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RESUMO

O Bacupari (Garcinia brasiliensis Mart.) € uma espécie arborea de importancia medicinal, da
qual diversos estudos tém obtido o isolamento e testado a atividade de moléculas como a 7-
epiclusianona, guttiferona-A, garciniafenona e fukugetina. Porém, a producdo desses
compostos in natura € limitada, tornando necessario estudos que otimizem a producdo destas.
Nesse contexto as técnicas de cultura de tecidos vegetais, como o cultivo de calos e suspensdes
celulares tem sido utilizada para produzir e otimizar a obtencdo de metabdlitos de interesse
farmacéutico in vitro. O objetivo desse trabalho foi utilizar a glutamina como fonte de
nitrogénio em calos de G. brasiliensis com intuito de investigar a influéncia desse aminoacido
na producdo de fendis, flavonoides e proantocianidinas. Explantes de 2 mm de espessura e 4
mm de diametro foram obtidos a partir de seguimentos do procambio de sementes de bacupari,
obtidas de uma populacéo localizada no municipio de Vigosa-MG e inoculados em meio de
cultivo contendo 30 mL de meio MS (Murashige e Skoog, 1962) complementado com sacarose
(3%), agar (0,7%), BAP (6-Benzilaminopurine, 0,5 mg L™) e diferentes concentrages de sais
que seguem: Meio MS com as concentracdes originais de nitrogénio (20 mM NH4NOs e 18,8
mM KNO3), meio MS com 10 mM NH4NOs e 9,4 mM KNO3z chamado %2 forca (MS %2) e meio
MS sem NH4NOz e KNO3z contendo glutamina em concentrac@es finais de 5, 10, 30 e 60 mM.
Apbs a inoculacdo o material foi mantido em sala de crescimento na auséncia de luz por um
periodo de 140 dias. As andlises bioquimicas foram realizadas em intervalos de 20 dias e as
analises fitoquimicas no final do periodo de cultivo, aos 140 dias. O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado contendo 6 tratamentos e 4 repeticGes. Foi observada diferenca
significativa na concentracdo de aminoacidos entre os tratamentos em relacdo ao tempo de
cultivo. A concentracdo mais baixa para aminoacidos foi a 60 mM de glutamina no tempo de
100 dias. Essa reducdo pode estar relacionada com a sintese de proteinas, as quais haviam
mostraram o decréscimo aos 80 dias de cultivo. Além disso a baixa quantidade de aminoacidos
a 60 mM de glutamina indica que esses podem ter sido desviados para a rota metabdlica dos
metabolitos especiais.

Palavras-chave: Cultura de Tecidos. Fendis. Flavondides. Proantocinidinas. Aminodacidos.



ABSTRACT

The Bacupari (Garcinia brasiliensis Mart.) is an arboreal species of medicinal importance, where
through various studies have demonstrated the isolation and activity of important molecules such
as 7-epiclusianone, guttiferona-A, garciniafenona and fukugetina. However, the production of these
compounds in nature is limited, so seen the need for studies that optimize the production of these
compounds. In this context the techniques of plant tissue culture, such as in vitro cultivation of cells
(callus) has been used to produce and optimize the production of metabolites of pharmaceutical
interest in vitro. The objective of this study was to use glutamine as a nitrogen source in callus of
G. brasiliensis in order to investigate the influence of the amino acid in the production of phenols,
flavonoids and proanthocyanidins. The explants were inoculated in MS medium, MS with half
concentration of the nitrogen salts, and MS absent of nitrogen sources supplemented with
glutamine (5, 10, 30 and 60 mM). Biochemical analyzes were performed at intervals of 20 days
and phytochemical analysis at the end of the culture period. At the 20 th and 100 th days, there
was no difference in the amino acid content, between the treatments. In the remaining periods,
the treatment with 60 mM of glutamine showed the lowest concentrations of amino acids. With
respect to proteins, there were differences only at the 140 th day of cultivation, and the use of
60 mM of glutamine resulted in higher concentrations, while MS had the lowest concentrations.
Similarly, the treatment with 60 mM glutamine resulted in higher levels of phenolic
compounds, flavonoids and proanthocyanidins, and the lower levels were observed in MS.
Thus, it is concluded that the use of 60 mM glutamine to replace the nitrogen sources in MS
medium in the 140 th day promoted the accumulation of proteins and synthesis of secondary
metabolites in callus of Bacupari.

Keywords: Plant Tissue. Glutamine. Phenols. Flavonoids. Proanthocyanidins. amino acids



SUMARIO

1 INTRODUGAO ..ottt 9
2 DESENVOLVIMENTO ...ttt nnae e s 10
2.1 Garcinia brasiliensis MART.: CaracteristiCas gerais ..........coceoeerereiereneneeine e 10
2.2 Aspectos farmacoldgicos do BaCUPAIT .......ccecueieeiieiieiie e 10
2.3 MEtabhOlItOS BSPECIAIS ....cuveivieiieie ettt e e e e e e te e e sneenes 12
2.4 Producdo de metabdlitos especiais e a cultura de teCidos .........ccccvevevieivececiese e 14
3 JUSTIRICATIV A et e e e e e e e srr e e e nnaee e e 16
4 OBIETIVO GERAL ...ttt e e 17
4.1 ODbJetiVOS ESPECITICOS .....viuiiviieeieiiiieieiese ettt et 17
REFERENCIAS ...ttt 18
SEGUNDA PARTE ..ottt sttt sttt nes 24
ARTIGO: EFEITO DA NUTRICAO NITROGENADA SOBRE A PRODUCAO DE
METABOLITOS SECUNDARIOS EM CALOS DE BACUPARI ......ccoocoevvveersrerenens 24
LN ERI0] 516 07:Y0 IR 28
MATERIAL E METODOS ...ttt sssssssssssesens 29
Material vegetal € iNndUGA0 de CAlOGENESE .......cveiveeiiiciecieece e 29
Conteldo total de aminOACIAOS € PrOteINAS ........ecvveieeiiiie e 30
Determinacédo do contetdo total de fendlicos, flavondides e proantocianidinas............... 30
RESULTADOS ...ttt ettt e s ettt e e s e bt e e e st et e e e s bbe e e e s anbb e e e e e nnrees 31
CONGCLUSOES. ..ottt 38

