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Resumo

Mikania glomerata Spreng e Mikania laevigata Sch. Bip. ex Baker., popularmente
conhecidas como guaco, sdo usadas para o tratamento de doengas do sistema respiratorio
por seu efeito broncodilatador, agdo atribuida a cumarina. Devido a semelhangas
morfoanatomicas, as duas espécies sdo usadas indistintamente pela populagdo, porém
trabalhos documentados em literatura mostram diferengas entre seus perfis quimicos,
ocorrendo a prevaléncia de acimulo de cumarina em M. laevigata e de acido clorogénico
em M. glomerata, levantando a questdo se ambas podem ser usadas como nsumo para o
fitoterapico. Existe, dessa forma, a necessidade de se entender melhor os processos
biossintéticos e metabdlicos referentes a estas substincias nestas duas espécies do género
Mikania. Culturas de células e tecidos vegetais apresentam um grande potencial para
producdo de metabdlitos secundarios in vitro, devido a rapida proliferagdo celular e pelo
alto controle e facil manipulacdo das condigbes de cultivo, tornando-as ideais para estudos
de regulagdo e produgdo de um metabolito de interesse. Este estudo visa investigar o
emprego da cultura de tecidos e células vegetais como modelo bioldgico aplicado ao estudo
da via de biossintese de cumarina e de acido clorogénico em M. glomerata e M. laevigata.
Apds o estabelecimento da cultura de calos e de suspensdes celulares a partir da ldmina
foliar de folhas jovens, foram realizados tratamentos em que as suspensdes foram
inoculadas com diferentes metabolitos da via de biossintese de cumarina e acido
clorogénico. Os extratos hidroalcoolicos de calos e suspensdes foram avaliados quanto ao
perfil quimico utilizando UHPLC-MS. O perfil quimico obtido dos calos logo apds o
estabelecimento das culturas mostrou que as células produziram baixas concentragdes ou
ndo produziram as substancias estudadas. Contudo, ap6s nova avaliacdo, dois anos depois
do estabelecimento, os calos passaram a sintetizar tanto cumarina quanto &cido
clorogénico. A curva de crescimento e os tratamentos das células com &cido clorogénico e
cumarina sugerem a existéncia de uma modulagdo positiva em termos de metabolismo
entre a sintese de acido clorogénico e de cumarina, em M. glomerata, enquanto em M
laevigata os mesmos tratamentos parecem ter um efeito negativo. Os tratamentos com
fornecimento de cumarina nas duas espécies também levaram a sintese de um intermediario
da via da biossintese de cumarina, o diidromelilotosideo. A fenilalanina exdgena ndo
alterou a via de biossintese da cumarina, mas diminuiu a concentra¢do de acidos
clorogénicos, provavelmente desviando a rota para a produgdo de outras substancias dessa
via. A adicdo de acido o-cumarico levou a sintese de dois precursores glicosilados da via
da sintese de cumarina, o melilotosideo e o didromelilotosideo. Foi observado também
aumento da concentragdo de cumarina nos primeiros cinco dias, em M. glomerata, mas ndo
em M. laevigata. Ja os efeitos de acido p-cumdrico parecem ser dose-dependente,
modulando a via de sintese de &cido clorogénico de maneira positiva ou negativa
dependendo da concentragfio aplicada. Os dados, de maneira geral, sugerem o potencial da
cultura de tecidos e células para M. glomerata como modelo para estudo de biossintese de
cumarina e acido clorogénico, contudo a instabilidade quanto ao crescimento das culturas
celulares e diferengas no perfil quimico dos extratos hidro alcodlicos de culturas células de
M. laevigata faz com seja necessaria a continuidade das investigagdes para confirmar seu
uso como modelo de estudos.



Abstract

Mikania glomerata Spreng and Mikania laevigata Sch. Bip. ex Baker, popularly known as
guaco, are used for the treatment of respiratory system diseases due to its bronchodilator
effect, which is attributed to coumarin. Due to morpho-anatomical resemblance, both are
used interchangeably by the population, however, research documented in the literature
show differences between the chemical profiles of both species, with a prevalence of
coumarin accumulation in M. laevigata and chlorogenic acid in M. glomerata, raising the
question whether both can be used as a source for medicine. Therefore, there is the need to
better understand the biosynthetic and metabolic processes related to these substances in
these two species of the genus Mikania. Plant tissue and cell cultures have great potential
to produce secondary metabolites in vitro due to rapid cell proliferation and due to high
control and easy manipulation of the culture conditions, which makes them ideal for
regulatory and biosynthesis studies of a metabolite of interest. This study aims to
investigate the use of plant tissue and cell cultures as biological models applied to the study
of coumarin and chlorogenic acid biosynthesis i M. glomerata and M. laevigata. After the
establishment of callus culture and cell suspensions, treatments were performed in which
suspensions were treated with different metabolites belonging to the biosynthesis pathway
of coumarin and chlorogenic acid. The hydroalcoholic extracts of callus and suspensions
were evaluated by their chemical profile using UHPLC-MS. The calli chemical profiles
just after the establishment of the cultures showed that the cells of both plants in semi-solid
medium produced low concentrations or did not produce the studied substances. However,
after another evaluation, two years later, the callus began to synthesize both coumarin and
chlorogenic acids. The growth curve and cells’ treatments with chlorogenic acid and
coumarin suggest the existence of a positive modulation in terms of metabolism between
the synthesis of chlorogenic acid and coumarin in M. glomerata. On the other hand, in M.
laevigata, the same treatments seem to have a negative on the modulation between the two
metabolites. The treatments with coumarin feeding with both species also led to the
synthesis of glucoside intermediates of coumarin biosynthesis pathway, melilotoside and
dihydromelilotoside. Exogenous phenylalanine did not alter the coumarin biosynthesis, but
decreased the concentration of chlorogenic acids, probably diverting the route to the
production of other substances by this pathway. The feeding of o-coumaric acid led to
synthesis of two coumarin precursors, melilotoside and dihydromelilotoside. It was also
observed an increase i the concentration of coumarin during the first five days of
treatment, n M. glomerata, but not mn M. laevigata. The effects of p-coumaric acid
application appear to be dose-dependent, modulating the chlorogenic acid synthesis
pathway positively or negatively depending on the concentration applied to medium. The
data, in general, suggest the potential of M. glomerata tissues and cell cultures as models
for the study of biosynthesis of coumarin and chlorogenic acid. However, the instability of
cell cultures and in the chemical profile of hydroalcoholic extracts of M. laevigata cells
still requires further nvestigations to confirm its use as model of studies.
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1. Introducao

1.1. Fitoterapicos e o Guaco

Desde tempos remotos a humanidade tem utilizado espécies vegetais para os mais diversos
fins, como fonte de alimentos, matéria prima para construcdo de habitagdo, elaboragdo de
meios de transporte, vestudrio, utensilios domésticos, insumos para a saiide e como fonte
de farmacos e medicamentos. Esse conhecimento popular de espécies vegetais € uma fonte
mestimavel de informagdes para o desenvolvimento de novas tecnologias para a obtengéo
e planejamento de farmacos, além de possibilitar sua aplicagdo como fitoterapicos,

cosméticos, alimentos nutracéuticos e agroquimicos (Benko-Iseppon & Crovella, 2011).

O mercado mundial de fitoterapicos movimenta cerca de US$ 22 bilhdes por ano, sendo
que no Brasil estima-se que o comércio deles seja de 5% em relagdo ao mercado total de
medicamentos, com movimento de US$ 400 mihdes (Pinto et al, 2002). Portanto, a
fitoterapia pode atender varias demandas da saide da populagdo, desde que abranja as
exigéncias de controle de qualidade na produgfo e processamento das plantas, garantindo
a eficacia e seguranga aos usudrios (Tomazzoni et al., 2006). Se este controle ndo for
realizado efetivamente, alteragdes na composicdo quimica, eficacia, pureza e autenticidade
da matéria-prima vegetal podem desenvolver fitoterapicos de ma qualidade. (Carvalho et

al., 2008; Silveira et al., 2008).

No Brasil, duas espécies do género Mikania (familia Asteraceae), sdo facilmente
encontradas e muito utilizadas na medicina popular na forma de xaropes para tratamento
de afecgbes das vias aéreas, devido ao seu efeito broncodilatador e anti-inflamatério (Silva
et al, 2008), sendo clas a Mikania glomerata Spreng., oficializada na Farmacopéia
Brasileira 1.* edigdo desde 1929 (Farmacopéia dos Estados Unidos do Brasil, 1929,
Branddo et al, 2008) e Mikania laevigata Sch. Bip. ex Baker (Gasparetto et al., 2010),
incluida somente no sexto fasciculo da Farmacopéia Brasileira 4.? edi¢do (Farmacopéia
Brasileira, 2005; Bolina etal., 2009). As duas ocorrem principalmente na Floresta Atlantica

do Brasil, crescendo desde o estado de Sdo Paulo até o Rio Grande do Sul, podendo,
também, ser encontradas na Bahia, Paraguai e noroeste da Argentina (Lima et al., 2003a).

Os efeitos broncodilatadores de M. glomerata foram reportados por Moura et al. (2002),
cujo trabalho mostrou que os extratos aquoso e hidroalcoolico (HAE) inibiram
significativamente contracdes induzidas por histamina em traqueias isoladas de porquinhos

da india ¢ HAE também induziu um relaxamento dependente da concentragdo nos tubos
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bronquicos humanos pré-tratados com K* (IC50 0,34 (0,26-0,22 mg.mg !)). Em estudos
de avaliagdo do HAE de M. laevigata para o tratamento de doengas respiratdrias, verifico u-
se que o extrato induziu o relaxamento de epitélio traqueal de ratos, pré-contraido com
acetilcolina (Graga et al., 2007; Gasparetto et al., 2010). Estes dados amparam a indicagdo

de que M. glomerata ¢ M. laevigata podem ser usados para tratar doencas respiratorias

broncoconstritantes.

Alékm do tradicional efeito broncodilatador, extratos de Mikania glomerata também
apresentaram resultados positivos em estudos de atividade anti-inflamatéria (Oliveira et al.
1985; Freitas et al. 2008), antimicrobiana (Pessini et al, 2003; Duarte et al, 2004),
antioxidante (Freitas et al. 2008), antiofidica (Pereira et al., 1994) e inibigdo de mobilidade
mtestinal (Salgado et al. 2005), enquanto extratos de M laevigata apresentaram
propriedades antiulcerogénica (Bighetti et al., 2005), anti-inflamatéria (Freitas et al. 2008),
antimicrobiana (Yatsuda et al. 2005) e antioxidante (Okuyama et al. 2011).

Em virtude das suas propriedades terapéuticas, o xarope e a solucdo oral de M. glomerata
foram incluidos no elenco de referéncia de medicamentos e insumos complementares para
a assisténcia farmacé€utica na atengfo bdasica em saude, conforme anexo Il da Portaria N°.
3.237 de 24 de dezembro de 2007 (Ministério da Saude, 2007). Na Instrugdo Normativa 5
de 11 de dezembro de 2008, publicada pela ANVISA, 36 plantas medicinais tiveram seu
registro simplificado, inclusive a M. glomerata, facilitando assim a sua produgo industrial
(ANVISA, 2008). Além disso, de todas as plantas com medicamentos fitoterapicos
licenciados pela ANVISA M. glomerata apresenta o maior nimero de produtos, somando
25 licencas (Carvalho etal. 2018). Atualmente, M. glomerata também se encontra incluida
na Relagdo Nacional de Medicamentos Essenciais, assim pacientes podem ter acesso a este
fitoterapico através do servico de saide putblica brasileiro, gratuitamente. Dessa forma, os
medicamentos fitoterdpicos a base de guaco vem sendo utilizados em larga escala na rede

de satde publica e pela populagdo em geral.

As propriedades terapéuticas do guaco sdo atribuidas a substdncia cumarina, porém
trabalhos mostram altas concentracdes de 4cido clorogénico que também apresenta
atividades terapéuticas importantes. Ambos sdo substincias derivadas da via biossintética
dos fenilpropanoides (Vogt, 2010). Estudos fitoquimicos também observaram nessas
plantas a presenca de 4cido o-cumdrico, diidrocumarina, acidos e ésteres diterpénicos,
triterpenos, acidos, aldeidos e ésteres organicos, saponinas, taninos e esteroides (Veneziani

etal, 1999; Yatsuda et al., 2005; Ferrera e Oliveira, 2010; Gasparetto, et al. 2013). Apesar
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de ambas as espécies conterem estas classes de metabolitos, a identidade quimica de cada

constituinte dentro da classe pode variar consideravelmente.

