclimatizadas
contra a produ¢ao de ERO em células RAW 264.7 de um
experimento representativo, mostrado em histogramas de

intensidade de fluorescéncia da sonda DCFA-DA.

Legenda: Células (5 x 10°/mL) estimuladas ou nio com LPS 1 pg.mL”, e tratadas
simultaneamente com LPS e extrato caulinar de planta aclimatizada (50 e
100 pg.mL™") ou quercetina (50 pg.mL™). As células foram incubadas por
24 h a 37 °C e 5 % de CO, e posteriormente processadas para dosagem de
ERO intracelular, por citometria de fluxo. Experimento representativo.

O tratamento simultineo das células com LPS e extrato caulinar a 100 pg.mL™
resultou num deslocamento ainda maior para a esquerda, sugerindo um efeito antioxidante
maior nesta concentracao, em relagdo a concentragao de 50 ug.mL'l. O tratamento simultaneo
das células com LPS e quercetina também deslocou a curva para a esquerda, embora de forma
mais acentuada, indicando também uma reducdo nos niveis intracelulares de ERO nos
macrofagos (Figura 43).

A andlise das médias de diferentes experimentos (Figura 44) confirmaram o efeito
protetor do extrato metandlico de caule de plantas aclimatizadas de P. aculeata contra o
estresse oxidativo. Observa-se nesta figura que as células estimuladas com LPS e tratadas
com extrato caulinar de planta aclimatizada a 100 pg.mL™" apresentam redugdo significativa
na MIF de 30%, em relacdo as células tratadas apenas com LPS, indicando um efeito redutor
do extrato caulinar de plantas aclimatizadas sobre os niveis intracelulares de ERO em células
RAW 264.7. A reducdo dos niveis de ERO induzida pelo tratamento com o extrato a 50

ng.mL" ndo foi significativa (p>0,05). O tratamento com quercetina reduziu 43% dos niveis



de ERO, em relagdo as células tratadas apenas com LPS.

Figura 44 - Mediana da intensidade de fluorescéncia
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Legenda: As células RAW 264.7 (5 x 10°/mL) foram estimuladas com
LPS 1 pg.mL™ por 24 h e posteriormente processadas para
dosagem de ERO intracelular, por citometria de fluxo. CA -
Extrato de caule de plantas aclimatizadas; Querc - Quercetina
(amostra de referéncia). Os dados representam a média *
desvio padrao de dois experimentos. Letras iguais sobre as
barras indicam ndo haver diferenga significativa, em relagdo a
cultura somente com LPS, pelo teste de Tukey a 5%.

5.3.2 Avaliacdo da inibicdo da producao de 6xido nitrico
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O efeito de diferentes concentragdes das amostras de P. aculeata (1, 10, 50, 100 e 200

pg.mL'l) na producdo de 6xido nitrico (NO) foi avaliado indiretamente, através quantificagdo

do nitrito pela reacdo de Griess (Figura 39). Na analise dos resultados, foi possivel observar

que na menor concentragdo testada (I pg.mL™), a produgio de NO foi estimulada

significativamente nas cé€lulas tratadas com amostras de calos e suspensdes celulares em meio

C4 (MS, 1:8 NH;/NO;, 10 uM Picloram) (Figura 45 A). Nesta concentragio, nio houve

reducdo significativa na produgdo de NO com nenhuma das amostras de campo, aclimatizadas

ou de culturas in vitro (Figura 45 A). No tratamento a 10 pg.mL", nenhuma amostra diferiu

significativamente das células estimuladas com LPS (Figura 45 B), com exceg¢do das células

em suspensdo em meio C4, condi¢do em que se continuou observando aumento da produgao

de NO (Figura 45 B).
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A partir da concentra¢do de 50 pg.mL™, as amostras obtidas a partir de plantas de P.
aculeata cultivadas in vivo apresentaram uma maior inibi¢do da produgdo NO em relagdo a
amostra controle estimulada com LPS (Figura 45 C, D e E). Esses extratos revelaram uma
maior capacidade de redugdo de uma das espécies ativas do nitrogénio, o NO, o qual também
apresenta acdo anti-inflamatoria, resultando em valores de ICsy de 57,20 pg.mL’, para a
amostra foliar, ¢ 60,07 pg.mL", para a amostra obtida a partir do caule, sem diferenga
significativa entre elas. Na maior concentracio testada (200 pg.mL™), as porcentagens de
inibi¢do da producdo de NO pelos extratos de folha (25,09 + 4,22 %) e caule (19,70 = 5,11 %)
obtidas de plantas do campo, foram similares aos valores alcancados pela amostra controle
sem adigao de LPS (18,04 £ 9,15 %) (Figura 45 E).

As amostras produzidas a partir de folhas e caules obtidos de plantas aclimatizadas
também apresentaram uma significativa redu¢ao da produgao de NO, mostrando cerca de 50%
de inibigdo na concentra¢io de 200 ug.mL" (Figura 45 E). Entretanto, os extratos preparados
a partir das diferentes culturas in vitro nao foram capazes de reduzir a producdo de NO pelas
c€lulas estimuladas com LPS. A producdo de NO pela linhagem RAW 264.7 tratadas com
estas amostras foi similar ou até mesmo superior (calos e CCS em meio C4) a cultura
estimulada com LPS, independentemente da concentragdo testada (Figura 45). Contudo, ¢
importante destacar que dentre os extratos produzidos a partir de material biotecnoldgico, os
tratamentos com amostras de suspensdes celulares em meios C (MS Y4, 1:2 NH,/NOs, 10 uM
Picloram) e C8 (MS, 1:8 NH,;/NOs, 10 pM Picloram), reduziram, embora de forma ndo

significativa, a producdo de NO (em 10%), na maior concentracao testada (Figura 45 E).

Figura 45 - Avaliagdo da inibigdo da producdo de NO pelas células RAW 264.7, apods
tratamento com diferentes amostras de P. aculeata obtidas a partir de plantas de

campo, aclimatizadas em culturas in vitro.
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Legenda: A- Amostras a 1 pg.mL™'; B- Amostras a 10 pg.mL™"; C- Amostras a 50 pg.mL™"'; D- Amostrasa 100
pg.mL"'; E- Amostras a 200 pg.mL™". As células (5 x 10°/mL) foram estimuladas com LPS 1 pg.mL"
por 24 h e posteriormente o nitrito foi determinado no sobrenadante.Os dados representam a média +
desvio padrdo de trés experimentos com triplicatas. Letras iguais sobre as barras indicam ndo haver
diferenca estatistica, pelo teste de Tukey a 5%.

5.3.2.1 Avaliagao da atividade citotoxica

Ap0s andlise dos niveis de NO no sobrenadante das culturas, a viabilidade das células
RAW 264.7 aderidas a placa foi avaliada a partir do ensaio colorimétrico do MTT, conforme
descrito na metodologia. Esta avaliacdo se fez necessaria a fim de identificar se a redugdo da
producdo de NO estaria ocorrendo em consequéncia da acdo do extrato vegetal sobre as
células ou devido a citotoxicidade da amostra. Neste estudo, verificou-se que
independentemente da amostra e da concentracdo testada, a viabilidade dos macréfagos foi
mantida em cerca de 100 % (Figura 46).

Deste modo, uma vez que os extratos ndo apresentaram citotoxicidade as células RAW
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264.7, pode-se afirmar que a inibicdo da producao de NO observada no item anterior se deve
ao potencial modulador das amostras de folha e caule obtidos de plantas do campo sobre a

producao deste mediador.

5.3.3 Determinacdo o potencial antitumoral

O potencial antitumoral dos extratos metandlicos de P. aculeata foi avaliado sobre
diferentes linhagens celulares. Inicialmente, a fim de identificar a amostra mais ativa e a
linhagem mais sensivel aos extratos, diferentes linhagens oriundas de tumores solidos (PC3,
MCEF7 e A549) e leucemias (K562 e Jurkat) foram tratadas com todas as amostras por 72 h,
em apenas duas concentragdes (50 ¢ 100 pg.mL™).

De modo geral, os resultados indicam que o extrato obtido a partir de folhas de plantas
do campo mostrou-se mais efetiva na reducdo da viabilidade celular da maioria das linhagens
tumorais testadas, tanto das leucemias K562 e Jurkat (Figura 47), como dos tumores solidos
de prostata (PC3) e de mama (MCF-7) (Figura 48). Além disso, as linhagens leucémicas
mostraram-se mais sensiveis, uma vez que apés 72 h de tratamento com amostra de folhas de
campo a 100 pg.mL", a viabilidade celular das linhagens leucémicas foi reduzida a 4,57 e
5,48 %, respectivamente (Figura 47 B e D). J4 nas linhagens PC3, MCF7 e A549, a amostra
apresentou baixa citotoxicidade, uma vez que a porcentagem de células viaveis foi mantida

acima de 50%, independentemente da concentragao testada (Figura 48 A - F).