BIBLIOGRAFIA .ottt sn e 38



1 INTRODUCAO

O Bacupari (Garcinia brasiliensis Mart.) € uma espécie arbdrea frutifera nativa de
regides brasileiras como a floresta Amazoénia e de Mata Atlantica. Possui como principal
caracteristica a importancia medicinal, que por meio de diversos estudos tem demostrado
atividade leishimanicida, antiproteolitica, anticancerigena, antimicrobiana, entre outras. Assim,
importantes moléculas de interesse farmacéutico tém sido isoladas a partir de frutos da espécie
como a fukugetina, a guttiferona-A e a 7-epiclusianona. Porém, a producdo dessas moléculas
na planta in natura, é reduzida.

Muitos estudos buscam otimizar e estabelecer protocolos para obtencdo de metabdlitos
em escala maior do que produzido naturalmente. Pesquisas dentro da cultura de células vegetais
tem demostrado que a producdo de metabolitos de interesse medicinal in vitro pode se tornar
uma interessante alternativa, otimizando a producdo de composto em larga escala, em espagos
laboratoriais reduzidos, preservando-se a espécie e atendendo a demanda de industrias
farmacéuticas.

Em G. brasiliensis foram identificados os compostos fukugetina e guttiferona-A por
meio de cultivo de calos obtidos pelo procdmbio da semente (SANTOS FILHO, et al., 2014). A
producdo de metabolitos secundarios via cultura de células pode estar aliada a adicdo de
reguladores de crescimento, mudancas nutricionais do meio de cultivo e uso de precursores e
de elicitores. A glutamina, um aminoacido que participa da assimilacdo do nitrogénio na célula,
sendo precursor na biossintese de compostos secundarios, tem sido utilizada como elicitor em
cultivos de células, aumentando a produgdo de compostos in vitro, como do composto psolarem
(PARAST et al., 2011).

Devido a importancia medicinal da G. brasiliensis e a necessidade de estudos que
viabilizem e otimizem a producdo de compostos secundarios, o presente estudo teve como
objetivo utilizar a glutamina como elicitor e precursor na producdo de metabdlitos especiais em

calos de G. brasiliensis
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2 DESENVOLVIMENTO

O referencial tedrico do presente trabalho aborda sobre as caracteristicas gerais, apectos
farmacologicos de Garcinia brasiliensis Mart., e as aplicagdes da cultura de tecidos vegetais na

obtencao de produtos secundarios de plantas.

2.1 Garcinia brasiliensis MART.: Caracteristicas gerais

O Bacupari (Garcinia brasiliensis Mart.) pertence a familia botanica Clusiaceae. E uma
espécie nativa de florestas tropicas da Amazénia, onde passa por longos periodos de inundacao
(DA SILVA MARINHO et al., 2013; SOUZA et al., 2013); e na Mata Atlantica, incluindo as
regides de restingas (LEAL et al., 2013).

A espécie possui sistema sexual dioico, onde as folhas apresentam filotaxia oposta
cruzada, forma eliptica e bordos do limbo lisos. Inicialmente sdo avermelhadas, passando a
verde-claras e posteriormente a verde-escuras. As suas flores possuem anteses diurnas e o
aroma é suave e adocicado. A polinizacdo ocorre de maneira generalista, sendo as espécies Apis
melifera e Trigona spinipes polinizadores eficientes O florescimento ocorre entre agosto e
setembro O fruto é indeiscente, do tipo bacoide campomanesoidio, arredondado, amarelo, com
estaminoddios persistentes, onde a polpa que envolve as sementes é alva, adocicada e escassa.
As sementes sdo elipsoides marrons com linhas longitudinais mais claras e, internamente sao
amarelas e exsudam latex. A dispersdo das sementes ocorre de forma zoocéria e quando nédo
dispersos, os frutos secam e caem no solo liberando as sementes, sendo que a germinacao € do
tipo criptocotiledonar e apresenta-germinacao lenta e recalcitrancia nas sementes. O periodo de
frutificacdo vai de dezembro a janeiro (CORREA et al., 1926; CORREIA et al., 2013; LEAL
etal., 2012).

2.2 Aspectos farmacoldgicos do Bacupari
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A diversidade de atividades bioldgicas e a importancia medicinal de produtos naturais
instigam um interesse em estudos que viabilizem a utilizagdo desses compostos para o
desenvolvimento de novas drogas (KUMAR et al., 2013), e as investigacdes histoquimicas e
fitoquimicas subsidiam esse tipo de estudo.

O bacupari tem sido apontado como espécie de grande importancia farmacoldgica. Em
estudos histoquimicos das folhas foram identificadas inclusdes inorganicas na forma de drusas
e organicas como graos de amido e compostos fenolicos dispostos ao longo de toda lamina
foliar e peciolo, havendo também a presenca de canais secretores com conteudo lipidico no
parénquima fundamental e proximos ao feixe vascular (SANTA-CECILIA et al., 2013).

Investigacdes fitoquimicas em extratos de frutos, sementes, folhas e raizes de G.
brasiliensis tém resultado no isolamento de diferentes substincias com propriedades

farmacolodgicas, como ¢ apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 — Substancias isoladas em Garcinia brasiliensis, atividade biologica e referéncias.

(Continua)
Tipo de érgio Substincia Atividade Referéncia
Folha Lupeol Nao testado CORREA et al.,
2009.
7-epiclusianona Antinoceptiva SANTA-CECILIA et
Anti-inflamatoéria al., 2011.
SANTA-CECILIA et
al., 2012.
Semente 7-epiclusianona N&o Testado MARTINS et al,

Guttiferona 2011.