Figura 1. Fotografias de folhas de Mikaniaglomerata (A) e Mikania laevigata (B). Fonte adaptada
de Melo, 2013.

As espécies M. glomerata ¢ M. laevigata por compartilharem o mesmo habitat e
apresentarem morfoanatomia muito semelhante (figura 1) sfo frequentemente
comercializadas indistintamente. Contudo, espécies pertencentes a um mesmo género
podem apresentar diferengas significativas na constituicdo quimica (Bolina et al., 2009) e,

consequentemente, propriedades bioldgicas distintas.

1.2. Acido Clorogénico e Cumarina

Acido clorogénico

O termo "4cidos clorogénicos" (CGA) engloba um grande grupo de compostos que
ocorrem naturalmente (Figura 2), contabilizando mais de 400 CGAs relatados em mais de
400 géneros, compreendendo cerca de 44 ordens botanicas. Em sua maioria sdo substancias
comumente ingeridas na dieta em alimentos como por exemplo, café (Coffea arabica),
alcachofra (Cynara scolymus), cerejas (Prunus avium), mirtilos (Vaccinium spp.), berinjela
(Solanum melongena), ma¢d (Malus pumila), orégano (Origanum vulgare), horteld
(Mentha spicata), chicéria (Cichorium intybus) e sementes de girassol (Helianthus annus).
O cha de erva-mate feito a partir da infusdo de folhas secas de llex paraguariensis contém
também quantidades substanciais de CGAs (Clifford et al. 2017).

O membro mais comum e estudado desse grupo de substincias € o 4cido 5-cafeoilquinico

(5CQA), também conhecido somente por acido clorogénico e ¢ encontrado nas familias
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Asteraceae e Lamiaceae e em abundancia no café (Rubiaceae). E produzido através de uma
reagdo de esterificacdo entre o grupo carboxila do acido caféico e o grupo S-hidroxila do

acido quinico (Naveed et al., 2018).
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Figura 2. Estruturas de dois acidos clorogénicos: acido 5-cafeoilquinico, PM =354 (A) e
acido 3,5-dicafeoilquinico, PM =516 (B)
Nas plantas, estudos sugerem que SCQA ¢é produzido como uma reserva de acido cindamico
para a biossintese de lignina, como metabolitos de defesa contra patogeno e prote¢do contra
estresse oxidativo e luz UV (Mhlongo et al. 2016; Clifford et al. 2017; CIé et al. 2008,
Moglia et al. 2008). Ja seus beneficios para a saude foram estudados principalmente em
trabalhos relacionados ao consumo de café. Foram descritos seus efeitos em reduzir varias
doencas cronicas e degenerativas, como cancer, disturbios cardiovasculares, diabetes,
obesidade e doenga de Parkinson (Naveed et al. 2018). Outros 4cidos clorogénicos, como
o acido dicafeoilquinico (diCQA) e tricafeoilquinico (triCQA) possuem propriedades
terapéuticas similares ao do SCQA, assim como outros beneficios, como inibicdo do HIV
(Tamura et al. 2006), redugdo de glicose no sangue de ratos diabéticos (Islam 2006) e
inibigdo de hepatotoxinas (Choi et al. 2005). Existem relativamente poucas informagdes
sobre os mecanismos de acdo dos acidos clorogénicos, no entanto suas propriedades
terapéuticas sdo frequentemente relacionadas aos seus poderosos efeitos antioxidantes,

anti-inflamatdérios e neuroprotetores.
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Cumarina

As cumarinas compreendem uma classe muito grande de substincias fenolicas,
constituidos de benzeno fundido a anéis de a-pirona. Estas substincias estdo presentes em
quantidades notaveis em plantas, embora sua presenca também tenha sido detectada em
fungos e bactérias (Hoult & Paya, 1996). As cumarinas estdo amplamente distribuidas nas
plantas, tanto na forma livre como em glicosideos, e sdo comumente encontradas em

familias como Apiaceae, Asteraceae e Rutaceae (Dewick, 1997)

Em M. glomerata e M. laevigata a cumarina simples (1,2-benzopirona) (Figura 3), ocorre
em maior concentragdo no apice de folhas jovens e sua presenga caracteriza o odor
aromatico agradavel lembrando baunilha nestas plantas (Bourgaud et al. 2006). E
considerada o principal marcador quimico dessas espécies (Gasparetto et al. 2013;
ANVISA, 2008) e o principal responsavel por sua atividade broncodilatadora, atuando
através do relaxamento do tecido muscular liso (Rufatto et al. 2012). Os efeitos anti-
inflamatorios do extrato hidroalcodlico de M. glomerata e a solugdo de cumarina simples
foram submetidos a comparagdo em testes in vivo (edema de pata) por Leite e
colaboradores (1993). Os resultados mostraram efeito anti-inflamatorio tanto para o extrato

quanto para a solugdo de cumarina isolada.

Diversas outras atividades terapéuticas atribuidas a cumarina ja foram descritas, tais como
imunossupressora, hipolipidémico, relaxante vascular, anticoagulante, hipotensora,

espasmolitica, antioxidante, antiofidica, inibicdo dareplicagdo do virus HIV-1, entre outros
(Pereira etal., 1994; Hoult & Paya, 1996; Vlientinck et al., 1998; Tajik etal., 2017).

Figura 3. Estrutura da cumarina simples (1,2-benzopirona), PM = 146.

1.3. Via de biossintese dos fenilpropanodides
Os fenilpropandides sdo um grupo diversificado de moléculas derivadas do esqueleto

carbdnico da fenilalanina (em algumas espécies, também da tirosina) e estdo envolvidos
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em fungdes de defesa, suporte estrutural e condugdo de agua (Vogt, 2010). Especificamente
a via dos fenilpropandides (Figura 4) € indispensavel para as plantas devido ao seu papel
na produgdo de monolignois (Boerjan et al., 2003) que atuam como “blocos de construgdo”™
da lignina, a qual confere um suporte estrutural, integridade vascular e resisténcia a
patogenos. Além da lignina, outras moléculas do metabolismo secundario s#o
biossintetizadas a partir da via dos fenilpropanoides, tais como o &acido caféico,
flavonoides, cumarinas e taninos, que podem contribuir para adaptagdo das plantas ao

ambiente em que se desenvolvem.

A enzima fenilalanina amonia-liase (PAL) possui um importante papel, fazendo a conexdo
entre o metabolismo primario e o metabolismo secundéario, tendo-se sugerido que a
regulagdo do fluxo geral davia dos fenilpropandides ¢ modulada pela velocidade de reagéo
dessa enzima (Singh et al, 2009). A primeira reacdo para a produgdo desses
fenilpropandides € a desaminagdo do aminoacido fenilalanina por essa enzima, gerando o
acido trans-cindmico. Esse acido ¢ entfo para-hidroxilado pela enzima cinamato 4-
hidroxilase (C4H) para produzir o 4cido p-cumdrico, que € ativado pela enzima 4-
coumarato-CoA ligase (4CL), resultando no p-coumaroil-CoA (Schilmiller et al., 2009).
Este representa um ponto de ramificagdo muito importante dentro da via de biossintese dos
fenilpropandides, pois € substrato para trés enzimas: chalcona sintase (CHS), que catalisa
a formagdo do esqueleto dos flavondides e as enzimas hydroxycinnamoyl-CoA:shikimate
hydroxycinnamoyl transferase (HCT) e hydroxycinnamoyl CoA: quinato hidroxicincinoyl
transferase (HQT), que estdo envolvidas na biossintese de acido clorogénico e unidades
formadoras da lignina (Vogt, 2010).

A conversdo de p-coumaroil-CoA em 5CQA envolve as enzimas HQT e citocromo P450
oxidase p-coumaroyl-3-hidroxilase (C3H). A reacdo catalisada por HQT produz acido 5-
O-p-cumaroilquinico  (5-pCoQA), a partr de p-coumaroi-CoA, que entdo sofre
hidroxilagdo mediada por C3H para produzir SCQA. Em uma via alternativa, p-coumaroil
CoA ¢ convertido a acido 5-O-p-coumaroil chiquimico pela enzima HCT, que
posteriormente € hidroxilado pela enzima p-coumaroylshikimate-3-hydroxylase (C3’H),
gerando cafeoil chiquimato, cuja conversdo a cafeoil-CoA ¢é realizado por uma enzima
HCT atuando na diregdo reversa. A transformacdo final de cafeoilCoA em 5CQA
provavelmente envolve uma enzima HQT (Clifford et al.2017).

A biossintese de diCQA e triCQA ¢ pouco conhecida, embora tenha sido relatada a sintese
in vitro de diCQAs a partr de SCQA e Coenzima A, mediada por uma enzima HCT
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recombinante, clonada a partir de café (Lallemand et al. 2012). No tomate (Solanum
lycopersicum), também foi observada a conversio de SCQA em diCQAs in vitro pela
enzima HQT. Foi proposto que a enzima HQT tenha um duplo papel, catalisando duas
reacdes em diferentes compartimentos subcelulares: no citoplasma atuando como uma
quinato transferase, enquanto no vacuolo favorecendo a atividade de clorogenato:
clorogenato transferase (acil-quinato: acil-quinato transferase), produzindo diCQA

(Moglia, etal 2014).

A biossintese da cumarina ocorre pela via do acido o-coumdrico (Gestetner & Conn, 1974).
Neste caso, apds a formacdo do acido trans-cindmico, pela PAL, ele € entdo orto-
hidroxilado pela acdo da enzima cinamato 2-hidroxilase (C2H) para produzir o acido o-
cumdrico. Em seguida este 4cido € glicosilado e passa por uma isomerizagdo cis-trans da
ligacdo dupla da cadeia lateral, assumindo forma Z (Kosuge & Conn, 1961). Nesta etapa é
transformado em cumarinato (&cido cumarinico) por uma B-glicosidase (Kleinhofs et al,

1967; Poulton et al., 1980) e a formacdo da cumarina se da por lactonizacdo espontinea
(Dewick, 1997).

Fenilalanina
l, PAL
C2H §
Acido o-cumérico <€ Acido cinimico
2 coumarato O-f - Acid
glicosiltransferase ; ‘ CaH d::ilqsfmico i
B-D-glicosideo do Acido p-cumérico Acido p-cumaroil Cafeoil
R S chiquimico chiquimato HCT
acido E-cumarico ‘ HCT \
4CL -
Cafeoil
‘ p-cumaroil CoA CoA
[3-D-glicosideo do : CHS \ ;
4cido Z-cumdrico v HQT/HCT Acido p-cumaroil ©3H Acidos HCT/HQT
ﬁ quinico cafeoilquinicos
B-glicosidade C
‘ - Acido quinico (caA)
Acido cumarinico i HCT/HAT(?)

|

v
Figura 4. Via de biossintese dos fenilpropanoides (primeiras etapas). Fonte adaptada:
Escamilla-Trevino et al., 2014.

1.4. Cultura de Tecidos vegetais
O cultivo de tecidos vegetais se iniciou nos anos 30, porém a técnica realmente s6 tomou
impulso nos anos 70 (Carvalho, 1999), quando comecou a ser utilizada principalmente na

area de melhoramento genético e para micropropagagdo. Trata-se de uma forma de
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reprodugdo assexuada, fundamentada na totipoténcia das células vegetais, em que se
utilizam explantes da espécie vegetal os quais, por meio de divisGes celulares induzidas
por hormonios vegetais e fitorreguladores, produzem grande quantidade de individuos,
genética e fenotipicamente idénticos (Haberlandt apud Krikorian e Berquam, 1969). Pode
ser conduzida pela proliferagio de gemas axilares, inducdo de gemas adventicias por
organogénese direta ou indireta, e por embriogénese somatica. A embriogénese somatica
permite a formagdo de embrides somaticos pela via direta e indireta (Williams &
Maheswaran, 1986). A via indireta ¢é constituida de duas fases, primeiro ocorre a formacgéo
da calogénese seguida do desenvolvimento de embrides somaticos a partir do calo. Na via

direta, os embrides somaticos sdo formados em uma Unica fase, porém sem calos (Williams
& Maheswaran, 1986; von Arold et al., 2002).

Para a maioria das espécies, em geral, o controle da calogénese esta associado ao balango
entre os reguladores de crescimento de planta auxinas e citocininas (Jimenez, 2005). Dentre
as auxinas, as mais frequentemente utilizada € o 4cido diclorofenoxiacético (2,4 D) e, em
relagdo as citocininas, a mais empregada € o 6-benzilaminopurina (BAP). Porém, ndo
existe uma concentragdo ideal destes reguladores de planta para induzir a formagéo de calo,

esta pode variar conforme a espécie, o tipo de explante, a idade do tecido, entre outros

fatores.