Figura 46 - Avaliagdo da atividade citotoxica dos extratos metandlicos obtidos a partir de
plantas de campo, aclimatizadas e culturas in vitro de P. aculeata sobre

macrofagos da linhagem RAW 264.7.
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Legenda: A- Amostras a 1 pg.mL™'; B- Amostras a 10 pg.mL™"; C- Amostras a 50 pg.mL™"; D- Amostrasa 100
pg.mL"'; E- Amostras a 200 pg.mL™". As células (5 x 10°/mL) foram estimuladas com LPS 1 pg.mL"
por 24 h e posteriormente a citotoxicidade foi determinada pelo ensaio do MTT.Os dados representam
a média £ desvio padrdo de trés experimentos com triplicatas. Letras iguais sobre as barras indicam
ndo haver diferencga estatistica, pelo teste de Tukey a 5%.

Comparando as linhagens leucémicas, foi possivel verificar que no tratamento com a
amostra foliar de plantas cultivadas em campo a 50 pg.mL™, a viabilidade celular da linhagem
Jurkat (21,58 %) foi inferior aquela observada nas células K562 (49,91 %), caracterizando a
linhagem leucémica linfocitica (Jurkat) como a mais sensivel a esse extrato (Figura 47 A e C).
Adicionalmente, a linhagem Jurkat também mostrou grande sensibilidade ao extrato obtido de
folhas de plantas aclimatizadas, o qual foi capaz de reduzir a viabilidade das células Jurkat

para 14,86 %, apos 72 h de tratamento, na concentracao de 100 ug.mL'1 (Figura 47 D).

Figura 47 - Avaliacdo da atividade citotoxica dos extratos metanolicos obtidos a partir de
plantas de campo, aclimatizadas e culturas in vitro de P. aculeata sobre linhagens

celulares leucémicas.
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Legenda: A- Linhagem K562 a 50 pg.mL™"; B- Linhagem K562 a 100 ug.mL™"; C- Linhagem Jurkat a 50 pg.mL’
' D- Linhagem Jurkat a 100 pg.mL™". As células (5 x 10%/mL) foram incubadas na auséncia (controle)
ou presenca das amostras por 72 h e posteriormente a citotoxicidade foi determinada pelo ensaio do
MTT. Os dados representam a média £ desvio padrio de trés experimentos com triplicatas. Letras
iguais sobre as barras indicam ndo haver diferenga estatistica, pelo teste de Tukey a 5%.

Figura 48 - Avaliagdo da atividade citotoxica dos extratos metanolicos de P. aculeata obtidos
a partir de plantas de campo, aclimatizadas e em culturas in vitro sobre diferentes

linhagens celulares obtidas de tumores solidos.
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Legenda: A-B Linhagem PC3 a 50 pg.mL™" e 100 pg.mL" respectivamente; C-D Linhagem MCF7 a 50 pg.mL™'
e 100 pg.mL" respectivamente; E-F Linhagem A549 a 50 pg.mL™" e 100 pg.mL" respectivamente.As
células (5 x 10%/mL) foram incubadas na auséncia (controle)ou presenga das amostras por 72 h e
posteriormente a citotoxicidade foi determinada pelo ensaio do MTT.Os dados representam a média +
desvio padrdo de trés experimentos com triplicatas. Letras iguais sobre as barras indicam ndo haver
diferenca estatistica, pelo teste de Tukey a 5%.

As amostras obtidas a partir das culturas in vitro ndo se mostraram citotoxicas para a
maioria das linhagens tumorais. Dentre as linhagens leucémicas, destacaram-se os extratos de
calos e suspensdes celulares em meio C, os quais apresentaram atividade citotdxica sobre a
linhagem K562, reduzindo a viabilidade celular para 52,46 e 57,77 %, respectivamente, na
concentracdo de 50 pg.mL" (Figura 47 A). No entanto, o extrato de calo e de células em
suspensao em meio C4 também reduziu significativamente a viabilidade de células K562 para
79,7 % e 78,1 %, respectivamente, a 50 pg.mL’' (Figura 47 A). O extrato de caule
aclimatizado também reduziu a viabilidade de células leucémicas K562 para 62,7 % e 59,8 %
com 50 pg.mL™" e 100 pg.mL™, respectivamente (Figura 47 A e B, respectivamente). J4 nas
células oriundas de tumores so6lidos, somente o extrato produzido a partir das suspensdes
celulares em meio C apresentou citotoxicidade sobre a linhagem AS549, reduzindo a

porcentagem de células vidveis para 69,71 % e 50,63%, nas concentragdes de 50 e 100



152

pg.mL™, respectivamente (Figura 48 E e F, respectivamente).

Diante dos resultados alcancados, concluiu-se que as linhagens leucémicas K562 e
Jurkat mostraram-se as mais sensiveis ao extrato foliar obtido de plantas cultivadas in vivo, o
qual foi considerado o mais citotoxico, uma vez que a 50 pg.mL™, a viabilidade das células
tumorais foi inferior a 50 %. Deste modo, esta amostra foi selecionada e testada em
concentragdes crescentes sobre as linhagens K562 (Figura 49 A) e Jurkat (Figura 49 B), para a
obtencdo do ICsp, ou seja, a concentracdo da amostra necessaria para reduzir em 50 % as

células viaveis.

Figura 49 - Efeito da concentragdo do extrato metandlico de P. aculeata de folhas de plantas

de campo na atividade citotoxica sobre as linhagens leucémicas K562 e Jurkat.

Legenda: A- Linhagem K562; B- Linhagem Jurkat. As células (5 x 10%/mL) foram incubadas na auséncia
(controle)ou presenca de diferentes concentracdes do extrato por 72 h e posteriormente a
citotoxicidade foi determinada pelo ensaio do MTT.Os dados representam a média *+ desvio padrdo de
tr€s experimentos com triplicatas. Letras iguais sobre as barras indicam ndo haver diferenca
estatistica, pelo teste de Tukey a 5%.

Apo6s andlise dos resultados, foi possivel verificar que a agdo citotoxica da amostra
mostrou-se semelhante em ambas as linhagens tumorais. Neste ensaio, observou-se que a
partir de 40 ug.mL™', o tratamento promoveu uma brusca redugio na viabilidade celular, a
qual atingiu cerca de 4 % na maior concentracio testada (100 pg.mL™") (Figura 49).

Deste modo, verificou-se que o ICsy da amostra sobre a linhagem K562 foi de
41,53 pg.mL™, enquanto para a linhagem Jurkat, o ICs, ficou em 34,60 ng.mL™'. Neste caso, o
extrato foliar de plantas cultivadas in vivo apresenta maior efeito citotoxico sobre a linhagem
tumoral Jurkat, uma vez que a partir de 34,6 pg.mL™', a amostra reduziu em 50 % a populacio

de células tumorais, apds 72 h de tratamento.

5.3.4 Determinacdo da atividade citotoxica em células mononucleares

Sendo a leucemia o tipo de neoplasia mais sensivel as amostras de P. aculeata,
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decidimos avaliar a citotoxicidade da amostra com maior acdo antileucémica sobre células
ndo tumorais, ¢ as células selecionadas neste estudo foram células mononucleares (linfocitos ¢
mondcitos) de sangue periférico humano de individuos sadios.

O efeito citotoxico do extrato obtido a partir de folhas de plantas cultivadas em campo
sobre células mononucleares humanas isoladas a partir de sangue periférico foi determinado
apods 72 h de tratamento com diferentes concentracdes do extrato, utilizando o teste do MTT.
Neste ensaio, o extrato foliar mostrou efeito citotoxico significativo a partir da concentragao
de 40 pg.mL™, alcangando uma porcentagem de células viaveis de 6,18 % na concentragio de
100 pgmL"' (Figura 50). Deste modo, a amostra testada apresentou um ICsy de
48,14 pgmL™”, na qual exerce citotoxicidade sobre 50 % das células mononucleares de

sangue periférico estimuladas com PHA.