7-epiclusianona Antimicrobiana NALDONI et al,

Calos Procambio
de sementes

Fruto

QGuttiferona-A
Fukugetina
Guttiferona-A
7-epiclusianona
Oleos volateis

Garciniafenona
7-epiclusianona

N3ao Testado

Antioxidante
Anti-inflamatoria

Leishimanicida

2009.

SANTOS-FILHO, et
al., 2014.

MARTINS et al,
2008.

DEROGIS et al,
2008; PEREIRA et
al., 2010.
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(Conclusao)

Tipo de 6rgao

Substancia

Atividade

Referéncia

Guttiferona-A

Fukugetina

Biflavonoide 4’-O-

B-D-glicosil
Moreloflavona,
Moreloflavona

7-epiclusianona
Guttiferona

7-epiclusianona

Guttiferona-A

7-epiclusianona

7-epiclusianona

Guttiferona-A
7-epiclusianona

Leishimanicida

Leishimanicida

Leishimanicida

N3do testado

Antimicrobiana

Antimicrobiana

Antioxidante
Citotoxica
Antimutagénica

Antiproliferativa

Fotoprotecao
Fotoquimioprevengao

PEREIRA et al,
2010.

PEREIRA et al.,
2011; GONTIDO et
al., 2012.

GONTIJO et al.,
2012.

MARTINS et al,
2011

ALMEIDA et al,
2008; NALDONI et
al., 2009.

NALDONI et al.,
20009.

CARVALHO-SILVA
etal., 2012.
MURATA et al,
2010.

FIGUEIREDO et al.,
2014.

Fonte: do autor.

2.3 Metabolitos especiais

Nos ultimos 200 anos, a biologia e a quimica descreveram as funcfes vitais basicas dos

vegetais, como: divisdo celular, crescimento, reproducdo, desenvolvimento e armazenamento

de substancias organicas atribuidas aos metabolitos primarios (BOURGAUD et al., 2001).
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Paralelo a isso, haviam substancias produzidas pelos vegetais, das quais ndo se sabia a
verdadeira fungdo. Essas substancias, chamadas de metabodlitos secundarios, ‘“Produtos
Naturais” ou “produtos secundarios” ndo apresentavam agao direta no metabolismo basico
vegetal.

Contudo, devido a importancia dos metabolitos como base para producdo de
medicamentos, venenos, veneno, aromatizantes e materiais industriais, além de possuirem
funcdo ecologica, foi entre o final do século X1X e o inicio do século XX 0s quimicos organicos
comecaram a se interessar pelos metabolitos secundarios.

Entretanto, devido as diversas fungdes atribuidas aos nos metabolitos secundarios, estes se
apresentam divididos em trés classes principais: terpenos, compostos fenolicos e compostos
nitrogenados (TAIZ; ZEIGER, 2013).

O grupo dos compostos fendlicos tem sido muito pesquisado devido as funcgdes
desempenhadas nas plantas e a importancia para seus consumidores (LEE, 2014). Esses
compostos contituem um grupo com mais de 6000 substancias identificadas. (MAEDA,;
DUDAREVA, 2012), possuindo diversas funcbes especificas nas plantas, como protecdo
ultravioleta, pigmentacdo, propriedades antifingicas e antimicrobianas, sinalizacdo hormonal,
atracdo e repulsdo de polinizadores, dispersores de sementes e producéo de nédulos (AGATI et
al., 2012; KENNEDY; WIGHTMAN, 2011).

Os compostos fendlicos podem ainda ser subdivididos em dois grupos com base em sua
estrutura: ndo-flavonoides (acidos fendlicos, estilbenos e elagitaninos) e flavonoides
(antocianinas, flavonois-glicosideos, monémeros flavanol e proantocianidinas), onde ambos
vém sendo estudados quanto a sua distribuicdo na planta e quanto a elucidagdo estrutural
(ARAPITAS, 2012; LEE et al., 2012).

Os flavonoides compdem uma grande classe de metabdlitos especiais constituido de mais
de 10.000 estruturas. Esses compostos estdo relacionados com o estresse ambiental, possuindo
atividade antioxidante em plantas superiores (AGATI, et al., 2012). Dentro da classe dos
flavonoides, encontram-se as proantocianidinas ou taninos condensados, 0s quais possuem acéo
adstringente, existindo abundantemente em diversas partes da planta, como em frutos, sementes
e cascas. O seu uso e agdo in vivo e in vitro demonstraram diante de muitos estudos o potencial
anticancerigeno dessas substancias (NANDAKUMAR et al., 2008).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kennedy%20DO%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wightman%20EL%5Bauth%5D
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2.4 Producédo de metabolitos especiais e a cultura de tecidos

A principal limitagdo na producéo de metabdlitos secundarios pela tecnologia do cultivo
de células vegetais é o baixo rendimento desses compostos (ZULDIN et al., 3013). Todavia,
esse rendimento pode ser otimizado através da otimizacdo dos meios de cultura
(RAMACHANDRA RAO; RAVISHANKAR, 2002) e manipulacdo de culturas celulares
vegetais, elevando a producdo de compostos-alvo com o uso de elicitores (ZHONG, 2001).

Staba et al. (1963) marcaram o inicio de inUmeras tentativas de demonstrar que a cultura
de células vegetais poderia constituir uma via alternativa para a producdo de metabdlitos
especiais. A partir de entdo, a técnica de cultura de tecidos vegetais tem sido aplicada como
alternativa que visa a obtencdo de compostos in vitro por meio da cultura de células (JAIN;
SAXENA 2009; JAIN et al., 2012; PALACIO, 2008; ZARE et al., 2011).