Além das areas de melhoramento e micropropagacdo, a cultura de tecidos é também uma
ferramenta extremamente Util para estudar mudangas no metabolismo secundério, uma vez
que fornece um ambiente totalmente controlado com relagdo a fatores quimicos e fisicos.
As informac¢des obtidas a partir de estudos basicos com este tipo de modelo bioldgico
também permitem a manipulagdo de sistemas enzimaticos e rotas biossintéticas visando

uma producdo mais eficiente de metabdlitos de interesse (Ramachandra e Ravishankar,
2002; Oksman-Caldentey e Inzé, 2004).

Apesar do custo maior de manutencdo, as culturas de células e tecidos vegetais apresentam
certas vantagens em relacdo ao cultivo de plantas no campo e em casas de vegetagdo, cuja
producdo depende de certos fatores, como clima, suscetibilidade a agentes patogénicos, ma
adaptag@o para crescer em monoculturas densas, requisitos especificos de fertilizantes e
agroquimicos, logistica e questdes regulatorias para a implantagdo no campo de plantas
geneticamente modificadas. As culturas de células t€m um potencial ilimitado de
crescimento e regeneragdo de plantas. Além disso, as células vegetais sdo biologicamente

totipotentes, assim cada célula €& potencialmente capaz de produzir uma gama de
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substancias quimicas encontradas na planta mae, criando uma fonte continua de produtos
naturais (Thorpe, 2007 e Matsuura et al. 2017). As condigdes de crescimento, como
temperatura, pH, qualidade e quantidade de luz, fitohormonios, aeragdo, agitacdo,
imobilizacdo, bem como a composicdo do meio, s@o estritamente controladas, mas podem

ser manipuladas para otimizar a produg@o dos metabolitos desejados (Fischer etal 2015).

Além das alteragGes na composi¢do nutritiva do meio de cultura e das condi¢cdes de cultivo,
diversas estratégias também podem ser adotadas para aumentar a producdo dos metabdlitos
de interesse, como por exemplo, pelo uso de técnicas de elicitagdo, imobilizagdo e
permeabilizagdo das culturas (Pavlov et al. 2005; Ochoa-Villarreal et al. 2016). Um
"elicitor" pode ser definido como uma substincia que inicia ou melhora a biossintese de
compostos especificos quando introduzido em pequenas concentragdes. Os elicitores
podem ser classificados com base em sua "natureza" como abidticos (choque osmotico,
fons de metais pesados, sais inorganicos, jasmonato, &cido salicilico, 6xido nitrico,
alteragcdes de temperatura ou radiagdo UV e visivel) ou bidticos (inoculagdo de bactérias,
fungos) e com base em sua "origem" como exégenos ou enddgenos (Ramirez-Estrada et
al. 2016). A estimulagdo da produgdo de taxol por culturas de suspensdo de células de

Taxus é¢ um exemplo de sucesso do uso de elicitagdo (Mirjalili e Linden, 1996)

Este tipo de modelo tem se mostrado bastante promissor para pesquisas de producdo de
metabdlitos secundarios in vitro, visto que permite uma rapida proliferacdo celular,
possibilitando a realizacdo de estudos sobre regulagdo e modulagdo de vias metabodlicas e
at¢ de rotas de biossintese de determinado metabdlito secundario, sob condigdes
controladas. A adicdo de um metabolito precursor as culturas celulares também € uma
técnica util para tal proposito, embora haja sempre o risco de ativar uma inibigdo por

feedback em algum outro lugar da via (Bolwell etal 1986).
1.5. Estudos com Mikania glomerata e Mikania laevigata

Estudos quimicos e bioldgicos vem sendo realizados com ambas as espécies englobando
diferentes abordagens, como descricdo morfoanatdmica, avaliagio da estabilidade de
extratos hidroalcodlicos, controle de qualidade de fitoterapico, avaliagdo da composi¢édo
quimica sazonal e variagdes nas condigdes de cultivo. Em estudos de composicdo quimica
e estabilidade dos extratos com estas espécies verificou-se a presenca frequente de
cumarina e 4cido clorogénico em amostras destas plantas, com actmulo majoritirio de

cumarina em M. laevigata e do é&cido clorogénico em M. glomerata (esta, em alguns
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tratamentos, apresentou baixissimas concentragdes de cumarina), sugerindo-se estas duas

substancias como marcadores quimicos (Melo, 2013).

Em estudos quanto ao perfil quimico frente a variacdo das condicdes de cultivo (indugdo
de dano mecénico e luminosidade) e de sazonalidade, concluiu-se que a diferenga entre as
duas espécies de guaco € muito maior que a diferenca entre tratamentos, sugerindo-se,
portanto que a variagdo na composicdo quimica delas pode ser reflexo de diferengas
intrinsecas na via de biossintese dos fenilpropandides, em particular cumarina para M.
laevigata e &cido clorogénico para M. glomerata (Almeida et al. 2017). Am disso, em
discrepancia com o que se encontra amplamente divulgado na literatura, a presenca de
cumarina em M. glomerata foi muita baixa, quando ndo, inexistente e se a atividade
farmacologica do guaco ¢ atribuida a esta substancia, o uso desta espécie como fonte para
fabricagdo de fitoterapico seria ineficaz. Ainda, mesmo que o efeito terapéutico observado
para o guaco seja resultado do sinergismo das moléculas biossintetizadas pela planta, como

a composicdo entre elas ¢ distinta, uma delas seria mais adequada para uso.

Pesquisas bibliograficas mostram que estudos quimicos com extratos de M. laevigata e M.
glomerata sdo abundantes (Gasparetto et al, 2010; Rufatto et al, 2012), mas nfo existem
muitos trabalhos que comparem as rotas biossintéticas desses metabdlitos secundarios
nestas plantas medicinais. Como as diferengas quimicas entre as espécies pode ser
resultado de diferengas intrinsecas, compreender as diferengas na modulagdo da via
biossintética dos fenilpropanoides entre as espécies poderd auxiliar a determinar a mais
adequada para ser empregada como insumo em produtos usados como recurso terapéutico
e medicamento fitoterapico e assim garantir maior qualidade, eficicia e seguranca aos

produtos derivados de Mikania.

Portanto, com o estudo proposto busca-se uma abordagem multidisciplinar, propondo-se
mvestigar a cultura de tecido e células de duas espécies de Mikania como modelo biologico
para estudo da rota de biossintese dos fenilpropandides, especificamente da cumarina e

acido clorogénico.
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2. Objetivos
2.1 Objetivo Geral
Este estudo tem como objetivo geral investigar o emprego da cultura de células e de tecidos

vegetais como modelo bioldgico aplicado ao estudo da via de biossintese de cumarina e de

acido clorogénico em Mikania glomerata e Mikania laevigata.

2.2. Objetivos Especificos
I- Estabelecer culturas de calos e suspensdes celulares de M. glomerata e M. laevigata e

mvestigar seu uso como modelo biologico.

II- Verificar a resposta da adigdo de diferentes componentes da via de biossintese dos
fenilpropandides (cumarina, &cido clorogénico, &cido p-cumérico, &cido o-cumérico,
fenilalanina) as suspensdes celulares através de andlise da composicdo quimica dos extratos
brutos em EtOH 70%, empregando-se UHPLC-MS.

3. Material e M étodos

3.1. Cultura de tecidos e células

3.1.1. Material Vegetal

O material vegetal foi coletado de plantas de M. glomerata e M. laevigata mantidas em
casa de vegetagdo do Departamento de Biologia Vegetal do Instituto de Biologia da
Unicamp (latitude — 22.818 439; longitude — 47.064 721). Estes exemplares séo
provenientes de mudas do campo experimental do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimicas, Biologicas e Agricolas da Unicamp — CPQBA — Unicamp (Paulinia — SP) cujas
exsicatas foram depositadas no Herbario UEC da Universidade Estadual de Campinas sob

registro n° 102046 para a M. laevigata e n° 102047 para a M. glomerata.

Para evitar que variagdes genéticas entre individuos da mesma espécie interferisse nos
resultados, todas as mudas de cada espécie foram obtidas por estaqueamento a partir das
matrizes descritas acima. Tanto a parte semilenhosa como a parte apical dos ramos foram
utilizadas para confecgdo das estacas. As estruturas foram cortadas na porgdo superior e
extremidade mferior em forma de bisel (Lima et al., 2003a; b) de tal forma que todas as
estacas possuissem aproximadamente 12 cm de comprimento, dois nds e pelo menos duas
folhas inteiras por estaca (Lima et al, 2003b; Boeger, Alquini e Negrelle, 2004). Em
seguida foram colocadas em caixas com vermiculita de granulagdo média e mantidas em
casa de vegetacdo com irrigacdo periddica por nebulizacdo (3 vezes ao dia por 10 minutos)
e 50% de luminosidade.
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Apos o periodo de enraizamento, as estacas foram avaliadas quanto ao seu
desenvolvimento, selecionando-se as mais sadias e com caracteristicas padronizadas para
o plantio nos vasos. Foram utilizados vasos de 1,0 litro, contendo uma mistura de terra
comum e substrato organico (MO) 50:50%. Para o tratamento de solo foram utilizados
diferentes substratos minerais tais como calcio, manganés, potassio, ferro, zinco, cobre e
fosforo. Antes da coleta de material vegetal (folhas) todas as mudas permaneceram nos
vasos com terra por 20 dias na mesma estufa com nebulizagdo, para sua completa

recuperacdo de eventuais danos sofridos durante o transplante.

3.1.2. Assepsia e preparo dos explantes

Os explantes para inducdo de calos foram obtidos a partir do limbo de folhas do 3° e 4°
pares de M. glomerata e M. laevigata. Ap6s a coleta, as folhas foram lavadas com agua
corrente e tratadas com Benlate a 1% (fungicida-antisséptico, Sigma) por 40 minutos. Em
seguida, esterilizadas em solucdo de hipoclorito de sédio a 0,5%, sob agitagdo, por 60
minutos, seguido de trés lavagens em agua destilada. Os explantes foram cortados em
quadrados de aproximadamente 0,5 cm?, descartando-se a nervura central e margens da
folha, e colocados com a face abaxial voltada para baixo em frascos de vidro contendo

meio de cultura semi-sélido.

3.1.3. Meio de cultura

O preparo dos meios de cultura em todos os experimentos consistiu na dissolugdo dos sais
basicos MS (Murashige e Skoog, 1962) em agua destilada e deionizada. O meio foi
suplementado com 30 g.L-'sacarose (Aldrich), e os reguladores de crescimento de plantas
4,52 uM de écido 2,4-diclorofenoxiacetico (2,4D Sigma) e 26 M de 6-benzilaminopurina
(BAP, Sigma). O pH foi ajustado para 5,8, adicionou-se Phytagel a 0,3 % (Sigma) e o meio
foi autoclavado a 121°C, a 1,3 atm, por 15 minutos.

Testes com diferentes concentragdes de reguladores de crescimento foram realizados para

selecionar a melhor condigdo para a inducdo de calos de ambas espécies (Tabela 1). As
concentragdes dos reguladores variaram de 0,5 a 3 mg.L'! de meio de cultura. Os critérios

para a escolha do meio foram: baixo crescimento radicular; indugdo rapida dos calos e
friabilidade.
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Tabela 1. Diferentes combinagdes de concentragdo de acido diclorofenoxiacético e 6-
benzilaminopurina empregadas para indugdo de calos em ambas espécies de guaco.

Concentracio dos Reguladores de Crescimento

2,4D (mg.L'") BAP (mg.L!)

Combinacio | 0,5 1 2 3 1 2 3

A X X

B X X

C X X

D X X

E X X

F X X

G X X

H X X

I X X

J X X

K X X

L X X

3.1.4. Manutencao das culturas

Os calos foram mantidos no escuro em cdmara fechada a28+2°C e sub-cultivados em meio
novo acada 30 dias, quando os calos ja haviam crescido a ponto de cobrir toda a superfic ie
do meio de cultura. A partir de 45 dias, caso ndo fosse feito o subcultivo das culturas, os

calos apresentavam sinais de oxida¢do, com uma coloragdo escura.

Como a contaminagdo ¢ um problema recorrente em trabalhos realizados com cultura de
tecidos, todas as etapas de manipulagdo das culturas, como indu¢do de novos calos,
subcultivo de calos e suspensdes celulares e montagem de ensaios, foram realizados em

um fluxo laminar, a fim de se manter as células em condi¢bes estéreis.