Figura 50 - Avaliacdo da atividade citotdxica do extrato metandlico
de P. aculeata obtido de folhas de plantas de campo
sobre células mononucleares humanas de sangue
periférico de individuos sadios.
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Legenda: As células (1 x 10°mL) foram incubadas na auséncia (controle
negativo, C) ou na presenga do mitéogeno Fitohemaglutinina (PHA)
sem ou com diferentes concentracdes do extrato, por 72 h. A
citotoxicidade foi determinada pelo ensaio do MTT. Os dados
representam a média + desvio padrdo de trés experimentos com
triplicatas. Letras iguais sobre as barras indicam nao haver diferenca
estatistica, pelo teste de Tukey a 5%.

5.3.5 Analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia, deteccdo por UV acoplada e

espectrometria de massas com ionizacio por electrospray (CLAE-UV-EM-IES)

Inicialmente, as amostras de P. aculeata obtidas de plantas de campo, plantas
aclimatizadas e a partir de culturas in vitro foram analisadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de arranjo de diodo (CLAE-UV/DAD), o qual permite uma analise
dos compostos em funcao da absor¢ao de luz em diferentes comprimentos de onda (varredura
do espectro). Deste modo, apos a analise dos espectros das diferentes substancias presentes
nos extratos (diferentes sinais nos cromatogramas), foi possivel verificar em todos os extratos
a presenga de substancias tipicas da classe das betalainas, considerando a absor¢do de UV
visivel a 535 nm e comparando o espectro de absor¢do dos sinais principais, tipicos de
betalainas. A Figura 51 ilustra o espectro de absor¢do da amostra de folhas obtidas de plantas
do campo a partir da CLAE-DAD a 535 nm, a qual exemplifica os resultados obtidos com

todas as amostras analisadas.

Figura 51 - Cromatograma obtido por CLAE-UV/DAD a 535 nm do extrato foliar de Pereskia

aculeata cultivada a campo.

Legenda: Os graficos insertados no cromatograma representam o espectro de absor¢do dos diferentes sinais a



155

535 nm.

Ap6s estabelecer a melhor condigdo de separagdo dos constituintes dos extratos, estes
foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrofotometria de
massas por ionizagdo electrospray (CLAE-UV-EM-IES), que possibilita a investigagdo das
substancias a partir de dois detectores, o detector de UV e o espectrometro de massas. O
detector de UV teve sua lampada fixada a 340 nm, visando a deteccao de compostos
fenolicos. Os cromatogramas das diferentes amostras (extratos), obtidos pelo detector de UV,
a 340 nm, estdo ilustrados na Figura 52. Deste modo, verifica-se que apenas as amostras de
plantas cultivadas a campo e aclimatizadas apresentam compostos fendlicos em sua
composigdo (Figura 52 A-D), enquanto nas culturas in vitro (calos e suspensdes celulares) tais

substancias parecem estar presentes em concentragdes muito baixas (Figura 52 E-J).

Figura 52 - Cromatogramas obtidos por CLAE-UV-EM-IES de amostras de P. aculeata a
partir de plantas de campo, aclimatizadas e em culturas in vitro a partir do

detector de UV a 340 nm.



156

_ :
b

P el

_ :

u__ﬁ%hwwﬁjp B

NN

AN

40 60 80 100 120 " Time [min]

Legenda: A- Folha de plantas de campo; B- Folhas de plantas aclimatizadas; C- Caule de plantas de campo; D-
Caule de plantas aclimatizadas; E- Calos em meio C; F- Calos em meio C4; G- Calos em meio C8; H-
Suspensoes celulares em meio C; I- Suspensdes celulares em meio C4; J- Suspensdes celulares em
meio C8. As amostras foram preparadas a 1 mg.mL™".

A partir da andlise dos cromatogramas, pode-se verificar que os principais fendlicos
presentes nas amostras de P. aculeata foram observados a partir de 120 min, onde o extrato de
folhas obtidas de plantas de campo exibiu uma maior quantidade de sinais, revelando assim,
uma maior diversidade de substancias (Figura 52 A). Adicionalmente, ¢ possivel observar que
enquanto algumas substancias mostram-se em maior concentragdo nas plantas de campo,
como os sinais 7 e 6 verificados nos extratos de folha e caule, respectivamente (Figura 52 A e
C), outras mostram-se mais concentradas nas plantas aclimatizadas, como pode ser verificado
nos sinais 2 e 3 comparando as amostras de plantas cultivadas a campo e as plantas

aclimatizadas (Figura 52 A-D).
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Posteriormente, ao passar pelo espectrometro de massas, as amostras foram separadas
de acordo com a capacidade das substancias em perderem um elétron apds serem ionizadas.
Neste sentido, pode-se observar a presenca de um sinal predominante (1), com elevado tempo
de retengdo (cerca de 112 min.), em todos os extratos investigados, independente da origem

do material vegetal (Figuras 53 e 54).

Figura 53 - Cromatogramas obtidos por CLAE-UV-EM-IES dos extratos de folha e caule

obtidos a partir de plantas de campo e aclimatizadas de P. aculeata.
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Legenda: A- Folha de plantas de campo; B- Folhas de plantas aclimatizadas; C- Caule de plantas de campo; D-
Caule de plantas aclimatizadas. As amostras foram preparadas a 1 mg.mL™".

Adicionalmente, os cromatogramas das plantas P. aculeata revelaram o aumento da
concentragdo e/ou a sintese de substancias durante o processo de micropropagacao da espécie.
Este fato pode ser observado ap6s 100 min de elui¢ao das amostras, onde os extratos de folhas
(Figura 53 B) e caules (Figura 53 D) de plantas aclimatizadas mostram a presenca de um sinal

ndo verificado nas plantas cultivadas a campo (Figura 53).

Figura 54 - Cromatogramas dos extratos obtidos a partir das culturas de calos e de
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células em suspensao, obtidos por CLAE-UV-EM-IES.
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Legenda: A- Calos em meio C; B- Calos em meio C4; C- Calos em meio C8; D- Suspensdes celulares
em meio C; E- Suspensdes celulares em meio C4; F- Suspensdes celulares em meio C8. As
amostras foram preparadas a 1 mg.mL™.

Os cromatogramas obtidos por CLAE-UV-EM-IES para as amostras de cultura in vitro
revelaram uma maior riqueza de substincias nas amostras oriundas dos calos em comparagao
as suspensoes celulares (Figura 54). Além disso, verifica-se que nas culturas de células em
suspensdo, o sinal (1) é notadamente o principal, isto €, a substancia predominante nestas

amostras, independentemente do meio nutritivo no qual as células foram cultivadas (Figura 54
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D, E, F). Ja4 nos extratos produzidos a partir da cultura de calos, observa-se uma maior
diversidade de sinais com tempos de retengdo proximos ao sinal principal (1), prejudicando a
resolucao do perfil cromatografico (Figura 54 A-C).

Os espectros de massas da substancia predominante (sinal 1), revelou a presenca de
um fragmento principal, com praticamente o mesmo tempo de retengdo (112 - 112,7 min) e

massa molecular de 277,2 (M") em todas as amostras analisadas (Figura 55).

Figura 55 - Espectros de massas da substancia com tempo de retencao de 112 min., obtidos a

partir da analise por CLAE-UV-MS-IES das diferentes amostras de P. aculeata.

Legenda: A- Folha de plantas de campo; B- Caule de plantas de campo; C- Folhas de plantas aclimatizadas-; D-
Caule de plantas aclimatizadas; E- Calos em meio C; F- Calos em meio C4; G- Calos em meio C8; H-
Suspensoes celulares em meio C; I- Suspensdes celulares em meio C4; J- Suspensdes celulares em
meio C8.

Além disso, na andlise detalhada destes fragmentogramas verifica-se a presenca de
diversos sinais com valores de m/z e de intensidade relativa muito semelhantes, indicando se

tratar da mesma molécula em todas os extratos (Tabela 16).