Estudos variando o tipo de cultura (suspenséo celular e calos), a composi¢cdo do meio de
cultura e reguladores de crescimento tém mostrado que a producdo de compostos medicinais
de interesse, como os alcaloides, terpenoides, esteroides, saponinas, compostos fenolicos e
aminoacidos, tem sido igual ou superior a de plantas in natura (VANISREE et al., 2003).

Congruente ao exposto, a cultura de calos e suspensdes celulares tém sido utilizada para
obter metabolitos secundarios em diferentes espécies vegetais. Por exemplo, o cultivo de células
em suspensdo de Habenaria edgeworthii foi significativamente mais eficiente em produzir
compostos fenolicos quando comparado aos tubérculos selvagens (GIRI et al., 2012).

Em outro estudo, o cultivo de calos de Artemisia absinthium L. usando meio MS acrescido
dos reguladores de crescimento Thidiazuron (TDZ) em combinagdes com acido a-naftaleno
acético (ANA) e acido indolacético (AlA), também foi eficiente no aumento da quantidade de
fendis e flavonoides totais (ALI et al., 2013). Além disso, o cultivo de calos de Scutellaria
columnae, em meio MS solidificado e acrescentado de cinetina (CIN), proporcionou a
identificacdo de triterpenos e compostos fendlicos (STOJAKOWSKA,; KISIEL, 1998).

A variacdo inorganica do meio de cultura também pode influenciar na producdo de
metabolitos secundarios, como em calos obtidos a partir de explantes foliares de Tagetes patula
e Tagetes minuta, onde a variacdo inorganica do meio influenciou quantitativamente na
producdo de tiofenos e outros compostos secundarios ndo polares (KETEL, 1986; NCUBE et
al., 2014).

O uso de elicitores também tem sido uma alternativa para otimizar a producdo de
metabdlitos em culturas in vitro (KARUPPUSAMY, 2009). O “Elicitador” pode ser definido


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0981942813003938?via=ihub
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como uma substancia que, quando introduzida em pequenas concentracdes em cultivos de
células, pode iniciar ou aumentar a biossintese de compostos especificos, pois pode
proporcionar efeitos semelhantes aos do estresse natural e, assim, ativar o sistema bioquimico
da planta; resultando na inducgéo da producédo de metabdlitos secundarios nos tecidos vegetais
(NAMDEDO, 2007; SAW et al., 2010). Esses elicitores podem ser classificados de acordo com
a sua natureza: bidticos ou abidticos e com base na sua origem: enddgenos ou exdgenos
(ANTOGNONI, et al., 2007; BIONDI et al., 2002; NAMDEO, 2007; STANISZEWSKA et al.,
2003;).

Nesse contexto, a glutamina, aminodcido pertencente ao grupo do acido 2-oxoglutérico,
tem sido utilizada com muito sucesso na complementacdo das fontes inorgénicas de nitrogénio,
bem como a Unica fonte desse elemento, estimulando o crescimento de diversos tecidos in vitro
(CALDAS et al., 1998).

Muitos trabalhos tém investigado os fatores em que a glutamina pode influenciar seja no
cultivo in vivo (AMIN et al., 2011), ou no cultivo in vitro como o crescimento de células de
calos (XU; SUNDERLAND, 1981), regeneragdo de embrides somaticos (ASAD et al., 2009) e
na assimilagdo de nitrogénio e viabilidade em cultura de células (SEELYE et al., 1995). Além
disso, a glutamina tem sido utilizada como elicitador na producdo de metabolitos secundarios
cultivos in vitro, como por exemplo, o cultivo de calos de Psoralea corylifolia em que a
glutamina proporcionou um aumento significante na quantidade de psolarem, uma

furanocumarina com propriedades anticancerigenas. (PARAST et al., 2011).
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3 JUSTIFICATIVA

Garcinia brasiliensis ¢ uma espécie medicinal que possui metabolitos de interesse
farmacéutico. Porém, a espécie possui um crescimento lento e dificil germinacdo devido a
caracteristica recalcitrante de suas sementes. Além disso, os principais metabolitos sdo
extraidos de frutos e sementes, o que induz o extrativismo intenso reduzindo a dispersdo ¢ a
reprodugao natural da espécie.

Apesar da producdo in vivo de metabolitos especiais em G. brasiliensis, a quantidade de
compostos ainda ¢ insuficiente para atender a demanda industrial. Assim muitas técnicas dentro
da biotecnologia vegetal tém sido utilizadas para aumentar a producdo de compostos. A cultura
de células (calos), aliada ao uso de precursores de vias biossintéticas de metabolitos secundarios
e de elicitores.

A glutamina se torna uma 6tima opg¢ao para esse tipo de estudo visto que este aminoacido
¢ precursor de vias metabodlicas de compostos secundarios, sendo o primeiro aminoacido a se
formar no metabolismo do nitrogénio. A glutamina também tem sido utilizada como elicitor,
aumentando a produgdo de importantes substancias, como por exemplo, 0 composto psolarem
(PARAST et al., 2011). Como o protocolo para a o cultivo de calos do procdmbio do embrido
de sementes ja encontra-se descrito por Santos-Filho et al. (2014) o uso da glutamina pode
tornar-se uma ferramenta interessante para a otimizagao da produ¢do dos metabolitos in vitro
em G. brasiliensis.

Portanto, as andlises bioquimicas e fitoquimicas de extratos obtidos a partir de calos de G.
brasiliensis e a viabilidade de seu cultivo em diferentes concentragdes de glutamina permitira
obter informagdes sobre o melhor tratamento para a obtengdo de metabolitos secundarios, e

oferecendo novas contribui¢des para a cultura de tecidos.
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4 OBJETIVO GERAL

Avaliar a produgao de metabolitos em calos de Garcinia brasiliensis Mart.