3.1.5. Suspensao celular

Calos friaveis obtidos por embriogénese somadtica indireta de lAminas foliares jovens foram
utilizados para a realizagdo da suspensdo celular. As células foram inoculadas em 50 ml de
meio MS liquido, o mesmo meio utilizado para a indugdo de calos, sem adi¢do de Phytagel

e com uma concentragdo de sacarose de 50 g.L'!. Estas foram mantidas em erlenmeyers de

125 ml e mantidos em um shaker a 120rpm, no escuro a 25°C.
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As suspensodes celulares foram multiplicadas através de subcultivos a cada 15 dias para M.
glomerata e 20 dias para M. laevigata. Os agregados que se formavam eram descartados,

sendo selecionados apenas agregados pequenos de células e com coloragdo clara.

3.2. Curvas de Crescimento das células em suspensio

Os ensaios para a realizagdo da curva de crescimento foram montados em erlenmeyers de
125ml, com uma quantidade inicial de 1 g de massa fresca de células em 30 ml de meio de
cultura MS liquido. As amostras foram coletadas em triplicata (cada frasco de suspensido
celular correspondendo a uma repeticdo) a cada cinco dias até o 60° dia. O crescimento foi
medido através da determinacdo da massa seca das células, e posteriormente foi feita

analise do perfil quimico dos extratos hidroalcodlicos dessas células por UHPLC-MS.

3.3. Tratamentos

As células em suspensdo de cada espécie de Mikania foram divididas em cinco grupos de
tratamentos. Em cada tratamento foi adicionado ao meio de cultura uma das cinco
substancias da via de biossintese de fenilpropandides: cumarina, acido clorogénico, acido
p-cumadrico, acido o-cumarico e fenilalanina. As cinco substancias foram solubilizadas em
agua deionizada. Dentro de cada tratamento, as suspensdes celulares foram ainda dividas
em sub-grupos, com adi¢do de diferentes concentragcdes do analito. Além disso, as coletas
ocorreram em dois tempos distintos, apds cinco e dez dias de tratamento. O grupo controle
consistiu em suspensoes celulares em que ndo foi adicionado nenhuma das substancias da

via biossintética estudada.

O ensaio foi montado em frascos de 125 ml contendo 3g de células em 30 ml de meio MS
liquido, que foram mantidos no escuro, em shaker a 120rpm. Para cada tratamento foram
selecionadas células de mesma linhagem e que tivessem sido subcultivadas no minimo
cinco vezes, para aumento de biomassa e para que pudessem se habituar ao meio, antes da
montagem do experimento. Os tratamentos foram montados de forma que cada sub-grupo,
incluindo o grupo controle, fosse realizado em triplicata (cada frasco de suspensdo celular

correspondendo a uma repeticdo).

Pela andlise do perfil quimico UHPLC-MS de calos de M. glomerata e M. laevigata com
20 dias de subcultivo, procedeu-se a determinagdo das concentragdes enddgenas das cinco

substancias adicionadas ao meio de cultura e definicdo da dose aplicada as suspensdes
celulares.
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3.4. Identificacdo e quantificacio das substincias da via biossintética

Calos e células das suspensdes foram coletados e mantidos em freezer a -80°C. O meio
liquido das suspensdes celulares também foi coletado e congelado para futuras analises. O
material congelado foi seco em liofilizador, e apds medicdo da massa seca, foram
submetidas a extragdo conforme descrito por Celeghini, Vilegas e Langas (2001), com
modificagdes. Foram feitas trés extragdes em etanol 70% (3ml de solvente para cada 100
mg de massa celular seca) no ultrassom por 30 minutos. Cada extragdo foi analisada
separadamente por UHPLC-MS para verificar o nimero de extragdes necessarias para
retirada total dos metabdlitos das células. As andlises dos cromatogramas mostraram que
trés extragdes foram necessarias para esgotar o material. As amostras foram entio

concentradas em SpeedVac, solubilizadas em 1 ml de etanol 70% e filtradas para andlise.

A andlise para identificagdo e quantificacdo dos produtos da via de biossintese foi feita
através de UHPLC-MS, cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas,
empregando metodologia descrita por Melo (2013) para identificacdo das substancias

separadas.

As condigdes cromatograficas, incluindo os solventes, sistema de eluicdo gradiente,
volume de extrato injetado, temperatura de coluna e os parametros do espectrdmetro de
massas utilizados foram realizados de acordo com Melo (2013). Assim, aliquotas de 4 puL
de cada amostra foram injetadas em Cromatografo UPLC® Acquity da Waters provido de
uma coluna C18 BEH Acquity Waters (1,7 pm x 2,1 mm x 50 mm) acondicionada em forno
a 30°C. A eluigdo por gradiente, com fluxo de 200 pL min'!, utilizando como fase movel
A- agua purificada (Milli-Q) com 0,1 % de acido formico e como fase mdvel B- acetonitrila

(grau cromatografico), conforme descrito na Tabela 2.

Tabela 2. Gradiente otimizado para andlise por UHPLC-MS. Fase mével A- é4gua
purificada (Milli-Q) com 0,1 % de 4cido formico e fase movel B- acetonitrila

Tempo (min) % fase movel A % fase movel B
Inicial 90 10
4,00 75 25
8,00 0 100
8,50 0 100
8,51 90 10

10,00 90 10
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Foi utilizado um espectrometro de massas triplo-quadrupolar (TQD-Acquity da Waters),
com ionizagdo por eletrospray (ESI) realizando varredura em modo positivo e modo

negativo nas seguintes condi¢des: capilar de = 3000 V, cone de = 35 V, extrator de 1,0 V,
temperatura da fonte de 150°C e temperatura de dessolvatagdo de 300°C.

Os cromatogramas em modo positivo e negativo foram analisados para detectar diferengas
na composicdo quimica de cada espécie de Mikania (Tabela 3). Para determinar a
concentracdo de cumarina, acido clorogénico (sinonimia de acido 5-cafeoilquinico), éacido
p-cumdrico e acido o-cumdrico nas amostras foram feitas curvas de calibragdo utilizando-
se solugdes metandlicas com diferentes concentracdes de cada metabdlito (anexos). Devido
a falta de uma solugio padrio do acido dicafeoilquinico, a sua quantificagdo foi realizada
utilizando a mesma curva de calibragdo para o acido 5-cafeoilquinico.

Tabela 3. Tempo de Retencdo e massa molecular dos ions de compostos da via dos

fenilpropandides para estudo do perfil quimico de amostras de Mikania glomerata e
Mikania laevigata.

Tempo de Retencio (min) [M+H]* [M-H]
Cumarina 5,02 147 -
Acido 5-cafeoilquinico 1,90 - 353
Acidos dicafeoilquinicos 4,2¢4,6 - 515
Acido p-cumarico 3,27 - 163
Acido o-cumdrico 4,69 - 163

3.5. Anidlise Estatistica
Os resultados estdo expressos como média de 3 repeticdes (+ desvio padrdo). Diferengas
estatisticas entre controle e tratamentos foram determinados via one-way ANOVA

seguidos pelo teste de Tukey (p<0,05). J& comparagdes entre tempos de coleta (cinco e dez

dias), dentro de um mesmo tratamento foram feitas via teste 7.

As andlises assim com a representacdo grafica dos resultados foram feitas no programa

GraphPad Prism (GraphPad Software, Version 7.00, San Diego, CA).
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4. Resultados

4.1. Estabelecimento das culturas de tecidos e células vegetais

Iniciou-se o estabelecimento de cultura de calos e de células em suspensdo de ambas as
espécies a fim de utilizi-las como modelo biologico para estudo da biossintese de
fenilpropandides em guaco. Dentre as combinagdes de reguladores de crescimento de
plantas (Tabela 1), a que resultou na formagdo de calos fridveis foi a combinagdo L para as
duas espécies de Mikania estudadas (Figuras 5 e 6). Concentragdes de auxina superiores as
de citocinina levaram ao desenvolvimento de raizes nas duas espécies, como exemplificado
na Figura 5B, para M. glomerata. Ja concentragdes de citocinina muito maiores que 3 mg.L-
I 'de meio de cultura, levaram ao desenvolvimento de massas celulares ndo fridveis. Foi
estabelecido, portanto, que as melhores condicdes para a indugdo de calos para essas duas
espécies de Mikania sdo 0,5 mg.L'! de 2,4-De 3 mgL'! de BAP.

Quando o calo atingia tamanho superior a 3 cm de didmetro e era fridvel, procedia-se com
a sua transferéncia para o meio de cultura liquido para obtengo das culturas celulares. As
células foram inoculadas em 50 ml de meio MS liquido com os mesmos suplementos,
porém foi observado que o fato de aumentar a concentracdo de sacarose no meio para 50
gL'l favoreceu o crescimento das suspengdes celulares. As culturas foram mantidas em
um shaker a 120rpm, no escuro a 25°C e subcultivadas a cada 15 dias para M. glomerata e

20 dias para M. laevigata (Figuras 5C e 6B, respectivamente).
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Figura 5. Cultura de calos de Mikania glomerata (A). Formagdo de raizes nas culturas (B).
Suspensdes celulares de Mikania glomerata (C).

- s

Figura 6. Cultura de calos de Mikania laevigata (A). Suspensdes celulares de Mikania
laevigata (B).
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4.2. Identificacio e quantificacio das substincias da via biossintética em calos de
Mikania

A andlise para identificacdo e quantificagdo dos produtos da via de biossintese foi feita
empregando a UHPLC-MS, cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas,
segundo metodologia descrita por Melo e Sawaya (2015) para identificacdo dos analitos.
A determinagdo das concentragées endogenas das substancias da via de biossintese de
fenilpropandides (cumarina, acido clorogénico, acido p-cumarico e acido o-cumarico) foi
feita a partir das equagdes das retas obtidas por progressdo linear para a curva de calibragdo
de cada uma das substancias analisadas (Anexos). Para isso foram inicialmente analisados
calos de M. glomerata e M. laevigata com 20 dias de subcultivo e com cerca de quatro

meses de manutengdo a partir do estabelecimento das culturas.

A andlise dos cromatogramas dos extratos de calos com 20 dias de subcultivo ndo detectou
a presenca de cumarina em ambas as espécies (quantidade encontrada estava abaixo do
limite minimo de detec¢do do método) e a presenca de acido 5-cafeoilquinico foi detectada
somente em M. glomerata. Também ndo foi possivel detectar 4cido o-cumérico e p-
cumarico nas amostras de nenhuma das duas espécies. Na Figura 7 observa-se os
cromatogramas deuma das amostras de M. glomerata, nos quais € possivel notar a presenga
do pico para o acido clorogénico no tempo de retengdo 1,81 min (Figura 7A, andlise em
modo negativo) e auséncia para a cumarina (Figura 7B, andlise em modo positivo). Neste
momento, também foi detectada a presenga de acido dicafeoilquinico em células de calo

de M. glomerata.

A quantificagdo de acido 5-cafeoilquinico foi feita a partir de uma curva de calibragdo y =
43425x + 497893 (R? = 0,9955) onde “y” representa a area dos picos e “X” a concentracdo
de 4cido 5-cafeoilquinico (mg.ml!). A concentragdo calculada para acido 5-cafeoilquinico

nos calos de M. glomerata foi de 31,6 ng.g’! de massa fresca.
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Figura 7. Cromatograma UHPLC-MS no modo negativo (A) e no modo positivo (B) do extrato
dos calos com 20 dias de subcultivo de Mikania glomerata.

Decorridos cerca de dois anos de manutengdo das culturas de calos de M. laevigata e M.
glomerata, com subcultivo a cada 30 dias, foi realizada novamente a extragdo e andlise do
perfil quimico de calos desta espécie, com 15, 30 e 60 dias de subcultivo. Dessa vez, acido
5-cafeoilquinico, acido dicafeoilquinico e cumarina foram encontrados em amostras das
duas espécies. Na Figura 8 observa-se os cromatogramas de uma das amostras de calos de
M. laevigata com 30 dias de subcultivo, nos quais nota-se a presenga do pico para o acido
S-cafeoilquinico no tempo de retengdo 1,90 min (A, andlise em modo negativo) e o pico

para a cumarina no tempo 5,09 min (B, andlise em modo positivo).
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Figura 8. Cromatograma UHPLC-MS no modo negativo (A) e no modo positivo (B) do
extrato dos calos com 30 dias de subcultivo de Mikania laevigata.
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As concentragdes das substincias foram calculadas a partir da curva de calibragdo: y=7E-
07x+4,0877; R?=0,9937 para cumarina ¢y = 3E-05x + 3,7642; R? = 0,987, para os 4cidos
5-cafeoilquinico e dicafeoilquinico (Anexos). Comparando-se o acimulo de cumarina nos
extratos de calos de M. laevigata e M. glomerata (Figura 9A), nota-se que os valores de
cumarina em M. laevigata sdo maiores do que os encontrados em M. glomerata, o que é
condizente com o encontrado nas plantas de origem dos explantes. Em relagdo aos tempos
de coleta, hd um pequeno aumento na concentragdo dessa substincia entre amostras de M.
glomerata ap6s 15 e 30 dias de subcultivo, ja em M. laevigata ndo ha uma diferenca
significativa entre as amostras desse periodo. Apds 60 dias observa-se um decrescimento

total da concentragdio de cumarina nas duas espécies, ndo sendo detectada em nenhuma das

amostras.