Tabela 16 - Analise dos fragmentos da principal substancia presente nas amostras de Pereskia
aculeata.
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Folha de campo

Caule de campo

Folha aclimatizada

Caule aclimatizado

TR 112,7 112,5 112,5 112,5
Sinal m/z IR (%) m/z IR (%) m/z IR (%) m/z IR (%)
1 99,92 0,80 99,92 0,92 116,92 4,65 116,92 5,09
2 116,92 3,50 116,92 3,39 277,20/ M" 100 277,20/ M" 100
3 277,05 0,76 277,03 0,74 278,21 23,2 278,21 22,40
4 277200 M° 100 277,05 0,76 279,21 2,73 279,21 2,56
5 278,21 26,22 277,21/ M" 100 283,25 10,94 283,25 10,05
6 279,21 2,88 278,21 21,7 284,26 2,57 284,26 2,23
7 283,25 2,19 279,21 2,54 325,17 1,12 311,28 2,82
8 325,17 0,74 283,25 1,53 341,1 1,70 341,10 1,70
9 359,20 2,96 359,21 2,47 359,20 7,49 359,21 5,79
10 377,12 0,96 377,12 1,23 360,21 1,52 360,21 1,34
Calo C Calo C4 Calo C8
TR 112.,4 112,5 112,5
Sinal m/z IR (%) m/z IR (%) m/z IR (%)
1 99,92 2,12 116,92 6,16 116,92 10,85
2 116,92 6,16 277,20/ M* 100 255,22 2,59
3 277,21/ M* 100 278,21 17,47 277,21/ M* 100
4 278,21 18,89 279,21 2,75 278,21 18,98
5 279,22 2,73 283,25 20,55 283,25 36,36
6 283,25 11,52 284,25 3,62 284,25 6,64
7 284,26 2,25 341,09 2,36 325,17 2,81
8 341,10 2,74 359,21 7,35 341,10 4,15
9 359,21 9,56 360,21 0,22 359,21 10,44
10 360,21 2,43 365,25 2,41 365,25 4,23
CCSC CCS C4 CCS C8
TR 112,4 112,0 112,1
Sinal m/z IR (%) m/z IR (%) m/z IR (%)
1 89,03 0,75 99,93 0,92 99,92 0,71
2 116,93 2,94 116,93 34,59 116,92 3,01
3 277,09 0,75 277,09 0,77 277,08 0,84
4 27722/ M° 100 277,22/ M" 100 277,21/ M* 100
5 278,22 22,29 278,22 28,7 278,21 26,63
6 279,22 3,25 279,22 2,75 279,22 2,78
7 341,11 0,83 311,16 0,68 339,19 0,66
8 359,22 5,86 325,18 0,70 359,21 1,84
9 360,23 1,31 359,22 2,57 360,22 0,68
10 375,2 1,25 377,14 1,52 377,14 1,54

Legenda: TR- tempo de retengdo; CCS- Cultura de células em suspensdo; IR- Intensidade relativa.

Neste contexto, considerando que os compostos fendlicos foram observados apenas

nas plantas cultivadas in vivo e ex vitro, e que a substancia principal detectada por CLAE-U V-

EM-IES foi detectada em todas as amostras, com um tempo de retengdo analogo aos sinais

observados nos cromatogramas obtidos por CLAE-UV/DAD, a 535 nm, ¢ possivel inferir que

a substancia predominante nos extratos de P. aculeata trata-se de um derivado de betalainas.
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Desta forma, comparando os resultados obtidos neste estudo com os dados disponivel
na base MassBank, ¢ possivel sugerir que a substancia predominante trata-se do N2-Benzoil-
L-arginina (Figura 56), um derivado de betaxantina, uma betalaina formada a partir de
aminoacidos, a qual foi produzida em maior concentra¢do nas culturas in vitro de P. aculeata

investigadas neste estudo.

Figura 56 - Espectro de massas da molécula N-a-Benzoil-L-arginina encontrado na base
MassBank, sugerida como a principal substancia observada nas amostras de

Pereskia aculeata.
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5.4 Discussao

A produgdo de diferentes radicais livres ocorre naturalmente no metabolismo celular,
como ao longo da cadeia respiratoria, ou em outros processos celulares, como durante a
fagocitose (OLIVEIRA et al., 2009). Além disso, fontes externas de radicais livres, incluindo
a exposicado a radiagdo ultravioleta, o consumo de alcool, o tabagismo, dentre outros habitos,
contribuem muito para a ocorréncia do estresse oxidativo celular (MADRIGAL-SANTILLAN
et al., 2013). Deste modo, o desequilibrio entre a formagao de radicais livres e a capacidade
do organismo em neutralizar estas moléculas, pode ser a causa de muitas doencgas cronicas e
degenerativas, como hipertensdo, diabetes, cancer, artrite reumatoide, mal de Alzheimer, mal
de Parkinson, dentre outras (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; ANGAIJI et al., 2012).

Antioxidantes sao compostos capazes de retardar ou inibir a oxidagdo de lipideos e
outras moléculas a partir do bloqueio da propagacdo de reacdes de oxirreducdo, seja de modo
enzimatico ou quimico (JAMES et al.,, 2010). Nos ultimos anos, muitos estudos tém
confirmado que o consumo regular de frutas e vegetais frescos pode conferir prote¢dao contra
diversas doengas cronico-degenerativas causadas pelo estresse redox, principalmente contra o

cancer (SHIBATA et al., 2008; KADENBACH et al., 2009; HASSANBAGLOU et al., 2012).
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Desta forma, certos alimentos podem ser caracterizados como nutracéuticos, pois além de
propriedades nutritivas, sdo ricos em compostos antioxidantes, os quais favorecem a
manutengdo da integridade da célula e das func¢des celulares (SIMIRGIOTIS; SCHMEDA-
HIRSCHMANN, 2010). Segundo Madrigal-Santillan e colaboradores (2013), considerando
que pacientes com doengas degenerativas apresentam altos niveis de oxidantes e/ou baixas
taxas de antioxidantes, a adicdo de compostos antioxidantes na dieta alimentar pode ser
benéfica na reducdo dos danos causados pelo estresse oxidativo.

Um dos principais mecanismos de a¢ao dos antioxidantes caracteriza-se pela adsor¢ao
ou neutralizacdo de radicais livres, a fim de impedir a ocorréncia de danos celulares. Neste
contexto, o método de captura do radical DPPH consiste em um teste simples, rapido, que
pode ser usado para avaliar a capacidade de captura de radicais livres por compostos
especificos ou a partir de extratos vegetais (CHEUNG et al., 2003). O ensaio ¢ baseado na
reacdo de reducdo do radical estavel 2,2-difenil-1-picril-hidrazil por moléculas doadoras de
hidrogénio, sendo a reducdo do DPPH proporcional a redugdo da absorvancia da amostra a
515 nm (ROGINSKY; LISSI, 2005). Segundo Ani e colaboradores (2006), o método de
avaliacdo da atividade antioxidante pelo DPPH ¢ considerado um ensaio sensivel e
independente da polaridade do substrato.

No presente estudo, as maiores taxas de captura do radical DPPH (acima de 70 %)
foram alcangadas na concentragio de 200 ug.mL™, a partir dos extratos de folhas obtidas de
plantas de campo, de caule obtido de plantas aclimatizadas e de suspensdes celulares em meio
C (MS %, 1:2 NH;/NO3, 10 uM Picloram), os quais ndo apresentaram diferenga significativa
para as amostras padrdo (4cido ascorbico e BHT). Adicionalmente, pode-se observar que as
amostras foliares de plantas cultivadas a campo e plantas aclimatizadas apresentaram taxas
similares de captura do radical DPPH, indicando manutencdo do potencial antioxidante da
espécie, mesmo apos ser propagada sob condigoes in vitro.

Comparando os resultados aqui obtidos com outras espécies da familia Cactaceae ¢
possivel constatar o elevado potencial antioxidante de P. aculeata. O extrato metanodlico
produzido a partir das folhas de P. bleo (200 pg.mL™") apresentou uma taxa de 25% de captura
de DPPH’ (SIM et al., 2010), enquanto a fragdo de acetato de etila alcangou 50% de captura
deste radical (ECso) com 168,35 pg.mL" (HASSANBAGLOU et al., 2012). Com este mesmo
tipo de fragdo, estudos de Sim e colaboradores (2010) com folhas de P. grandifolia obtiveram
ECso de 140 pg.mL™. Cladodios de O. ficus-indica apresentaram apenas 30% de captura do
radical DPPH, na concentra¢io de 200 pg.mL"' (AVILA-NAVA et al., 2014).