4.1 Objetivos Especificos

Avaliar o efeito de diferentes concentragdes de glutamina no meio de cultura sobre a
producao de compostos especiais;

Quantificar a producdao de fenolicos, flavonoide e proantocinidinas nos calos em
resposta aos tratamentos com glutamina;

Determinar o efeito dos tratamentos com glutamina sobre a viabilidade celular dos calos.
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Efeito da nutri¢do nitrogenada sobre a producgédo de metabdlitos em calos de Bacupari

RESUMO

O Bacupari € uma arvore de medio porte nativa da Amazodnia, porém presente em todo
territorio brasileiro. Recentemente, o Bacupari tem recebido consideravel atengéo devido
a producdo de compostos bioativos. Entretanto, a producdo desses metabdlitos in vivo é
peguena, objetivando-se assim, nesse trabalho avaliar a influéncia da nutricdo nitrogenada
no conteddo enddgeno de aminoacidos e proteinas e na producdo de fendlicos,
flavondides e proantocianidinas em calos de Bacupari. Obtidos do procambio de sementes
de bacupari, os explantes foram inoculados em meio MS contendo a totalidade dos sais
de nitrogénio, MS com a metade da concentracao dos sais de nitrogénio e MS ausente de
fontes nitrogenadas suplementados com glutamina (5, 10, 30 e 60 mM). As analises
bioquimicas foram realizadas em intervalos de 20 dias e as analises fitoquimicas ao final
do periodo de cultivo. No 20 ° e 100 ° dias ndo houve diferenca no conteudo de
aminoéacidos entre os tratamentos. Nos demais periodos houve diferencas apenas no 140
° dia de cultivo e o tratamento com 60 mM de glutamina apresentou as menores
concentragcOes de aminoacidos. Com relagdo as proteinas, houve diferenca apenas no 140
° dia de cultivo e o uso glutamina a 60 mM resultou nas maiores concentracfes, enquanto
0 MS apresentou as menores concentracdes desses metabdlitos. Da mesma forma, o
tratamento com 60 mM de glutamina resultou nos maiores niveis de compostos fendlicos,
flavondides e proantocianidinas, e os menores niveis foram observados no MS. Assim,
conclui-se que o emprego de glutamina a 60 mM em substituicdo as fontes nitrogenadas
do meio MS aos 140 dias, favoreceu o acimulo de proteinas e sintese de metabolitos

secundarios nos calos de Bacupari.

PALAVRAS-CHAVE: Glutamina, fendis, flavonoides, proantocianidinas,

aminoacidos.
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Effect of nitrogen nutrition on the metabolites production in calli of Bacupari

ABSTRACT

The Bacupari is a tree medium size native to the Amazon, but found throughout the
Brazilian territory. Recently, Bacupari have received considerable attention due to its
bioactive compounds. However, the production of these metabolites in vivo is small.
Thus, the aim of this work was to evaluate the influence of nitrogen nutrition on the
endogenous content of amino acids and proteins, and in the production of phenolic,
flavonoids and proanthocyanidins in callus of Bacupari. The explants were inoculated in
MS medium, MS with half concentration of the nitrogen salts, and MS absent of nitrogen
sources supplemented with glutamine (5, 10, 30 and 60 mM). Biochemical analyzes were
performed at intervals of 20 days and phytochemical analysis at the end of the culture
period. At the 20 th and 100 th days, there was no difference in the amino acid content,
between the treatments. In the remaining periods, the treatment with 60 mM of glutamine
showed the lowest concentrations of amino acids. With respect to proteins, there were
differences only at the 140 th day of cultivation, and the use of 60 mM of glutamine
resulted in higher concentrations, while MS had the lowest concentrations. Similarly, the
treatment with 60 mM glutamine resulted in higher levels of phenolic compounds,
flavonoids and proanthocyanidins, and the lower levels were observed in MS. Thus, it is
concluded that the use of 60 mM glutamine to replace the nitrogen sources in MS medium
in the 140 th day promoted the accumulation of proteins and synthesis of secondary

metabolites in callus of Bacupari.

KEYWORDS: glutamine, phenols, flavonoids, proanthocyanidins, amino acids.
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INTRODUCAO
Metabolitos secundarios compdem um grupo diverso de compostos organicos
produzidos pelos vegetais sendo comercialmente utilizados como produtos
farmacéuticos, agroquimicos, saborizantes, aditivos alimentares, fragrancias e
biopesticidas (Verpoorte et al. 2002). Entretanto, a obten¢édo desses compostos via cultivo
convencional em quantidades suficientes para atendar as demandas comerciais apresenta
desvantagens, tais como baixo rendimento e flutuacbes nas concentragcdes em razdo de
variacGes geograficas, sazonais e ambientais (Lee et al. 2011). Tendo em vista este
cendrio, a cultura de tecidos vegetais surge como uma alternativa na obtencdo de
compostos bioativos (Karuppusamy, 2009). Assim, estudos tém sido desenvolvidos a fim
de aprimorar a sintese e/ou acumulo de metabdlitos em células e 6rgdos vegetais
cultivados in vitro, tais como a otimizacdo de meios e ambiente de cultura e o uso de
estratégias de elicitacdo (Murthy et al. 2014). Uma alternativa é a utilizacdo de formas
organicas de nitrogénio, como extrato de levedura, caseina hidrolisada e aminoacidos no
intuito de elevar o metabolismo celular em tecidos vegetais (Parast et al. 2011). A
utilizacdo da glutamina como complementacdo de fontes de nitrogénio inorganico ou
como Unica fonte deste elemento, aumentando a diferenciacdo e crescimento celular e
otimizando a producdo de metabdlitos in vitro (Parast et al., 2011; Marquez-Martin et al.,
2012; Encina et al., 2014). Porém, para cada espécie vegetal é necessario o
desenvolvimento de protocolos para a obtencdo de metabdlitos secundarios in vitro.
Nesse contexto, a espécie arbdrea Garcinia brasiliensis Mart. (Clusiaceae), uma
frutifera nativa da regido amazonica, tem sido objeto de estudo devido as suas

propriedades farmacoldgicas (Martins et al. 2011).
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Investigacdes fitoquimicas em extratos de frutos, sementes, folhas e raizes de Bacupari
tém resultado no isolamento de diferentes substancias biologicamente ativas,
especialmente derivados fendlicos como os biflavondides e benzofenonas polipreniladas
(Santa-Cecilia et al. 2011; Derogis et al. 2008; Pereira et al. 2010). Visto que ja houve o
estabelecimento in vitro de calos de G. brasiliensis a partir de explantes obtidos de
seguimentos da semente contendo a regido do procambio (Santos Filho et al. 2014a),
objetivou-se neste trabalho, avaliar a influéncia da variacdo das fontes de suplementacéo

de nitrogénio na producdo de metabdlitos em calos de G. brasiliensis.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e inducéo de calogénese