Osresultados para o &cido 5-cafeoilquinico (Figura 9B), mostram que a concentragdo apos
15 dias de subcultivo ¢ semelhante entre as duas espécies. Contudo, apds 30 dias as espécies
apresentam comportamentos distintos. Enquanto M. laevigata apresenta uma concentragdo
constante da substincia ao longo do tempo, as amostras de 30 e 60 dias de M. glomerata
apresentam concentragdes significativamente maiores do que em 15 dias. O mesmo
comportamento ¢ observado na quantificagdo do acido dicafeoilquinico (Figura 9C). Em
M. laevigata as concentragdes desse acido permaneceram estdveis ao longo do tempo,

enquanto em calos M. glomerata, as concentragdes de acido dicafeoilquinico aumentaram

gradativamente ao longo dos trés periodos estudados.
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Figura 9. Quantificagdo de cumarina, m/z 147 (A), acido 5-cafeoilquinico, m/z 353 (B),
acido dicafeoilquinico m/z 515 (C) em calos de Mikania laevigata ¢ Mikania glomerata,
coletados apos 15, 30 e 60 dias de subcultivo. Letras maitisculas distintas indicam
diferengas estatisticas entre espécies, dentro do mesmo tempo de coleta (teste ¢, p<0,05), e
letras minusculas distintas indicam diferencas estatisticas entre os diferentes periodos de
coleta em uma mesma espécie (one way ANOVA, seguida do teste de Tukey, p<0,05).

Meédia de trés repeticdes (+ desvio padrio).

4.3. Curvas de Crescimento das suspensées celulares
Curvas de crescimento de suspensdes celulares apresentam uma fase de adaptagdo, uma
fase exponencial euma fase estaciondria. Nas curvas de crescimento obtidas de suspensdes

celulares de guaco foram observadas as duas primeiras fases, contudo ndo se identifica uma
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fase estacionaria (Figura 10). Os picos maximos de biomassa ocorrem no 15° dia em
Mikania glomerata e no 25° dia em Mikania laevigata. Apos esse crescimento, nota-se um
comportamento oscilatério da biomassa celular das suspensdes celulares, principalmente
em células de M. glomerata (Figura 10A), revelando picos de massa a cada 10 dias,
aproximadamente. Ja a curva de M. laevigata apresenta somente dois picos, um no 25° e

outro no 35° (Figura 10B).
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Figura 10. Curvas de crescimento de suspensdes celulares de Mikania glomerata (A) e
Mikania laevigata (B). Valores da massa seca em gramas. Média de trés repeticdes (+
desvio padrio).

Alm de fornecer informagdes sobre o crescimento em biomassa das suspensdes celulares,
esse ensaio também permitiu a andlise de perfil quimico das células de Mikania glomerata
ao longo de 60 dias (Figura 11). O célculo da quantificagdo dos compostos principais da
curva de crescimento de M. glomerata por UHPLC-MS foi realizado utilizando as
equagdes y=7E-07x+4,0877 (R* = 0,9937) para cumarina e y = 3E-05x+3,7642 (R? =

0,987) para acido clorogénico (Anexos).

Observa-se que a concentragdo inicial de cumarina em M. glomerata (Figura 11A) nas
células ja ¢ alta no dia zero, com uma média de 39,98 ug.g! de massa seca. Esse nimero
cresce at¢ um pico em 10 dias de cultivo, para em seguida decrescer e se manter em
aproximadamente 20 pg.g! entre 15 e 25 dias. A cumarina tem sua maxima concentragao
em 30 dias, com uma concentragdo de 64,84 pg.g’!. Depois de cair novamente, os niveis
de cumarina parecem se estabilizar entre 20 pg.g! €35 pg.g! até o fim do periodo estudado
de 60 dias.
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Os gréficos para os dois acidos clorogénicos investigados sdo muito semelhantes (Figura
11 B-C), com uma concentracdo inicial baixa dos dois compostos pelos primeiros 10 dias.
As concentragdes crescem a partir de 15 dias e passam a formar picos a cada dez dias, em
que os niveis desses metabolitos descem a niveis baixissimos e depois voltam a aumentar.
E interessante notar que todos os picos de concentragdo coincidem com picos de biomassa
na curva de crescimento (Figura 10) O valor maximo para o dcido 5-cafeoilquinico foi
encontrado em células com 45 dias de cultivo, uma média de 2,64 mg.g’! de massa seca, e

para o acido dicafeoilquinico o maximo ocorreu apods 15 dias, com uma média de 8,52

mg.g! de massa seca.

Nio foram detectados acido p-cumarico ou acido o-cumdrico em nenhuma das amostras
do grupo controle ou dos tratamentos, em cinco ou dez dias, pelo método utilizado por

UHPLC-MS em amostras de M. glomerata.
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Figura 11. Quantificacdo de cumarina, m/z 147 (A), acido 5-cafeoilquinico, m/z 353 (B) e

acido dicafeoilquinico m/z 515 (C) em suspensdes celulares de Mikania glomerata ao longo
de 60 dias, com coleta a cada 5 dias. Média de trés repeticdes (+ desvio padrdo).

A andlise do perfil quimico da curva de crescimento de M. laevigata, infelizmente, ndo
identificou cumarina ou acido clorogénico durante o intervalo de tempo investigado. N&o

foram igualmente detectados 4acido p-cumdrico ou acido o-cumdrico em nenhuma das

amostras dessa espécie.

4.3. Tratamentos com células de Mikania glomerata

4.3.1. Ensaio Acido Clorogénico

O ensaio com inoculagdo de acido clorogénico (acido 5-cafeoilquinico) em culturas de
células de M. glomerata foi o primeiro a ser realizado. Como determinado no item 4.2 que
as células de calo de M. glomerata apresentaram uma concentragdo enddgena de 31pg.g’!
de massa fresca, foi decidido realizar os tratamentos com cinco concentra¢des diferentes
de acido clorogénico: C1=31ugg!, C2=170,5 pgg', C3=310 pgg!', C4=1705 png.g
l'e C5=3100 pg.g! massa fresca de células (Figura 12). Um grupo controle também foi

estabelecido sem a adi¢do de 4cido clorogénico.

As analises por UHPLC-MS mostraram que no controle, em células coletadas apds cinco
dias e dez dias de cultivo, apresentaram uma concentracdo endogena de cumarina, 26,81 e
41,39 pg.g! de massa seca de células, respectivamente (Figura 12A). Em relagdo aos
tratamentos, os resultados mostram uma concentracio estavel de cumarina em células com

cinco dias nos dois primeiros tratamentos, comparando-se com as amostras controle. O teor
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de cumarina aumenta um pouco nos tratamentos C3 e C4, porém voltam aos valores basais
no ultimo tratamento. Ja para células com 10 dias, as concentracdes de cumarina também
se mostraram estdveis até o tratamento C2 e a partir de C3 houve um aumento gradual na
concentragdo dessa substdncia. Em média, foi verificado cerca de 217,50 pg cumarina.g-!
massa seca em células com a inoculagdo maxima de acido clorogénico (C5) apos 10 dias

de tratamento, um valor 5,2 vezes maior do que a concentragdo do controle.

Nos resultados para o acido 5-cafeoilquinico verificou-se, apos cinco dias de ensaio, uma
diminui¢do significativa nos niveis desse metabolito em todos os tratamentos, quando
comparado ao controle, contudo houve uma queda particularmente expressiva da
concentragdo endogena dessa substancia no Ultimo tratamento, C5 (Figura 12B). Em dez
dias de tratamento, a diminuigdo significativa do 4cido 5-cafeoilquinico so6 foi observada
quando as suspensdes foram expostas a concentragdes extremamente altas do proprio acido

clorogénico, no tratamento CS5.

Ja para o acido dicafeoilquinico, observa-se dois comportamentos distintos entre os
diferentes periodos de coleta (Figura 12C). Em 5 dias, observa-se uma concentragdo basal
alta do analito no controle e sua diminuigdo nos tratamentos, principalmente no dltimo
tratamento (C5). Jaem 10 dias de tratamento, a concentragio no controle ¢ 4 vezes menor
do que o encontrado no controle com 5 dias. Assim, € possivel observar um efeito positivo
no teor de acido dicafeoilquinico em células do tratamento C3. Contudo, o efeito volta a
ser negativo em células tratadas com altas doses de 4cido clorogénico, como pode ser
notado no tratamento CS5, em que a concentragdo de acido dicafeoilquinico chega proximo

a Z€ro.

Néo foram detectados acido p-cumarico ou acido o-cumdirico em nenhuma das amostras
do grupo controle ou dos tratamentos, em cinco ou dez dias, pelo método utilizado por

UHPLC-MS.



400- I 5 dias

= 10 dias A

Bb

300- Bb

200+

Bab
100- Ba Ba Ab Ab
Aa Aa A Aa Aa
a
g &>

g &

Concentragao Cumarina
(ng/mg massa seca)

Amostras controle e de suspensdes celulares de M. glomerata tratadas com diferentes concentragées
de acido clorogénico por 5 e 10 dias de cultivo

15000- M 5 dias B
(3 10 dias

10000+ Aa

Aa Ab Aa

50001 Ab

Concentragéo Acido cafeoilquinico
(ng/mg massa seca)

Ac
04 iBb

Amostras controle e de suspensdes celulares de M. glomerata tratadas com diferentes concentragoes
de acido clorogénico por 5 e 10 dias de cultivo
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Figura 12. Quantificagdo de cumarina, m/z 147 (A), acido 5-cafeoilquinico, m/z 353 (B),
acido dicafeoilquinico m/z 515 (C) em suspensdes celulares de Mikania glomerata tratadas
com diferentes concentragdes de acido clorogénico por 5 e 10 dias. C1, C2,C3, C4e C5
correspondem as concentragdes de 4cido clorogénico iguais a 31; 170,5; 310; 1705 e 3100
pg.g! massa fresca, respectivamente. Letras mailsculas distintas indicam diferencas
estatisticas entre coletas de 5 e 10 dias, dentro do mesmo tratamento (teste ¢, p<0,05), e
letras minusculas distintas indicam diferengas estatisticas entre os diferentes tratamentos,
em 5 ou 10 dias (one way ANOVA, seguida do teste de Tukey, p<0,05). Média de trés
repeticdes (+ desvio padrdo).

4.3.2. Ensaio Cumarina

Para o ensaio com cumarina em suspensoes celulares de M. glomerata foram realizados
tratamentos utilizando trés concentragdes de cumarina adicionado ao meio de cultura: C1
=10 pg.g! massa fresca, C2 = 20 pg.g! massa fresca € C3 = 100 pg.g! massa fresca

(Figura 13). Um grupo controle também foi estabelecido sem a adicdo de cumarina.

Os resultados indicam que os tratamentos com cumarina aumentaram significativamente a
concentracdo endogena da substancia em suspensdes com cinco dias, em relagdo ao
controle. O mesmo ndo ocorreu com as células em suspensdo coletadas apods dez dias de
experimento, pois a concentragdo de cumarina se manteve constante entre o grupo controle

e os grupos tratados (Figura 13A).

Ja a concentragdo de acido 5-cafeoilquinico (Figura 13B) destas células em um primeiro
momento aumentou, como visto para as células coletadas em cinco dias dos tratamentos

Cl e C2, em relagdo ao controle. Porém, essas concentragdes voltam aos niveis basais no
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ultimo grupo tratado, C3. Para as células de 10 dias de tratamento a producdo basal desse
acido clorogénico no controle ja era bastante alta, em comparagdo com o controle de cinco
dias, e os tratamentos com cumarina parecem afetar negativamente a concentragdo de acido
5-cafeoilquinico no tratamento C1, porém novamente retornam aos niveis do controle nos

tratamentos C2e C3.

De maneira semelhante ao observado com os niveis de acido 5-cafeoilquinico nos
primeiros cinco dias, os tratamentos com adicdo de cumarina aumentam bastante o teor
endogeno de acido dicafeoilquinico (Figura 13C) no tratamento C1, porém esse aumento
ndo ¢é tdo expressivo nos tratamentos C2 e C3, apesar dos valores do composto serem
maiores que no controle. Para as células com dez dias a produgfo basal do metabdlito no
controle também ja era bastante alta, comparado aos valores encontrados no controle de
cinco dias. Somente o tratamento com 10 pg.g!' de cumarina parece afetar de maneira

negativa os niveis de dcido dicafeoilquinico, que voltam aos niveis normais nos tratamentos
C2eC3.