Neste estudo, todas as amostras obtidas a partir das culturas in vitro (calos e
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suspensdes celulares) apresentarem valores elevados de captura do DPPH® (acima de 60%),
diferindo estatisticamente apenas das amostras de referéncia e de caule aclimatizado. Em
Justicia gendarussa, as culturas de calos e de CCS alcangaram valores de captura do DPPH
superiores as folhas de campo (AMID et al., 2011), enquanto os brotos de Ruta graveolens
cultivados in vitro apresentaram maior capacidade de sequestro do radical DPPH em relagdo
as plantas de campo, as raizes adventicias e as suspensoes celulares (DIWAN et al., 2012). Ja
nos estudos de Amid e colaboradores (2011), o cultivo de células em suspensdo de J.
gendarussa ndo apenas favoreceu o sequestro do radical DPPH em relagdo a cultura de calos,
como também resultou em valores de ECs inferiores ao da substancia padrao acido galico,
indicando uma atividade antioxidante 6tima destas amostras.

A habilidade quelante de ferro II representa uma importante atividade antioxidante,
uma vez que o ferro II participa ativamente da rea¢io de Fenton (Fe*" + H,0, — Fe’" + OH +
OH’), gerando radicais hidroxila altamente reativos e biologicamente prejudiciais
(HALLIWELL, 1997; FLORA, 2009). Em condi¢des normais, a ocorréncia desta reacao no
organismo ¢ limitada, uma vez que a maior parte do ferro encontra-se associado a proteinas de
transferéncia (transferrina) ou armazenamento do mesmo (ferritina), em um baixo estado
redox (RANG et al., 1996). Deste modo, o aumento da quantidade de ferro livre no
organismo, devido a certos habitos alimentares ou a alteracdes fisiologicas, ird requerer o
consumo de agentes quelantes, a fim de evitar a produgdo de radicais livres (LE et al., 2007).
Segundo Gordon (1990), as substancias quelantes sdo eficientes antioxidantes secundarios,
pois reduzem o potencial redox e estabilizam a forma oxidada do ion metalico.

Os ions ferrosos, através da reacdo de Fenton, atuam como potentes pro-oxidantes
estimulando a peroxidagdo lipidica ou mesmo acelerando a peroxidagdo pela decomposi¢ao
de hidroperoxidos lipidicos em radicais alcoxil e peroxil (RYAN; AUST, 1992; FRIDOVICH,
1995). Tais ions sdo comumente encontrados em sistemas alimentares (YAMAGUCHI et al.,
1998), os quais sdo responsaveis por iniciar uma reagdo em cadeia levando a deterioracdo dos
alimentos (GORDON, 1990). Segundo Lima e Abdalla (2001), a peroxidacao lipidica
pode ser caracterizada como um dos primeiros eventos citotoxicos que provocam alteragcdes
nas membranas, interferindo na permeabilidade, no fluxo de substincias, e causando uma
série de lesoes celulares, que podem levar &4 morte celular (BENZIE, 1996).

O ensaio da Ferrozina tem sido empregado para determinar a habilidade quelante de
ferro I em diversas espécies de cactaceas a partir de diferentes 6rgdos vegetais. A maioria
das amostras testadas exibiu uma boa habilidade quelante de Fe*", uma vez que de 1 até 100

pg.mL'1 todos os extratos mostravam valores estatisticamente iguais & amostra de referéncia
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(quercetina). Na maior concentragdo testada (200 pg.mL™), a maior capacidade quelante de
ferro 11 foi apresentada pela amostra de caule obtido de plantas cultivadas in vivo (97 + 1,72
%), resultado superior ao obtido com a amostra padrdo (83,36 + 4,92 %). Em Psilosocereus
arrabidae, a fracdo de acetato de etila obtida da casca dos frutos exibiu uma capacidade
quelante de Fe** de cerca de 70%, na concentragio de 500 pg.mL"' (GONCALVES et al.,
2015), enquanto no extrato etandlico obtido das flores de Hylocereus undatus, a 800 pg.mL™",
a taxa alcancada também foi de cerca de 70% (LI et al., 2013). Contudo, estudos de Chaalal e
colaboradores (2013) verificaram que os extratos obtidos de sementes de Opuntia ficus-indica
(variedade vermelha) possuem aproximadamente 10% de capacidade de quelar o ion ferro II.

Ainda avaliando os dados de atividade quelante de ferro na maior concentragdo (200
pg.mL'l), observa-se que os extratos produzidos a partir de calos em meio C8 (MS, 1:8
NH,/NO3, 10 uM Picloram) e suspensdes celulares em meios C (MS %, 1:2 NH,;"/NOs, 10
uM Picloram) e C8 também apresentaram resultados relevantes, exibindo habilidade quelante
de Fe*" acima de 80 %. Por outro lado, as culturas de calos em meio C apresentou menor a¢io
quelante do que todos os extratos de plantas in vivo ou ex vivo. Contudo, em Ceropegia
santapaui, as plantas micropropagadas por organogénese direta apresentaram uma habilidade
de quelar o ferro II superior as plantas propagadas por organogénese indireta ¢ as plantas
cultivadas in vivo (CHAVAN et al., 2014).

Adicionalmente, foi possivel observar que o processo de micropropagacao de P.
aculeata aumentou a capacidade quelante de ferro das folhas a 1 e 10 pg.mL™, em relagio a
folha de campo. O aumento desta atividade também foi observado com o extrato de caule
aclimatizado em 200 pg.mL™', em relagio ao extrato do caule da planta de campo. Além disso,
o extrato de CCS em meio C também apresentou capacidade quelante de ferro II superior aos
dos extratos foliares, independentemente da origem (aclimatizado ou de campo). Estes
resultados demonstram a importancia da utilizacdo da biotecnologia vegetal na producdo de
metabolitos de interesse, além de oferecer outras vantagens, como o fornecimento continuo de
matéria-prima de qualidade, sem interferir nas popula¢des naturais, além do estabelecimento
de uma producdo homogénea e sob condi¢cdes controladas (RAO e RAVISHANKAR, 2002;
VANISREE et al., 2004). A eficiéncia do cultivo in vitro na produgido de metabolitos especiais
associados a atividade antioxidante tem sido relatada para diferentes espécies vegetais
(SIMOES-GURGEL et al., 2011; GIRI et al., 2012; AL KHATEEB et al., 2012).

Meétodos fluorescentes, por serem mais sensiveis, t€ém sido muito empregados na
pesquisa, inclusive para avaliar a producdo intracelular de ERO (MEDINI et al., 2015;
MATIAS et al.,, 2014; ACQUAVIVA et al.,, 2013). Neste estudo, este parametro foi
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determinado pela intensidade da fluorescéncia emitida pela sonda DCFH-DA, apds o
tratamento de células macrofagicas murinas RAW 264.7 estimuladas pelo LPS com os
diferentes extratos. A sonda DCFH, utilizada hd mais de 20 anos na determinagdo in vitro de
ERO (BASS et al., 1983), destaca-se pela capacidade de atuar como marcador intracelular e
extracelular de ERO (SILVEIRA, 2004), além de possuir elevada sensibilidade (permite a
detecgdo de espécies reativas mesmo em baixas concentragdes) (KOJIMA et al., 1998). Apos
a entrada da sonda DCFH-DA na célula, o grupo diacetato ¢ hidrolisado por esterases
citosolicas, liberando a molécula de DCFH, que nao ¢ fluorescente. Porém, na presenga de
EROs, bem como de outros agentes oxidantes e enzimas intracelulares do tipo oxidases
(GIRARD-LALANCETTE et al., 2009), o DCFH ¢ oxidado produzindo o derivado
fluorescente diclorofluoresceina (DCF) (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004). Assim, quanto
maior a produgao de ERO, maior a fluorescéncia da sonda e, consequentemente, maior sera o
MIF (intensidade média de fluorescéncia).

Alguns estudos apontam a maior especificidade da sonda DCFH na detec¢dao de
peroxido de hidrogénio (LE BEL et al, 1992; SILVEIRA , 2004). Entretanto, segundo
Herndndez-Garcia e colaboradores (2010), apesar da baixa sensibilidade aos radicais hidroxila
e superoxido, na presenca de metais de transicdo e peroxidases, radicais intermediarios
reagem com a DCFH, produzindo DCF. Desta forma, a DCFH pode ser considerada uma
sonda universal para a detec¢ao de ERO.

No presente trabalho, o tratamento por 24h com o extrato obtido do caule de plantas
aclimatizadas com 50 pg.mL™" mostrou uma grande tendéncia em reduzir a produgo
intracelular de ERO nas células RAW 264.7 (MIF de 33,0), em relagdo a cultura controle
constituida por macrofagos cultivados apenas com LPS (MIF de 46,6), porém essa reducao so6
foi significativa (33%) com a concentracdo do extrato de 100 pg.mL'l. No entanto, essa
redu¢do foi um pouco menos acentuada do que a induzida pela substincia de referéncia
quercetina (MIF de 27,0), com reducao de 43%. Tais resultados indicam que o extrato
caulinar de P. aculeata obtido de plantas aclimatizadas se mostrou eficiente na redugdo do
estresse oxidativo intracelular.