Frutos de Bacupari foram coletados no campus da Universidade Federal de Vigosa
(UFV), Vicosa-MG, Brasil. A identificagdo botanica foi realizada no Jardim Botéanico da
UFV e uma exicata da espécie foi depositada sob cddigo de registro VIC2604. Sementes
intactas foram desinfestadas com etanol (70 ° GL) por 4 min e hipoclorito de sédio (12500
ppm) por 15 min. Em seguida, foi feita uma triplice lavagem em &agua destilada e
autoclavada. Os explantes (2 mm de espessura e 4 mm de diametro) foram obtidos de
seguimentos da semente como descrito por Santos Filho et al. (2014a) e inoculados em
frascos de cultura contendo 30 mL de meio MS (Murashige e Skoog, 1962) solidificado
com 0,7% de agar e suplementado com sacarose (3%), BAP (6-Benzilaminopurina, 0,5
mg L) e diferentes concentracdes de sais que seguem: Meio MS com as concentragoes
originais dos sais de nitrogénio (20 mM NHsNOs e 18,8 mM KNOz), meio MS com 10

mM NH4sNOsz e 9,4 mM KNOs chamado ¥ forca (MS %2) e meio MS sem NHsNO3 e
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KNOs contendo glutamina em concentracdes finais de 5, 10, 30 e 60 mM. O pH de todos
os tratamentos foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem e os niveis do ion K* foram
corrigidos utilizando KCI. Os frascos com explantes foram mantidos a 25 + 2 ° C no
escuro.
Conteuddo total de aminoacidos e proteinas
Amostras contendo 300 mg de calos (peso fresco) foram coletadas. Estas foram

maceradas em 3,0 mL de tamp&o de extracdo (0,1 M fosfato de potassio, pH 7,2) contendo
300 mg de polivinilpirrolidona (PVP) e centrifugados a 20,800 g a 4 ° C por 30 min. O
sobrenadante foi coletado e armazenado a -20 ° C (Lemos et al. 1999). As analises
bioquimicas foram feitas em intervalos de 20 dias seguindo a curva de crescimento
(Santos Filho et al. 2014a). O conteldo total de aminoacidos e proteinas foi determinado
segundo Yemm e Cocking (1955) e Bradford (1976). Glutamina e Albumina de Soro
Bovino (BSA) foram utilizadas como respectivos padroes.
Determinacdo do conteudo total de fendlicos, flavondides e proantocianidinas

Amostras para a analise fitoquimica foram coletadas no 140 ° dia ap0s a inoculagéo
durante o periodo de desaceleracdo da cultura de acordo com a curva de crescimento
anteriormente descrita por Santos Filho et al. (2014a). Para a preparacdo do extrato, 100
mg de calos, foram macerados em 3 mL de etanol PA. Em seguida, o material foi mantido
sob agitacdo a 120 rpm por 60 min a temperatura ambiente. As amostras foram entdo
centrifugadas a 14.000 rpm a 4 ° C por 30 min e o sobrenadante foi coletado. Esse
processo foi repetido por duas vezes e os sobrenadantes foram misturados. O solvente foi
evaporado e o precipitado foi ressuspendido em 5 mL de etanol PA. Os componentes
fenolicos totais foram determinados usando o método de Folin-Ciocalteau (Ainsworth e

Gillespie, 2007), os flavonoides totais foram determinados usando o método quelante de
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aluminio (Ebrahimzadeh et al. 2008) e o contetido de proantocianidinas foi obtido apds

despolimerizacdo cida para as antocianidinas correspondentes (Rosch et al. 2003).

ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado constando de 6
tratamentos e 4 repeticBes por tratamento. Os dados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de

significancia.

RESULTADOS

Os calos oriundos dos explantes de Bacupari desenvolvidos em meios variando a
concentragdo e a fonte de nitrogénio apresentaram diferencas com relacdo ao
conteudo/concentracdo de aminoécidos entre os tratamentos ao longo do periodo de
cultivo, sendo excecdo as quantificagdes feitas no 20 ° e 100 ° dias de cultivo, quando
todos os tratamentos foram estatisticamente iguais (Tabela 1). Nos periodos de analise em
que houve diferenga, o tratamento Gln60 sempre esteve entre os menores valores
observados. Cabe ressaltar que essas diferencas foram mais pronunciadas ao final do
cultivo no 140 ° dia. Por outro lado, com relacdo a concentracdo de proteinas houve
diferenca estatistica entre os tratamentos apenas no 140 ° dia de cultivo, sendo a maior
concentragdo observada no tratamento GIn60. Dessa forma, a menor concentragdo de
aminodacidos nesse tratamento ao final do cultivo pode estar relacionada, pelo menos em

parte a uma maior assimilacdo em proteinas.
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Tabela 1. Concentracdo de aminoacidos e proteinas em calos de Garcinia brasiliensis
submetidos a tratamento com diferentes concentracGes e fontes de nitrogénio no meio de
cultura. GIn5: Glutamina a 5mM; GIn10: Glutamina a 10mM; GIn30: Glutamina a
30mM; GIn60: Glutamina a 60mM; MS: Meio MS com contendo a totalidade dos sais de
nitrogénio; MS %2: Meio MS contendo metade da concentracao dos sais de nitrogénio.