Nao foram detectados acido p-cumarico ou acido o-cumdrico em nenhuma das amostras

do grupo controle ou dos tratamentos, em cinco ou dez dias, pelo método utilizado por
UHPLC-MS.
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concentragdes de cumarina por 5 e 10 dias de cultivo
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Figura 13. Quantificacdo de cumarina, m/z 147 (A), acido 5-cafeoilquinico m/z 353 (B), ¢
acido dicafeoilquinico, m/z515 (C)nas suspensdes celulares de Mikania glomerata tratadas
com concentragdes crescentes de cumarina por 5 e 10 dias. C1, C2 e C3 correspondem as
concentragdes de cumarina iguais a: 10 pg.g! massa fresca, 20 pg.g’! massa fresca e 100
pg.g! massa fresca, respectivamente. Letras mailsculas distintas indicam diferengas
estatisticas entre coletas de 5 e 10 dias, dentro do mesmo tratamento (teste ¢, p<0,05), e
letras minusculas distintas indicam diferengas estatisticas entre os diferentes tratamentos,
em 5 ou 10 dias (one way ANOVA, seguida do teste de Tukey, p<0,05). Média de trés
repeticdes (& desvio padrdo).

Alm dos analitos principais da via de biossintese em estudo, notou-se a partir do primeiro
tratamento com adicdo de cumarina o aparecimento de um pico no tempo de retengdo 2,87
min, que ndo havia sido observado no controle (figura 14). O componente majoritario

encontrado no espectro de massas apresentava uma m/z 327. A fim de tentar identificar esta
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substancia desconhecida foi realizado um LC-MS/MS. Os principais fragmentos
identificados apresentavam m/z 121 m/z 147 e m/z 165 (Figura 15) e, por comparagdo com

os resultados reportados por Yang et al. (2007), sugere-se que esse metabolito seja o
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Figura 14. Cromatograma UHPLC-MS no modo negativo de extratos de suspensdes
celulares de Mikania glomerata, do grupo controle (A) e de células tratadas com 100 pg de
cumarina por grama de massa fresca, tratamento C3 (B) e cromatograma selecionado para
o ion m/z 327 (C).
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Figura 15. Espectro de massas, modo negativo, com os fragmentos obtidos por LC-
MS/MS da substancia de m/z 327 encontrado em células de Mikania glomerata tratadas

com 100 pgde cumarina por grama de massa fresca.
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A substancia foi quantificada indiretamente, utilizando-se uma curva de calibragdo para o
acido o-cumarico como padréio (y=8E-06x-0,7016; R? = 0,9977) (Anexos). Os resultados
mostraram que ha um aumento expressivo dos niveis desse metabdlito nas suspensdes
celulares de M. glomerata sob concentracdes crescentes de cumarina no meio de cultura,

tanto em cinco quanto em dez dias de tratamento (Figura 16).
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Figura 16. Quantificagdo da substincia de m/z 327 e tempo de retengdo 2,57 min em
suspensdes celulares de Mikania glomerata tratadas com concentragdes crescentes de
cumarina por 5 e 10 dias. C1, C2 e C3 correspondem as concentragdes de cumarina iguais
a10 ug.g! massa fresca, 20 ug.g ! massa fresca e 100 pg.g'! massa fresca, respectivamente.
Letras maiusculas distintas indicam diferencas estatisticas entre coletas de 5 e 10 dias,
dentro do mesmo tratamento (teste ¢, p<0,05), e letras minisculas distintas indicam
diferencas estatisticas entre os diferentes tratamentos, em 5 ou 10 dias (one way ANOVA,
seguida do teste de Tukey, p<0,05). Média de trés repeticdes (+ desvio padrdo).

4.3.3. Ensaio Fenilalanina

Como ndo foi possivel quantificar a concentragdo endogena deste metabolito foram
estabelecidas trés concentragdes arbitrarias para amontagem do experimento de 0,05 mM,
0,15 mM e 0,75 mM (Tratamentos C1, C2 e C3, respectivamente). Um grupo controle

também foi estabelecido sem a adicdo de fenilalanina.

Apesar de ser o precursor de toda a via dos fenilpropandides, a adi¢do de fenilalanina ndo
alterou de maneira significativa os niveis de cumarina em nenhum dos tratamentos em
comparacdo com o grupo controle (Figura 17A). Ja4 as concentracdes de 4cido
dicafeoilquinico diminuiram consideravelmente em todos os tratamentos com relagdo aos
valores encontrados mnos grupos controle, tanto em cinco quanto em dez dias de
experimento (Figura 17B). O acido 5-cafeoilquinico foi detectado em todos os tratamentos

e no controle, mas ndo pode ser quantificado.
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Nao foram detectados acido p-cumérico ou &cido o-cumdrico em nenhuma das amostras

do grupo controle ou dos tratamentos, em cinco ou dez dias, pelo método utilizado por
UHPLC-MS.
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Amostras controle e de suspensées celulares de M. glomerata tratadas com diferentes
concentragoes de fenilalanina por 5 e 10 dias de cultivo

8 5000- Il 5 dias
£ o 2 B3 10 dias B
o
T 4000]
58
5§ 3000
88
.a E
‘< > 2000
S E o
22 0 %
£ 1000 Ab
]
3 0-
& o Vg <
&
¢

Amostras controle e de suspensoées celulares de M. glomerata tratadas com diferentes
concentragdes de fenilalanina por 5 e 10 dias de cultivo

Figura 17. Quantificacdo de cumarina, m/z 147 (A) e acido dicafeoilquinico, m/z 515 (B)
nas suspensdes celulares de Mikania glomerata tratadas com concentragdes crescentes de
fenilalanina por 5 e 10 dias. C1, C2 e C3 correspondem as concentragdes de fenilalanina
iguais a: 0,05 mM, 0,15 mM e 0,75 mM respectivamente. Letras mailsculas distintas
indicam diferengas estatisticas entre coletas de 5 e 10 dias, dentro do mesmo tratamento
(teste ¢, p<0,05), e letras minGsculas distintas indicam diferencas estatisticas entre os
diferentes tratamentos, em 5 ou 10 dias (one way ANOVA, seguida do teste de Tukey,
p<0,05). Média de trés repeticdes (+ desvio padrio).
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4.3.4. Ensaio Acido o-cumirico

Devido a baixa concentragdo nos calos, ndo foi possivel calcular a produgfo endogena de
acido o-cumdrico nas células de M. glomerata. Portanto, o volume inoculado no meio para
os tratamentos foi o mesmo definido para fenilalanina anteriormente: 0,05 mM, 0,15 mM
e 0,75 mM (Tratamentos C1, C2 e C3, respectivamente). Um grupo controle também foi

estabelecido sem a adi¢do de acido o-cumaérico.

Como esperado, a alta disponibilidade de o-cumarico, precursor da cumarina, aumentou a
biossintese deste metabolito em quase cinco vezes em relagdo ao grupo controle, nos
primeiros cinco dias de tratamento. Apos 10 dias essa alta concentragdo de cumarina no
ultimo tratamento ndo ¢ mais observada, mostrando que a mobilizagdo na rota para a
produg@o de cumarina € rapida e ndo se mantém a longo prazo (Figura 18).Ja os niveis de
acidos 5-cafeoilquinico e dicafeoilquinico ndo apresentaram resposta ao tratamento de

acido o-cumarico.

Néo foram detectados acido p-cumarico ou acido o-cumarico em nenhuma das amostras
do grupo controle ou dos tratamentos, em cinco ou dez dias, pelo método utilizado por
UHPLC-MS.

300+ M 5 dias
3 10 dias

Ab
200+
Aa
Aa
100
Aa Aa A2 pa Ba
o i &

&

Concentragdao Cumarina
(ng/mg massa seca)

Amostras controle e de suspensdes celulares de M. glomerata tratadas com diferentes concentragées
de acido o-cumarico por 5 e 10 dias de cultivo

Figura 18. Quantificacdo de cumarina, m/z 147 em suspensdes celulares de Mikania
glomerata tratadas com concentragdes crescentes de acido o-cumarico por 5 e 10 dias. Cl1,
C2 e C3 correspondem as concentragdes de acido o-cumdrico iguais a: 0,05 mM, 0,15 mM
e 0,75 mM respectivamente. Letras maiisculas distintas indicam diferengas estatistic as
entre coletas de 5 e 10 dias, dentro do mesmo tratamento (teste ¢, p<0,05), e letras
mintsculas distintas indicam diferengas estatisticas entre os diferentes tratamentos, em 5
ou 10 dias (one way ANOVA, seguida do teste de Tukey, p<0,05). Média de trés repeticdes
(* desvio padrdo).
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Alm dos analitos principais da via de biossintese em estudo, notou-se novamente o
aparecimento de um pico, desta vez no tempo de retencdo 2,87 min, que ndo havia sido
observado no controle (Figura 19). O espectro de massas indica como componente
majoritario uma substancia de m/z 325 e, em menor quantidade, uma substancia de m/z 327
(Figura 20). Assim como no tratamento com cumarina, um LC-MS/MS foi feito para tentar
identificar estes analitos e os principais fragmentos identificados apresentavam m/z 119 e
m/z 163 (Figura 20), para m/z 325 e fragmentos de m/z 121 e m/z 147 e m/z 165, para m/z
327. Os espectros de fragmentagdo em conjunto com resultados reportados por Yang et al.
(2007), por Mouton e Van der Kooy (2014) e por Costa et al. (2017) sugerem que estes
metabodlitos correspondam ao melilotosideo para a substancia de m/Zz 325 e

diidromelilotosideo para a substancia de m/z 327.

A quantificagdo foi realizada por comparacdo, utilizando a curva de calibragdo para o acido
o-cumarico como padrdo (y = 200895x - 397903; R? = 0,9982). As concentracdes das
substancias s6 puderam ser calculadas para os extratos de células tratadas com 0,75 mM
de o-cuméarico. Células com cinco dias de tratamento continham 0,53 mg.g'! de massa seca
de melilotosideo e 0,22 mg.g! de diidromelilotosideo. Apos dez dias, esse valor aumentou
para o melilotosideo, com concentragio de 1,20 pgg!, enquanto que para o
diidromelilotosideo a concentragdo permaneceu constante, com 0,22 pg.g! de massa

celular seca.
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Figura 19. Cromatograma UHPLC-MS no modo negativo de extratos de suspensdes
celulares de Mikania glomerata, do grupo controle (A) e de células tratadas com 0,75 mM
de acido o-cumarico, C3 (B) e cromatogramas selecionados para os ions m/z 325 (C) e m/z

327 (D).
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Figura 20. Espectro de massas, modo negativo, com os fragmentos obtidos por LC-
MS/MS da substancia de m/z 325 encontrado em células de Mikania glomerata tratadas
com 0,75 mM de 4cido o-cumarico.
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4.3.5. Ensaio Acido p-cumarico

Devido a baixa concentragdo nos calos, ndo foi possivel calcular a produgfo endogena de
acido p-cumarico nas células de M. glomerata. Portanto, o volume inoculado no meio para
os tratamentos foi o mesmo definido para fenilalanina e acido o-cumarico: 0,05 mM, 0,15
mM e 0,75 mM (Tratamentos C1, C2 e C3, respectivamente) (Figura 21). Um grupo

controle também foi estabelecido sem a adicdo de 4cido p-cumarico.

O ensaio com adi¢do de acido p-cumarico ao meio de cultura de células de M. glomerata
ndo afetou significativamente o teor de acido 5-cafeoilquinico das células tratadas com
relacdo ao controle (Figura 21A). A Unica excegdo se encontra no extrato de células tratadas
com 0,75 mM de acido p-cumdrico e coletadas apds dez dias de tratamento. Neste caso, o
resultado sugere um efeito negativo na concentracdo de acido 5-cafeoilquinico, uma vez

que este ndo pode mais ser detectado pelo método UHPLC-MS.

Comparando com os dados das amostras do grupo controle, os resultados da concentragdo
de acido dicafeoilquinico nessas células também sugerem que o acido p-cumarico ndo
afetou os niveis desse analito de maneira significativa (Figura 21B). Contudo, mesmo ndo
sendo estatisticamente distintos os resultados sugerem que as células tratadas do grupo C3
passaram por uma modulagdo negativa por parte do acido p-cumarico nos niveis do acido
S5-cafeoilquinico em dez dias de tratamento, assim como ocorreu para o acido 5-

cafeoilquinico (Figura 21A).