Diversos estudos tém demonstrado a atividade antioxidante de extratos vegetais a
partir da avaliagdo da producao intracelular de ERO utilizando a sonda fluorescente DCFH.
Acquaviva e colaboradores (2013) reportaram cerca de 70% de inibicdo de ERO em
adipdcitos, apds tratamento por 72 h com extrato aquoso de folhas de Momordica foetida a
175 pg.mL"'. Em Limonium densiflorum, o tratamento da linhagem tumoral A549 com o

extrato metanolico foi o mais eficiente na inibi¢ao do estresse oxidativo, alcancando um ICs
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de 4,4 + 0,6 pg.mL" (MEDINI et al., 2015). J4 a fracdo de acetato de etila, obtida a partir dos
frutos do cacto O. ficus-indica, apresentou uma elevada ag¢do antioxidante sobre células
tumorais PC-12 estimuladas com H,O,, inibindo cerca de 100% da producao de ERO na
concentracdo de 200 pg.mL" (SON et al., 2014).

Em condi¢des normais, o NO possui papel fundamental na regulacdo de diversos
processos fisiologicos, como na vasodilatacio (UMBRELLO et al.,, 2013; GORDISH;
BEIERWALTES, 2014), no reparo da musculatura (DE PALMA; CLEMENTI, 2012; CASEY
et al., 2015) e na neuroprotegdo (ARANDARCIKAITE et al., 2015; CUI et al., 2014). O NO ¢
sintetizado a partir da L-arginina pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS), que existe em tres
isoformas diferentes, dependendo do tecido onde ¢ encontrada. A eNOS (endotelial) e a nNOS
(neuronal) sdo enzimas constitutivas, enquanto a iNOS, presente em células inflamatorias,
dentre outras células, ¢ indutivel (LENON et al., 2008).

Por outro lado, o NO consiste em uma importante molécula produzida na defesa contra
patogenos (BOGDAN et al., 2000). Segundo Kim e colaboradores (2000), o NO reage
espontaneamente com o ion superoxido (O2-), formando peroxinitrito (ONOQO), um radical
muito téxico para os sistemas biologicos, induzindo modificagdes em proteinas e danos ao
DNA, exercendo assim seu efeito citotoxico (KIM et al., 2000). Entretanto, a produgao de NO
em excesso estd relacionada a processos inflamatérios agudos e cronicos, como
arteriosclerose, hipertensado e carcinogénese (PACHER et al., 2007; TAIRA et al., 2009).

Macrofagos atuam como importantes células do sistema imunoldgico, promovendo
uma resposta de defesa imediata contra patogenos, a partir da producdo de diferentes
mediadores pro-inflamatorios (MONCADA et al.,, 1991). Contudo, tais mediadores
intracelulares, como citocinas € o NO, também podem ser induzidos pelo LPS,
lipopolissacarideo obtido da parede celular de bactérias Gram-negativas, que age como um
potente ativador dos macrofagos (NICHOLAS et al.,, 2007). Deste modo, a busca por
moléculas capazes de inibir a produgdo de NO a partir de macréfagos estimulados com LPS,
constitui um das possibilidades na busca por substancias anti-inflamatorias e antioxidantes
(CALIXTO et al., 2015; JOO et al., 2014; REN et al., 2014).

Em P. aculeata, as amostras obtidas a partir de plantas cultivadas in situ e in vivo
apresentaram um maior potencial antioxidante e anti-inflamatorio, com destaque para os
extratos de folha (ICsp= 57,20 ug.mL™) e caule (ICsp= 60,07 pg.mL™") obtidos de plantas do
campo, que foram capazes de reduzir a producdo de NO para 25,08 e 19,70%,
respectivamente, na concentragio de 200 pg.mL™’. Tais resultados mostraram-se mais

satisfatorios do que os obtidos por Joo e colaboradores (2014), que reportaram uma taxa de
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inibicdo de NO de 35 % a partir da fragdo de acetato de etila obtida da casca de Ulmus
pumula, a 1000 pg.mL". Em cacticeas, o extrato metandlico de folhas de O. ficus-indica nio
apresentou efeito sobre a producao de NO, sendo observado somente com a fragdo de
cloroformio (inibi¢ao de cerca de 90%) (CHO et al., 2006). Nesta mesma espécie, extratos em
acetona produzidos a partir de sementes inibiram a produ¢ao de 34,67% de NO (CHAALAL
etal., 2013).

Embora com menor atividade, o tratamento com as amostras obtidas a partir de plantas
aclimatizadas, induziu uma reducgio de cerca de 50% na produgio de NO (200 pg.mL™),
independentemente do 6rgao vegetal utilizado. J4 os extratos produzidos a partir das culturas
in vitro (calos e suspensoes celulares) ndo apresentaram efeito satisfatorio sobre a produgao
de NO em nenhuma concentragdo testada, resultando em reducdes menores do que 30%, as
quais ndo diferiram estatisticamente da amostra controle contendo macréfagos estimulados
com LPS. Neste contexto, estudos com a espécie Cleome rosea a 200 pg.mL™ apontam que
embora a amostra de folha obtida de plantas aclimatizadas tenha apresentado uma redugdo no
potencial redutor da produg¢do de NO (18 £ 7 %) em relagdo a amostra foliar de plantas de
campo (78 £ 22 %), os extratos produzidos a partir das raizes mantiveram elevada taxa de
inibi¢do do NO, sem diferenca significativa entre as plantas de campo e aclimatizadas
(SIMOES et al., 2006).

A fim de excluir a possibilidade do efeito inibidor da producao de NO pelas células
RAW 264.7 ter sido causado pela ag@o citotoxica dos extratos de P. aculeata, as células foram
submetidas ao ensaio do MTT para avaliagdo da viabilidade. Independente da concentragao
testada dos extratos, a viabilidade das células permaneceu em torno de 100% em todos os
tratamentos, sem diferenga significativa das amostras controle, indicando auséncia de efeito
citotoxico sobre os macrofagos da linhagem RAW 264.7 e confirmando o potencial
antioxidante e anti-inflamatdrio das amostras de folha e caule obtidos de plantas de campo de
P. aculeata. Por outro lado, enquanto Cho e colaboradores (2006) demonstraram que o
tratamento com a fragdo de cloroformio das folhas O. humifusa reduz 90% da produgdo de
NO com reducgao da viabilidade celular de 30%, resultados de Simdes e colaboradores (2006)
reportam inibigdo de 80% da produgdo de NO na concentragdo de 500 pg.mL™" do extrato,
porém com elevada citotoxicidade (aproximadamente 75%).

Diversos estudos relacionam o consumo de cactos e seus derivados com a baixa
incidéncia de cancer nas populagdes que utilizam tradicionalmente estas espécies na
alimentagdo (CORNETT, 2000; ZOU et al., 2005). Deste modo, considerando os dados da

literatura e o efeito antioxidante previamente relatado de P. aculeata, as diferentes amostras
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foram testadas quanto ao efeito citotoxico sobre diferentes linhagens tumorais. Segundo Tan e
colaboradores (2005), extratos metanolicos sdo normalmente utilizados para uma triagem de
amostras com agao antitumoral, considerando que muitas vezes os compostos polares sao
responsaveis pela citotoxicidade do extrato.

A avaliagdo do efeito citotoxico dos extratos de P. aculeata sobre as diferentes
linhagens tumorais revelou uma maior sensibilidade das linhagens leucémicas K562 e Jurkat.
De modo geral, o extrato foliar de planta cultivada in vivo exerceu maior atividade
antitumoral, reduzindo a viabilidade celular das linhagens oriundas de tumores sélidos, como
a PC-3 (carcinoma de proéstata) (64,09 %) e MCF7 (carcinoma de mama) (59,26 %), mas
principalmente das leucemias K562 (leucemia mieloide cronica) (4,57 %) e Jurkat (leucemia
linfocitica aguda) (5,48 %), na concentragio de 100 pg.mL™. Por outro lado, o maior efeito
citotoxico sobre a linhagem A549 (carcinoma de pulmdo) foi observado no tratamento das
células com o extrato obtido de suspensdes celulares em meio C (MS %, 1:2 NH4/NO3, 10
uM Picloram), que reduziu a viabilidade das células para 50,63 %. Este foi o melhor resultado
observado a partir de uma amostra produzida de culturas in vitro, uma vez que os demais
extratos propiciaram uma baixa citotoxicidade (abaixo de 20%) em todas as linhagens
tumorais testadas.