Tratamentos
(Tgir;‘go GIns GINl0  GIN30  GIn60  MS MS %

= 20 27,27a 29,182 39,60a 13,56a 26,372 30,20a
g 2 40 126,62cd 214,69b 312,73a 66,27d 153,39bc 184,93b
g "E 60 192,40a 188,02a 242.45a 96,44b 120,89b 219,85a
'S fg 80 132,41ab  126,25ab 150,61a 58,99c 138,43a 78,39bc
E %, 100 39,75a 33,13a 36,42a 17,73a  28,98a 31.40a
< c_Ev 120 115,38ab  143,29a 152,97a 61,80b 112,59ab 130,64a

2 140 148,43bcd 252,17a 189,69ab 83,55d 164,57bc 122,12cd

= 20 23,48a 25,65a 31,00a 25,07a 23,55a 26,03a
w2 40 74,08a 64,51a 79,26a 76,74a 82.02a 56,38a
s g 60 36,94a 33,16a 36,08a 2957a 27,99a 27,58a
2 :g 80 4,70a 3,82a 3,70a 3,36a 3,37a 3,11a
g + 100 55,28a 46,42a 42,77a 52,82a 45,69a 36,69a

2 120 32,05a 36,73a 28,93a 23,56a 22,84a 21,61a

140 56,32cd 69,21bc  90,57b 122,60a 39,01d 67,13c
Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os tratamentos

Além de alteracdes no nivel de aminodcidos e proteinas a variacao da fonte de
nitrogénio no meio de cultura resultou em algumas alteragdes no nivel dos metabolitos
secundarios. A concentracdo de compostos fendlicos foi maior no tratamento GIn60 em
contraposi¢do ao tratamento MS que apresentou a menor concentragao desses compostos.

Os tratamentos GIn5, GIn10, GIn30 e MS'/, foram estatisticamente iguais (Figura 1).
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161  Figura 1. Concentracdo total de compostos fendlicos em calos de Garcinia brasiliensis.
162  submetidos a tratamento com diferentes concentracdes e fontes de nitrogénio no meio de
163  cultura. GIn5: Glutamina a 5mM; GInl10: Glutamina a 10mM; GIn30: Glutamina a
164  30mM; GIn60: Glutamina a 60mM; MS: Meio MS com contendo a totalidade dos sais de
165  nitrogénio; MS %: Meio MS contendo metade da concentracdo dos sais de nitrogénio.
166  Letras diferentes indicam diferenca estatistica.

167

168  Para o contetido de flavonodides, os maiores valores foram observados nos tratamentos

169  GIn30, GIn60 e MS'/; e 0s menores no GIn3, GIn10 e MS (Figura 2).
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171 Figura 2. Concentragdo total de flavondides em calos de Garcinia brasiliensis
172 submetidos a tratamento com diferentes concentragdes e fontes de nitrogénio no meio de
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cultura. GIn5: Glutamina a 5mM; GIn10: Glutamina a 10mM; GIn30: Glutamina a
30mM; GIn60: Glutamina a 60mM; MS: Meio MS com contendo a totalidade dos sais de
nitrogénio; MS %: Meio MS contendo metade da concentracdo dos sais de nitrogénio.
Letras diferentes indicam diferenca estatistica.

Da mesma forma, para o contetido de proantocianidinas (Figura 3) foram observadas as
maiores concentragdes no tratamento GIn60 e as menores no GIn5 e MS, indicando assim

que o tratamento com 60 mM de glutamina favorece a produgdo de metabolitos

secundarios nos calos de Bacupari.
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Figura 3. Concentragdo de proantocianidinas em calos de Garcinia Brasiliensis em
submetidos a tratamento com diferentes concentracGes e fontes de nitrogénio no meio de
cultura. GIn5: Glutamina a 5mM; GIn10: Glutamina a 10mM; GIn30: Glutamina a
30mM; GIn60: Glutamina a 60mM; MS: Meio MS com contendo a totalidade dos sais de
nitrogénio; MS %2: Meio MS contendo metade da concentracdo dos sais de nitrogénio.
Letras diferentes indicam diferenca estatistica.
DISCUSSAO

De maneira geral, o nitrogénio disponivel para as plantas encontra-se na forma de
ions amonio (NH4") e nitrato (NO3”). Em menor nivel, encontram-se as formas reduzidas

de nitrogénio como os aminoacidos. No entanto, estas formas reduzidas de nitrogénio

podem influenciar diretamente o desenvolvimento vegetal e mesmo resultar em aumento
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de metabolitos em alguns tecidos (ou em explantes de algumas espécies cultivadas in
vitro) (Thornton, 2004; Fan et al. 2006; Oliveira et al., 2009; Santos Filho et al., 2012)
por possuirem transportadores especificos e dentro da célula estarem mais biodisponiveis
ao metabolismo (Miller et al., 2007). Nesse trabalho, nos periodos de analise onde houve
diferenca estatistica com relacdo ao conteudo enddgeno de aminoacidos, o tratamento
com 60 mM de glutamina apresentou as menores concentragdes desses compostos em
comparagdo aos demais tratamentos. Porém, o conteddo de proteinas foi semelhante entre
todos os tratamentos ao longo do cultivo havendo diferenca estatistica apenas no 140 °
dia. Além disso, a maior a concentracdo de proteinas nesse periodo foi verificada no
tratamento com 60 mM de glutamina, demonstrando que os niveis de aminoacidos nesse
tratamento foram menores, pelo menos em parte, devido a maior assimilagdo em
proteinas. Esses dados estdo de acordo com aqueles obtidos por Zouine e El-Hadrami
(2007) que verificaram que a aplicacdo exdgena de glutamina promoveu aumento na
sintese de proteinas em células embriogénicas de Phoenix dactylifera L. Ainda, Hamasaki
et al. (2005) verificaram que houve assimilacdo da glutamina em cultivos de calos de
abacaxi (Ananas comosus L.) melhorando o processo de organogénese de folhas e
aumentando as concentracbes hormonais. A glutamina também foi eficiente na
regeneracdo de raizes de cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.) (Asad et al. 2009).