Néo foram detectados cumarina, acido p-cumarico ou acido o-cumdrico em nenhuma das

amostras do grupo controle ou dos tratamentos, em cinco ou dez dias, pelo método utilizado
por UHPLC-MS.
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Amostras controle e de suspensdes celulares de M. glomerata tratadas com diferentes concentragdes
de acido p-cumarico por 5 e 10 dias de cultivo

8000+ B

[
g I 5 dias
E‘ B3 10dias Aa
S |
R 6000
L3R
= ra
ow Aa
T 8 4000
< E, Aa
g < 2
(=]
g2 2000-
£ Aa
8 Ba
5
o 0-
& < o @
&
(¢

Amostras controle e de suspensdes celulares de M. glomerata tratadas com diferentes
concentragdes de acido p-cumarico por 5 e 10 dias de cultivo

Figura 21. Quantificacdo de acido 5-cafeoilquinico, m/z 353 (A) e acido dicafeoilquinico,
m/z 515 (B) em suspensdes celulares de Mikania glomerata tratadas com concentragdes
crescentes de acido p-cumarico por 5 e 10 dias. Cl1, C2 e C3 correspondem as
concentragdes de 4acido p-cumdrico iguais a: 0,05 mM, 0,15 mM e 0,75 mM
respectivamente. Letras maiGsculas distintas indicam diferengas estatisticas entre coletas
de 5 e 10 dias, dentro do mesmo tratamento (teste z, p<0,05), e letras minusculas distintas
indicam diferengas estatisticas entre os diferentes tratamentos, em 5 ou 10 dias (one way
ANOVA, seguida do teste de Tukey, p<0,05). Média de trés repeticdes (+ desvio padrio).

4.4. Tratamentos com células de Mikania laevigata

4.4.1. Ensaio Acido Clorogénico

Como ndo foi possivel quantificar as concentragcdes enddgenas de acido clorogénico nas
andlises preliminares com calos de M. laevigata com 20 dias de subcultivo, o ensaio com

inoculacdo de acido clorogénico em suspensdes celulares dessa espécie foi realizado com
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as mesmas concentragdes utilizadas no ensaio com M. glomerata: C1 = 31 pg.g!, C2 =
170,5 pg.g!, C3=310 pg.g!, C4=1705 pg.g' e C5=3100 ug.g’! massa fresca de células
(Figuras 22 e 23). Um grupo controle também foi estabelecido sem a adicdo de acido

clorogénico.

As andlises pelo UHPLC-MS ndo detectaram é4cido 5-cafeoilquinico no grupo controle nem
no tratamento C1, com cinco dias de tratamento. Contudo, nos tratamentos C2, C3,C4 e
C5 este foi detectado e pode ser quantificado, mantendo-se constante entre os quatro
tratamentos (Figura 22). Apos dez dias de experimento o analito ndo foi detectado no

grupo controle ou nas células tratadas.
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Figura 22. Quantificacdo de acido 5-cafeoilquinico, m/z 353, em suspensdes celulares de
Mikania laevigata tratadas com diferentes concentragdes de 4cido clorogénico por5 e 10
dias (pg.g-1 de massa celular seca). C1, C2, C3, C4 e C5 correspondem as concentragdes
de 4cido clorogénico iguais a 31; 170,5; 310; 1705 e 3100 ug.g' célula fresca,
respectivamente. Letras distintas indicam diferencas estatisticas entre os tratamentos (one
way ANOVA, seguida do teste de Tukey, p<0,05). Média de trés repeticdes(+ desvio
padrdo).

O 4cido dicafeoilquinico, por sua vez, foi detectado tanto nos grupos controle quanto nos
grupos de células tratadas com écido clorogénico (Figura 23). Primeramente, observa-se
que as concentragdes desse metabolito no controle e no primeiro tratamento CI1 sdo
semelhantes nos dois periodos de coleta, mas a partir do tratamento C2 ha uma mudanga
notavel entre as células tratadas que foram coletadas em cinco e em dez dias. Apds cinco
dias da adicdo de acido clorogénico ha um aumento significativo do acido dicafeoilquinico
em células tratadas, principalmente no tratamento C2, em que o aumento foi cerca de sete

vezes o valor encontrado no controle. Em dez dias de tratamento, por outro lado, os niveis
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de dicafeoilquinico se mostraram estdveis em todos os tratamentos, mantendo-se

semelhante ao encontrado no grupo controle.

A cumarina foi detectada em algumas amostras, porém ndo pode ser quantificada uma vez
que estava abaixo do limite de quantificagdo. N&o foram detectados acido p-cumarico ou
acido o-cumdrico em nenhuma das amostras do grupo controle ou dos tratamentos, em

cinco ou dez dias, pelo método utilizado por UHPLC-MS.
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Figura 23. Quantificagdo de acido dicafeoilquinico, m/z 515, em suspensdes celulares de
Mikania laevigata tratadas com diferentes concentragdes de 4cido clorogénico por5 e 10
dias (ug.g! de massa celular seca). C1, C2, C3, C4 e C5 correspondem as concentragdes
de 4cido clorogénico iguais a 31; 170,5; 310; 1705 e 3100 pgg! célula fresca,
respectivamente. Letras maiGsculas distintas indicam diferengas estatisticas entre coletas
de 5 e 10 dias, dentro do mesmo tratamento (teste z, p<0,05), e letras minusculas distintas
indicam diferencas estatisticas entre os diferentes tratamentos, em 5 ou 10 dias (one way
ANOVA, seguida do teste de Tukey, p<0,05). Média de trés repeticdes (+ desvio padrio).

4.4.2. Ensaio Cumarina

Novamente, ndo foi possivel quantificar a concentracdo enddgena do teor de cumarina em
células de M. laevigata antes da montagem do experimento, portanto foram utilizadas as
mesmas concentragdes do ensaio com cumarina em células de M. glomerata: C1=10 pg.g
I'massa fresca, C2 =20 pg.g'! massa fresca € C3=10 pg.g’! massa fresca (Figura 24). Um

grupo controle também foi estabelecido sem a adicdo de cumarina.

O ensaio com adi¢do de cumarina ao meio de cultura de células de M. laevigata ndo afetou
significativamente o teor de cumarina enddgena das células tratadas com relagdo ao

controle (Figura 24A). A lnica excecdo se encontra no extrato de células tratadas com 100
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pg.g! massa fresca (C3) e coletadas apds dez dias de tratamento. Neste caso o metabolito
ndo pode mais ser detectado pelo método UHPLC-MS, sugerindo um efeito negativo tardio

na concentragdo de cumarina.

O acido 5-cafeoilquinico nfo foi detectado em nenhum dos tratamentos ou no controle,
tanto em cinco quanto em dez dias de tratamento. J4 as concentragdes de &cido
dicafeoilquinico apresentaram um comportamento bastante diferente do visto até o
momento nos tratamentos com células de guaco (Figura 24B). Em células coletadas com
cinco dias de experimento este ndo foi encontrado no grupo controle ou nos tratamentos
C1 e C2, enquanto no tratamento C3 o metabolito foi detectado, porém foi encontrado em
baixissima concentragdo. Em células com dez dias de tratamento, por sua vez, o acido
dicafeoilquinico estd presente nas células do grupo controle. Em Cl1 ele deixa de ser

detectado, mas volta a aparecer nos tratamentos C2 e C3.

Nao foram detectados acido p-cumarico ou acido o-cumdrico em nenhuma das amostras

do grupo controle ou dos tratamentos, em cinco ou dez dias, pelo método utilizado por
UHPLC-MS.
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Amostras controle e de suspensées celulares de M. laevigata tratadas com diferentes
concentragées de cumarina por 5 e 10 dias de cultivo
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Amostras controle e de suspensdes celulares de M. laevigata tratadas com diferentes
concentragées de cumarina por 5 e 10 dias de cultivo

Figura 24. Quantificacdo de cumarina m/z 147 e acido dicafeoilquinico m/Zz 515 em
suspensdes celulares de Mikania laevigata tratadas com diferentes concentragdes de
cumarina por 5 ¢ 10 dias (ug.g' de massa celular seca). C1, C2 e C3 correspondem as
concentragdes de cumarina iguais a: 10 pg.g! massa fresca, 20 pg.g’! massa fresca e 100
pg.g! massa fresca, respectivamente. Letras maiusculas distintas indicam diferengas
estatisticas entre coletas de 5 e 10 dias, dentro do mesmo tratamento (teste ¢, p<0,05), e
letras minisculas distintas indicam diferengas estatisticas entre os diferentes tratamentos,
em 5 ou 10 dias (one way ANOVA, seguida do teste de Tukey, p<0,05). Média de trés
repeticdes (& desvio padrdo).

Assim como em M. glomerata, notou-se a partir do primeiro tratamento com adicdo de
cumarina o aparecimento de um pico no tempo de retencdo 2,70 min, que ndo havia sido
observado no controle (Figura 25). O composto majoritrio encontrado no pico também
apresentava uma m/z 327 e os fragmentos m/z 121, m/z 147 e m/z 165, identificados
executando o método de LC-MS/MS (Figura 26). Novamente, com auxilio dos espectros
de fragmentagdo (MS/MS) e comparacdo com os resultados reportados por Yang et al.

(2007) sugere-se que este metabolito de m/z 327 seja o diidromelilotosideo.
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Figura 26. Espectro de massas, modo negativo, com os fragmentos obtidos por LC-
MS/MS da substancia de m/z 327 encontrado em células de Mikania laevigata tratadas com

100 pg de cumarina por grama

de massa fresca.
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O metabdlito foi quantificado por comparagdo, utilizando-se a curva de calibragdo y =
200895x —397903 (R? =10,9982), calculada a partir de diferentes concentragdes de solugdes
metandlicas de dacido o-cumdrico, escolhido como amostra-padrdo. Os resultados
mostraram que ha um aumento significativa no teor desse metabdlito nas suspensdes
celulares de M. laevigata sob concentragdes crescentes de cumarina no meio de cultura. Ha
também uma clara diferenca entre as células coletadas em periodos distintos, em que
grupos coletados ap6s cinco dias apresentaram um teor maior da substidncia do que os

grupos tratados por dez dias (Figura 27).
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Figura 27. Quantificagdo da substancia de m/z 327 e tempo de retengdo 2,6 min nas
suspensdes celulares de Mikania laevigata tratadas com concentragdes crescentes de
cumarina por 5 e 10 dias. C1, C2 e C3 correspondem as concentragdes de cumarina iguais
a10 ng.g! massa fresca, 20 ug.g ! massa fresca e 100 pg.g'! massa fresca, respectivamente.
Letras maitsculas distintas indicam diferengas estatisticas entre coletas de 5 e 10 dias,
dentro do mesmo tratamento (teste ¢, p<0,05), e letras minisculas distintas indicam
diferencas estatisticas entre os diferentes tratamentos, em 5 ou 10 dias (one way ANOVA,
seguida do teste de Tukey, p<0,05). Média de trés repeticdes (+ desvio padrdo).

4.4.3. Ensaio Fenilalanina

Como ndo foi possivel quantificar a concentragdo endogena deste metabolito foram
estabelecidas trés concentragdes arbitrarias para a montagem do experimento de 0,05 mM,
0,15 mM e 0,75 mM (Tratamentos C1, C2 e C3, respectivamente). Um grupo controle

também foi estabelecido sem a adi¢do de fenilalanina.

Como em M. glomerata os resultados do ensaio com fenilalanina em células de M.

laevigata também sugerem um efeito negativo desse metabdlito nos niveis de 4cido
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clorogénico enddgeno, porém o efeito ndo € tdo forte quanto na outra espécie de guaco
(Figura 28). Neste caso, o efeito € visto tanto nas concentragdes de dcido 5-cafeoilquinico
quanto de acido dicafeoilquinico nos tratamentos C2 e C3, quando comparado com o

controle, mas somente apods dez dias de experimento.
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Figura 28. Quantificacdo de acido 5-cafeoilquinico, m/z 353 (A) e acido dicafeoilquinico,
m/z 515 (B) nas suspensdes celulares de Mikania laevigata tratadas com concentragdes
crescentes de fenilalanina por 5 e 10 dias. C1, C2 e C3 correspondem as concentragdes de
fenilalanina iguais a: 0,05 mM, 0,15 mM e 0,75 mM respectivamente. Letras maiGsculas
distintas indicam diferengas estatisticas entre coletas de 5 e 10 dias, dentro do mesmo
tratamento (teste ¢, p<0,05), e letras minusculas distintas indicam diferengas estatisticas
entre os diferentes tratamentos, em 5 ou 10 dias (one way ANOVA, seguida do teste de
Tukey, p<0,05). Média de trés repeticdes (+ desvio padrido).
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A cumarina foi detectada em algumas amostras de controle com dez dias de tratamento,
porém suas concentragdes estavam abaixo do limite de quantificagdo e, por isso, ndo
puderam ser calculadas. Além disso, ndo foram detectados acido p-cumarico ou acido o-
cumdarico em nenhuma das amostras do grupo controle ou dos tratamentos, em cinco ou

dez dias, pelo método utilizado por UHPLC-MS.