As espécies do género Pereskia tém sido alvo de muitos estudos visando a
determinacdo do potencial antitumoral. Efeitos citotoxicos de extratos de P. bleo ja foram
relatados para células T-47D, de carcinoma de ducto mamaério (TAN et al., 2005), carcinoma
epidermoide nasofaringeo (KB), carcinoma de colon (HCT 116), carcinoma de mama (MCF7)
e carcinoma cervical (CasKi) (SRI NUESTRI et al., 2008). Em P. grandifolia, a atividade
antitumoral também foi verificada nas linhagens KB, CasKi, MCF7, A549 (SRI NUESTRI et
al., 2009) e HelLa (carcinoma cervical) (KARIM; SISMINDARI, 2012). Nos estudos
supracitados, os extratos de P. bleo e P. grandifolia ndo apresentaram efeito toxico sobre
fibroblastos normais, utilizados como controle.

O potencial citotoxico das folhas da espécie P. aculeata sobre linhagens tumorais foi
previamente reportado por Pinto e colaboradores (2012). Neste estudo, o tratamento por 48 h
com as fracdes de hexano, diclorometano, acetato de etila e o precipitado resultante do
fracionamento a 100 pg.mL™, resultou em cerca de 44% de inibigio das células HL60
(leucemia promielocitica), enquanto para a linhagem MCF7, a amostra do precipitado
mostrou-se a mais citotoxica, com aproximadamente 30% de inibi¢cdo. Entretanto, o extrato
metanodlico ndo foi eficiente na reducdo da proliferacdo das linhagens celulares tumorais

HL60 e MCF7 (viabilidade de 75% e 90%, respectivamente). Além disso, os autores relatam
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que o extrato metandlico ndo exibiu efeito citotoxico sobre macroéfagos murinos (ICs>100
ng.mL™) utilizados como controle, apds 72 h de incubagdo, apesar de ndo mostrarem os dados
experimentais.

Comparando os resultados ja alcangados para P. aculeata, verifica-se que para a
linhagem MCF7, os dados obtidos no presente estudo foram mais relevantes do que os
reportados por Pinto e colaboradores (2012), uma vez que o extrato metandlico das folhas de
plantas de campo foi capaz de reduzir a viabilidade celular para cerca de 60%. Deste modo, ¢
possivel inferir que a diferenga observada deve-se ao maior tempo de incubagdo da amostra
com as células (72 h), o que potencializou seu efeito antitumoral. Entretanto, nas espécies P.
bleo e P. grandifolia, foi possivel observar um maior efeito citotoxico dos extratos
metanodlicos sobre a linhagem MCF7, provocando inibi¢do de 50% das células tumorais nas
concentragdes de 39 pg.mL™ (SRI NUESTRI et al., 2008) ¢ 88 pg.mL"' (SRINUESTRI et al.,
2009), respectivamente. Com relacdo as células A549 (carcinoma de pulmio), enquanto estas
se mostraram sensiveis somente ao extrato obtido in vitro a partir de suspensoes celulares em
meio C (MS Y%, 1:2 NH,;/NO3, 10 pM Picloram), que reduziu a viabilidade celular para cerca
de 70%, ap6s 72 h de tratamento com 50 pg.mL™, o extrato de folhas de P. grandifolia exibiu
maior citotoxicidade sobre esta linhagem, alcangando um ICsy de 60 pg.mL™ nestas mesmas
condi¢des (SRI NUESTRI et al., 2009).

Neste estudo, o maior potencial antitumoral de P. aculeata foi verificado a partir das
folhas de plantas de campo sobre as linhagens leucémicas K562 (ICsp=41,53 pg.mL™) e
Jurkat (ICs50=34,60 pg.mL'l). Segundo William e colaboradores (2009), o tratamento
quimioterdpico para leucemia pode ser conduzido a partir de fitoquimicos capazes de agir
diretamente nos mecanismos que envolvem a indug¢do da neoplasia e a sinalizacdo de
apoptose. Deste modo, ¢ de grande relevancia a busca por novas substincias envolvidas na
atividade antileucémica, capazes de inibir a proliferagdo e induzir a morte celular
(AMPASAVATE et al., 2010).

Os resultados alcangados neste estudo foram superiores aos obtidos com outras
espécies de Pereskia, no tratamento com extratos metandlicos durante 72h. Asmaa e
colaboradores (2014) reportaram uma baixa agdo citotoxica de P. saccharosa sobre as
linhagens MV4-11 (leucemia mieloide aguda - IC5q=110 pg.mL™") e K562 (leucemia mileoide
cronica) (ICs5o=130 pg.mL™). Enquanto em P. grandifolia, o efeito antitumoral sobre as
células CEM-SS (leucemia linfobastica T) somente foi observado nas fragdes de hexano
(ICs¢=15,5 ng.mL™") e diclorometano (IC50=29 pg.mL™), ndo sendo observada atividade no
extrato metanolico (ABDELWAHAB, 2013), apos 72 h de tratamento. Resultados similares
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foram verificados por Pinto e colaboradores (2012), onde o extrato metanolico de P. aculeata
exibiu um baixo potencial antileucémico na linhagem HL60, reduzindo apenas 25% da
viabilidade celular.

E importante destacar que poucos estudos sobre substincias com atividade
antileucémica relatam o potencial toxico das suas amostras para as células mononucleares de
sangue periféricode individuos sadios, as quais estariam mais proximas das células tumorais
do estudo em questao (leucemias). O extrato metanolico das folhas cultivadas em campo de P.
aculeata também reduziu a viabilidade das células mononucleares de sangue periférico
estimuladas com PHA, apresentando ICsy proximo (ICs5=48,14 ug.mL'l) ao das células
leucémicas Jurkat (IC50=34,6 pg.mL™") e K562 (ICs50=41,53 pg.mL™). Neste contexto, estudos
utilizando fibroblastos como controle, sugerem que os extratos metanolicos da espécie em
estudo apresentem maior citotoxicidade sobre as células normais do que suas fragdes, (SRI
NUESTRI et al., 2008; 2009). No entanto, ¢ importante lembrar que tais fibroblastos, apesar
de ndo serem tumorais, constituem uma linhagem celular, que sofre mudangas nos processos
de regulacdo de seu ciclo celular para se tornarem imortais, cuja sensibilidade ndo pode ser
comparada a dos linfocitos e mondcitos de sangue periférico, que ndo sofreram qualquer
modificacdo. De outra forma, caso o extrato bruto seja realmente mais toxico que suas
fragdes, ¢ possivel sugerir que existam diferentes substancias no extrato metanolico que
contribuam de forma sinérgica para a citotoxicidade do mesmo, o que pode ndo ser observado
com as fragdes, por se mostrarem menos complexas em sua composi¢ao, podendo apresentar
um numero reduzido ou ndo apresentar substancias toxicas as células normais.

Para a investigagdo das atividades antioxidantes e antitumorais nos extratos de P.
aculeata, os materiais biotecnologicos selecionados foram os calos e as suspensoes celulares
sabidamente produtores de pigmentos da classe das betalainas, como observado numa etapa
deste trabalho, além da planta em campo e aclimatizada.

Tanto as culturas de calos como de células em suspensdo foram mantidas em meio
basico MS ' suplementado com 10 uM de Picloram (meio C), ¢ em meios de cultura
contendo o mesmo fitorregulador, porém com modificacdes nas concentragdes salinicas
(meios C4 e C8). O cultivo de calos ¢ de CCS em meios MS contendo menor taxa de
nitrogénio total e maior propor¢do de nitrato (meio C4) favoreceu o acimulo de betalainas nas
culturas, tornando-as muito interessantes do ponto de vista fitoquimico e farmacologico.