Além de promover o acumulo de proteinas ao final do cultivo, o tratamento com
60 mM de glutamina causou aumento na concentracdo de compostos fendlicos e de
flavonoides nos calos. Compostos fendlicos, incluindo os flavondides sdo antioxidantes
naturais e estdo amplamente distribuidos nas diferentes partes dos vegetais, como flores,
frutos, casca, folhas e sementes (Balasundram et al., 2006, Santos Filho et al. 2014b).

Nesse contexto, a espécie G. brasiliensis tém sido amplamente estudada como fonte de
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compostos bioativos tais como fenolicos e flavonoides. Ressalta-se que Santa-Cecilia et
al. (2011) e Gontijo et al. (2012) identificaram os derivados fenolicos Gutiferona-A, 7-
epiclusianona e os bi-flavondides morelofalavona (fukugetina), moreloflavona-70--D-
glicosil (fukugesida) e moreloflavona-4”0O-p-D-glicosil em extratos de frutos e folhas de
G. brasiliensis. Esses autores avaliaram ainda as atividades antioxidante, antinociceptiva
e anti-inflamatoria dos extratos e compostos isolados demonstrando o potencial
farmacologico destas substancias. Assim como para fenélicos e flavondides, a maior
concentracdo de proantocianidinas ocorreu ao final do cultivo (140 dias) no tratamento
que utilizou 60 mM de glutamina. Proantocianidinas sdo taninos condensados
sintetizados na via biossintética dos flavonoides compostos por subunidades de flavan-3-
0is (Dixon, 2005). Do mesmo modo que os demais fendlicos, as proantocianidinas sdo
consideradas importantes antioxidantes por serem bons agentes redutores e mais
recentemente tém sido investigadas por possuirem atividade antityrosinase.
Recentemente, Santos Filho et al. (2014a) relataram a presenca de fendlicos, flavonoides
e identificaram a fukugetina, gutiferona-A e 7-epiclusianona em calos obtidos de
sementes de G. brasiliensis, contudo a ocorréncia desses compostos nos calos foi menor
que no explante inicial. Porém, esses autores comentam que é comum a maior presenca
de metabolitos secundarios no explante que ainda tem seus tecidos diferenciados, o que
favorece o metabolismo secundério (Santos Filho et al. 2014a; Nicioli et al. 2010). Nesse
contexto, a glutamina pode agir tanto como precursor quanto como elicitor do
metabolismo secundario (Matkowski, 2008). Como precursor, pode promover a sintese
de aminoacidos aromaticos, liberando um grupo amina (NHs) para formar a fenilalanina
e o triptofano. A fenilalanina age como um intermediario na biossintese da maioria dos

compostos fendlicos, como as flavonas, isoflavonas e os flavondis (Pina et al., 2008, Tzin
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e Galili, 2010;). Nesse trabalho, é possivel que parte da glutamina absorvida tenha sido
desviada para rota de biossintese de metabdlitos secundarios contribuindo, em parte, para
0s niveis diminuidos de aminoacidos no tratamento com 60 mM de glutamina.
Luczkiewicz e Cisowski (2001) e Edahiro et al. (2005), observaram aumento na sintese
de antocianinas em cultura de células de rucula e morango em resposta a adigdo de
naringenina (flavona) e fenilalanina. Em calos de Psolareacoryfolia, houve aumento na
producdo do composto psolarem (Parast et al. 2011) em resposta a elicitacdo com
glutamina.

As menores concentracdes de metabdlitos secundarios foram observadas no
tratamento que usou a concentracao original de nitrogénio do meio MS e esses niveis
foram maiores quando a concentracdo de nitrato e aménia no meio MS foi reduzida pela
metade. De fato Praveen e Murthy (2011; 2013) ja mostraram que mudancas na relacao
nitrato/amonia ou a diminuicdo do nitrogénio total influencia a producdo de metabolitos.
Nesse sentido, Jones e Hartley (1999) propuseram o Modelo de Competicdo Protéica
(Protein competition model, PCM) que aborda uma competicdo entre as vias
biossintéticas de proteinas e compostos fenolicos em resposta a concentracdo de
nitrogénio de tal maneira que altas concentracGes de nitrogénio regulam positivamente a
sintese protéica e negativamente a biossintese de compostos fendlicos. Uma possivel
explicacdo para esse fenémeno esta relacionada a sinalizacdo do nitrato. A privacdo de
nitrogénio causa ativacdo de genes relacionados ao metabolismo secundario enquanto a
adicdo de nitrato ativa genes relacionados a sintese protéica e de aminoacidos exceto da
fenilalanina (Scheible et al. 2004). Sabe-se que a maioria dos compostos fenélicos séo

derivados desse aminoédcido em uma reacdo catalisada pela fenilalanina amonia liase
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(PAL, EC 4.3.1.5) e a diminuicdo dos niveis desses aminoacidos seria coerente com a
inibicdo da via do chiquimato.

Portanto, é possivel que o aumento na sintese de compostos fenolicos observado
nesse trabalho em resposta a glutamina esteja relacionado a substituicdo do nitrato por
uma forma de nitrogénio ja reduzida e mais biodisponivel. Isso se reflete nos niveis de
metabolitos e também de proteinas. Além disso, 0 aumento da producdo de metabdlitos
no tratamento MSY/, corrobora a hipotese do efeito repressor do nitrato sobre o

metabolismo secundario.

CONCLUSOES
Conclui-se que o emprego de glutamina a 60 mM em substituicdo as fontes
nitrogenadas do meio MS favoreceu o acimulo de proteinas e sintese de metabdlitos

secundarios nos calos de Bacupari.
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