As betalainas constituem pigmentos nitrogenados hidrossoluveis, que conferem
coloracdo violeta (betacianinas) ou amarela (betaxantinas) a flores, frutos e 6rgdos tuberosos

de apenas 13 familias botanicas, incluindo a familia Cactaceae (AZEREDO, 2009). Dentre as
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vantagens do uso de betalainas como corantes naturais em relagdo as antocianinas, destacam-
se a maior estabilidade frente a variacdo de pH, podendo ser empregadas em alimentos
neutros ou levemente acidos (STINTZING; CARLE, 2004; TANAKA et al., 2008), bem como
sua maior biodisponibilidade, exercendo efeitos logo apds sua absor¢cao (PAVOKOVIC;
KRSNIK-RASOL, 2011). Dentre as propriedades farmacoldgicas, as betalainas sao
caracterizadas por apresentarem alto potencial antioxidante (GENTILE et al., 2004;
TESORIERE et al., 2004 ¢ 2005), anti-inflamatorio (REDDY et al., 2005; PIETRZKOWSKI
et al., 2010) e anticarcinogénico (SREEKANTH et al., 2007; VULIC et al., 2013).

Neste sentido, a investigagdo fitoquimica por CLAE-UV/-MS-IES revelou a presenca
de substancias pertencentes a classe das betalainas em todas as amostras investigadas, embora
os compostos fenolicos tenham sido detectados apenas nas plantas obtidas in vivo e ex vitro.
Os cromatogramas de todas as amostras indicaram a presenga de uma substancia
predominante, com o mesmo tempo de retengdo (112 min), que apds analise no espectrdmetro
de massas determinou o sinal majoritario em 277,2 [M]". Assim, considerando os resultados
obtidos pelo espectrometro de massas, as informagdes fornecidas pela base MassBank e os
dados da literatura, pode-se inferir que a principal substancia encontrada nas amostras trata-se
de um derivado de betaxantina (um tipo de betalaina). Segundo diversos estudos, a
degradagdo de vulgaxantina I, principal betaxantina, produz fragmentos com massa molecular
277, similar a observada neste estudo (HERBACH et al.,, 2004; LEE et al., 2005;
GONCALVES et al., 2015).

Diversos estudos apontam para uma estreita relacdo entre a produ¢do de compostos
fendlicos e a atividade antioxidante apresentada pelas espécies vegetais (MAIZURA et al.,
2011; MOLDOVAN et al., 2011), embora esta propriedade possa estar sendo exercida por
outros metabolitos (NIKI, 2011). Segundo Ramesh e colaboradores (2009), considerando que
em condi¢des naturais os polifenois sdo produzidos em resposta ao estresse ambiental, torna-
se comum observarmos a presenga de baixas taxas destes compostos em plantas cultivadas in
vitro em relagdo as plantas de campo (PARSAEIMEHR et al., 2010; SAGWAN et al., 2011;
SINGH et al., 2011). Deste modo, apesar de muitos metabolitos especiais ja terem sido
produzidos a partir de diferentes sistemas biotecnolégicos (SIMOES-GURGEL et al., 2011;
BISWAS et al., 2013), estudos indicam que a producao destas moléculas muitas vezes esta
associada a presenca de células e tecidos especializados (ABOUZID et al., 2010; DIWAN et
al., 2012). Neste caso, a auséncia de compostos fendlicos nas culturas in vitro de P. aculeata
pode ser justificada pelo fato dos calos e suspensdes celulares constituirem tecidos

desorganizados, os quais sdo cultivados sob condigdes quimicas e fisicas controladas e
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adequadas, reduzindo o estresse ¢ inibindo a sintese destes metabolitos.

De modo geral, as espécies da familia Cactaceae apresentam elevada atividade
antioxidante associada as altas taxas de betalainas e polifenois, obtidos principalmente a partir
de frutos, cladodios e sementes de diversas espécies de Opuntia sp. (CAYUPAN et al., 2011;
MORALES et al., 2012; CHOUGUI et al., 2013). No género Pereskia, os extratos foliares de
P. bleo e P. grandifolia exibiram alta atividade antioxidante associado ao elevado teor de
polifenois presentes na fragdo acetato de etila (SIM et al., 2010; HASSANBAGLOU et al.,
2012). Analisando a contribuicao destes metabolitos no potencial antioxidante dos frutos de
O. ficus-indica, Dehbi e colaboradores (2013) verificaram uma alta correlagdo entre a
atividade antioxidante e o contetdo total de polifenois (R*=0,96), em compara¢io a
quantidade de betaxantinas (R?=0,63). Contudo, uma betacianina purificada a partir dessa
espécie, induziu a apoptose na linhagem leucémica K562 (SREEKANTH et al., 2007).

No presente estudo, ¢ possivel observar uma estreita relagdo entre a presenca de
betalainas e compostos fenolicos e as atividades antioxidante e antitumoral, apresentadas
pelas amostras de P. aculeata. Provavelmente, a presenga de betalainas ¢ compostos fenolicos
contribuem para o potencial antioxidante da espécie, uma vez que amostras obtidas de
culturas in vivo, ex vitro e in vitro mostraram efeito nos ensaios de captura do radical DPPH,
NO, ERO e da habilidade quelante de ferro II. Entretanto, podemos inferir que o potencial
citotoxico sobre leucemias, detectados somente nas amostras de plantas de campo e
aclimatizadas, deva estar relacionado a presenca dos compostos fendlicos nestas amostras, ou
ao sinergismo destes com as betalainas.

A identificagdo de moléculas com acdo antioxidante a partir de extratos vegetais
torna-se muito relevante na busca de novas drogas com potencial antineoplasico, uma vez que
o estresse oxidativo resulta em muitas injlrias celulares, incluindo lesdes no DNA, que
contribuem para o desenvolvimento de diversas doencas cronicas, como o cancer
(ERDEMOGLU et al.,, 2006; KHOMDRAM; SINGH, 2011). Diante dos resultados
alcancados pode-se inferir que a espécie P. aculeata constitui uma importante fonte de
polifenois e betalainas com elevada atividade antioxidante e potencial antitumoral,

favorecendo a sua exploragao como alimento funcional.

5.5 Conclusoes

Do que foi analisado no decorrer desta parte do trabalho, € possivel concluir:
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Os extratos de folhas de plantas de campo e caule de plantas aclimatizadas apresentaram

elevado potencial antioxidante pelo ensaio de captura do radical DPPH;

A amostra obtida a partir de caule de plantas aclimatizadas mostrou maior capacidade

quelante de ferro II, dentre todos os extratos testados;

Atividade antioxidante também foi verificada nas culturas in vitro a partir dos testes de
captura do DPPH e da capacidade quelante de ferro II, especialmente a partir das

suspensoes celulares;

A amostra de caule de planta aclimatizada reduziu significativamente a producao

intracelular de ERO em macréfagos RAW 264.7 estimulados com LPS;

Extratos de plantas de campo apresentaram uma significativa reducao na produ¢ao de NO
nas células RWA 264.7 estimuladas com LPS, mostrando elevado potencial antioxidante

e anti-inflamatorio;

O extrato foliar de plantas cultivadas a campo mostrou-se citotoxico para as linhagens
tumorais (K562, Jurkat, PC-3, MCF7), enquanto as suspensdes celulares em meio C foi a

amostra mais ativa sobre a linhagem A549;

As linhagens leucémicas K562 e Jurkat foram as mais sensiveis aos efeitos citotoxicos

dos extratos de folhas de plantas de campo;

Andlises fitoquimicas revelaram a presenga de betalainas em todas as amostras, enquanto

compostos fendlicos foram verificados apenas nas plantas cultivadas in vivo e ex vitro;

As betalainas e os compostos fenolicos contribuem para o efeito antioxidante, enquanto o
potencial antileucémico parece estar associado aos compostos fendlicos isoladamente ou

em associagdo com as betalainas;

Pereskia aculeata pode ser considerada uma importante fonte de substincias com
propriedades antioxidantes e antitumorais, as quais podem ser exploradas

biotecnologicamente.
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CONCLUSOES GERAIS

A partir dos diferentes estudos desenvolvidos neste trabalho com a espécie Pereskia

aculeata Mill., podemos concluir que:

*0

A germinag¢dao in vitro e a micropropagagdo foram alcangadas com sucesso,
produzindo plantas sadias, homogéneas, fenotipicamente normais ¢ com alto teor

proteico;

Os protocolos usados para o estabelecimento das culturas de calos e de células em
suspensdo permitiram o elevado acimulo de biomassa associado a alta produgdo de

betalainas.

Os extratos obtidos de plantas de campo, aclimatizadas e dos materiais in Vvitro
apresentaram elevado potencial antioxidante e antitumoral, associado a presenca de

betalainas e polifenois;

A espécie pode ser considerada um vegetal nutracéutico, fonte de minerais, proteinas e
metabolitos especiais, podendo ser recomendada na dieta usual e ser explorada
biotecnologicamente, visando a producdo de substincias de interesse alimenticio e

farmacéutico.
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