4.4.4. Ensaio Acido o-cumirico

Devido a baixa concentragdo nos calos, ndo foi possivel calcular a produgfo endogena de
acido o-cumadrico nas células de M. laevigata. Portanto, o volume inoculado no meio para
os tratamentos foi o mesmo definido para M. glomerata: 0,05 mM, 0,15 mM e 0,75 mM
(Tratamentos C1, C2 e C3, respectivamente). Um grupo controle também foi estabelecido

sem a adicdo de acido o-cumarico.

Os resultados para o ensaio com é4cido o-cumdrico indicam que o metabdlito ndo alterou
significativamente os niveis de acido 5-cafeoilquinico nas células tratadas, em comparagdo
com os controles (Figura 29A). O mesmo ¢ observado para as concentragdes de acido
dicafeoilquinico, nos primeiros cinco dias de tratamento, mantendo-se semelhante ao
encontrado no grupo controle. Contudo, o tratamento parece ter tido um efeito negativo em

suspensdes com dez dias de tratamento, em relagdo ao grupo controle (Figura 29B).

Néo foram detectados cumarina, acido p-cumarico ou acido o-cumdrico em nenhuma das
amostras do grupo controle ou dos tratamentos, em cinco ou dez dias, pelo método utilizado

por UHPLC-MS.
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Figura 29. Quantificacdo de acido 5-cafeoilquinico, m/z 353 (A) e acido dicafeoilquinico,
m/z 515 (B) em suspensdes celulares de Mikania laevigata tratadas com concentragdes
crescentes de acido o-cumarico por 5 e 10 dias. Cl, C2 e C3 correspondem as
concentragdes de 4acido o-cumdrico iguais a: 0,05 mM, 0,15 mM e 0,75 mM
respectivamente. Letras maiGsculas distintas indicam diferengas estatisticas entre coletas
de 5 e 10 dias, dentro do mesmo tratamento (teste z, p<0,05), e letras minusculas distintas
indicam diferengas estatisticas entre os diferentes tratamentos, em 5 ou 10 dias (one way
ANOVA, seguida do teste de Tukey, p<0,05). Média de trés repeticdes (+ desvio padrio).

AlEm dos analitos principais da via de biossintese em estudo, notou-se novamente o
aparecimento de um pico no tempo de retengdo 2,87 min, que ndo havia sido observado no
controle, apresentando como componente majoritdrio uma substdncia de m/z 325 e, em

menor quantidade, uma substancia de m/z 327 (Figara 30). Um LC-MS/MS foi feito para
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tentar identificar estes analitos e, assim como em M. glomerata, os principais fragmentos
identificados apresentavam m/z 119 e m/z 163 (Figura 31), para m/z 325 e m/z 121, m/z 147
e m/z 165, para m/z 327. Novamente sugere-se que estes metabolitos correspondam ao

melilotosideo para a substancia de m/z 325 e diidromelilotosideo para a substancia de m/z
327.
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Figura 30. Cromatogramas UHPLC-MS no modo negativo de extratos de suspensdes
celulares de Mikania laevigata, do grupo controle (A) de células tratadas com 0,75 mM de
acido o-cumadrico, tratamento C3 (B) e cromatogramas selecionados para os fons m/z 325
(C)e m/z 327 (D).
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Figura 31. Espectro de massas, modo negativo, com os fragmentos obtidos por LC-
MS/MS da substancia de m/z 325 encontrado em células de Mikania laevigata tratadas com
0,75 mM de acido o-cumarico.

As substancias foram também quantificadas por comparacdo, utilizando-se a curva de
calibragdo para o acido o-cumdrico (y =200895x — 397903; R? = 0,9982). Os resultados
mostraram que houve um aumento expressivo dos niveis desses metabolitos nas suspensdes
celulares de M. laevigata quando foi adicionado acido o-cumario ao meio de cultura, tanto
em cinco quanto em dez dias de tratamento. Além disso, como em M. glomerata nota-se
uma distingdo entre os diferentes tempos de coleta, em que células coletadas apds cinco

dias apresentaram teores maiores da substdncia do que células com dez dias de tratamento
(Figura 32).
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Amostras controle e de suspensodes celulares de M. laevigata tratadas com diferentes
concentragdes de acido o-cumarico por 5 e 10 dias de cultivo
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Figura 32. Quantificacdo da substincia de m/z 325 (A) e m/z 327 (B), com tempo de
retengdo 2,8 min nas suspensdes de celulares de Mikania laevigata tratadas com
concentragdes crescentes de acido o-cumdrico por 5 e 10 dias. C1, C2 e C3 correspondem
as concentragdes de acido o-cumdrico iguais a: 0,05 mM, 0,15 mM e 0,75 mM
respectivamente. Letras maiGsculas distintas indicam diferengas estatisticas entre coletas
de 5 e 10 dias, dentro do mesmo tratamento (teste ¢, p<0,05), e letras minisculas distintas
indicam diferencas estatisticas entre os diferentes tratamentos, em 5 ou 10 dias (one way
ANOVA, seguida do teste de Tukey, p<0,05). Média de trés repeticdes (+ desvio padréo).

4.4.5. Ensaio Acido p-cumirico

Devido a baixa concentragdio nos calos, ndo foi possivel calcular a produgdo enddgena de
acido o-cumadrico nas células de M. laevigata. Portanto, o volume inoculado no meio para
os tratamentos foi o mesmo definido para M. glomerata: 0,05 mM, 0,15 mM e 0,75 mM
(Tratamentos C1, C2 e C3, respectivamente). Um grupo controle também foi estabelecido

sem a adicdo de acido p-cumadrico.

Os dados obtidos pela quantificacdo dos acidos 5-cafeoilquinico e dicafeoilquinico (Figura
33) mostram comportamentos muito semelhantes de modulagdo dos dois metabolitos
quando as células de M. laevigata foram tratadas com acido p-cumadrico. Primeiramente,
nota-se um aumento na concentragdo dos dois analitos nos primeiros cinco dias de
experimento no grupo de tratamento C2, quando comparados aos valores obtidos no grupo
controle de cinco dias. Em seguida, as concentragdes voltam a diminuir em células do
tratamento C3. Em ambos os casos também, as células coletadas apos dez dias apresentam

um aumento na concentracdo desses dois acidos clorogénicos no grupo tratado CI, em
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relacdo ao controle. No tratamento C2, esses valores voltam a diminuir a valores préximos,
ou até menores, ao basal e no ultimo tratamento (C3) estes metabolitos aumentam

novamente.

Néo foram detectados cumarina, acido p-cumarico ou acido o-cumdrico em nenhuma das

amostras do grupo controle ou dos tratamentos, em cinco ou dez dias, pelo método utilizado
por UHPLC-MS.
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Figura 33. Quantificacdo de acido 5-cafeoilquinico, m/z 353 (A) e acido dicafeoilquinico,
m/z 515 (B) em suspensdes celulares de Mikania laevigata tratadas com concentragdes
crescentes de acido p-cumdrico por 5 e 10 dias. Cl, C2 e C3 correspondem as
concentracdes de acido p-cumarico iguais a: 0,05 mM, 0,15 mM e 0,75 mM
respectivamente. Letras mailsculas distintas indicam diferencas estatisticas entre coletas
de 5 e 10 dias, dentro do mesmo tratamento (teste ¢, p<0,05), e letras minisculas distintas
indicam diferencas estatisticas entre os diferentes tratamentos, em 5 ou 10 dias (one way
ANOVA, seguida do teste de Tukey, p<0,05). Média de trés repeticdes (+ desvio padrio).
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5. Discussao

5.1. Consideracdes sobre cultura de calos de Mikania glomerata e Mikania laevigata
A indugdo de calos a partir de espécies vegetais € um processo longo e que depende de
varios fatores, como composicdo do meio de cultura, reguladores de crescimento e pelo
tipo de tecido ¢ idade da planta doadora utilizado para a obtengdo do explante. Estes
elementos ainda podem variar dependendo do proposito de determinada cultura como, por

exemplo, para micropropagagdo, produgdo de determinada substancia de interesse ou para

estudos de biossintese.

Os reguladores de crescimento vegetal sdo essenciais para o crescimento e
desenvolvimento de tecido in vitro como também influencia a produgdo de metabdlitos,
dessa forma, a determinagdo das concentragdes otimas de cada um € fundamental para o
estabelecimento de culturas de calos. Nossos resultados mostraram que varias combinagdes
de 2,4-D e BAP ocasionaram a formagdo de calos nas duas espécies de Mikania estudadas,
porém também levaram ao crescimento de raizes, crescimento lento e pouca friabilidade
dos calos. Dentre as combina¢des testadas, verificou-se que a adicdo de 0,5 mg/L. de 2,4 D
e 3 mg/L de 6-BA promoveu o desenvolvimento de calos em ambas espécies de guaco.
Pereira, Franca e Camara (1999) também estudaram diferentes meios, reguladores e
concentragdes para induzir calos de Mikania glomerata e relataram os mesmos problemas
ao estabelecer suas culturas, contudo os autores optaram por utilizar meio White (1951),
suplementado com 3 mgL! de NAA e 1 mgL! de BAP. As divergéncias entre os
resultados obtidos pelos autores e os do presente estudo mostram como € variavel o
comportamento de cada planta frente a diferentes concentragdes de reguladores de
crescimento de plantas para a indugdo de calos, mostrando como as concentragdes Otimas

devem ser determinadas experimentalmente para cada espécie e até mesmo entre gendtipos.

As analises por UHPLC-MS de calos de M. glomerata com 20 dias de cultivo, logo apds o
estabelecimento das culturas, detectaram baixas concentragdes de acido 5-cafeoilquinico e
acido dicafeoilquinico e a auséncia de cumarina. Decorridos dois anos de manuteng&o
desses calos, houve um aumento marcante nos niveis dos dois &4cidos clorogénicos
monitorados e o aparecimento de cumarina nas amostras de 15 e 30 dias de cultivo. Os
dados se mostram coerentes com as informagdes documentadas por Melo (2013), em que
ha acumulo predominante de acido clorogénico em M. glomerata e cumarina ausente ou
em baixas concentra¢cdes em seus estudos de composicdo quimica de folhas dessa espécie.

Os trabalhos de Pereira, Franga e Camara (1999) também detectaram a presenca de
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cumarina em calos de M. glomerata, acumulando cerca de 25 pg.g! de massa seca nas
condicdes mais favoraveis, um valor inferior ao encontrado nos nossos calos cultivados por

30 dias, que apresentaram em média 53,76 pg.g! de massa seca.

Os baixos valores de cumarina nos calos também podem estar relacionados a fonte dos
explantes utilizados para o estabelecimento das culturas. Em estudos de perfil quimico de
peciolos de M. glomerata por Costa et al. (2017) estas estruturas apresentaram valores entre
0,8 ¢ 1 mg de cumarina por grama de massa seca, diferentes dos extratos das folhas em que
a substincia ndo foi detectada ou se encontrava em baixissimas concentra¢cdes. Para a
indugcdo dos calos, os peciolos foram descartados e utilizados somente o limbo das folhas,
assim, futuros estudos poderiam estabelecer culturas a partir dos peciolos e verificar caso

o tecido de origem do explante possa influenciar a produgfo de metabolitos nestes calos.

Os altos niveis de acido 5-cafeoilquinico e dicafeoilquinico (11,80 mg.g! e 52,97 mg.g!,
respectivamente) também estdo de acordo com o encontrado na literatura. Almeida et al
(2017) obteve em extratos de folhas de plantas monitoradas ao longo do ano uma média de
2,3 mg de &cido 5-cafeoilquinico por grama de massa seca e aproximadamente 6 mg de
acido dicafeoilquinico por grama de massa seca. Ja Costa et al. (2017) quantificou em seus
extratos de folhas da mesma espécie concentragdes ainda maiores desses dois compostos,
30,4 mg.g! e 174,6 mgg! de acido 5-cafeoilquinico e dicafeoilquinico, respectivamente.
Nota-se que os resultados com calos de M. glomerata apresentam valores intermediarios
entre os encontrados nos dois estudos citados. As concentragdes desses dois acidos
clorogénicos sdo maiores do que os observados por Almeida et al. (2017), porém ndo
superam os valores dos extratos de Costa et al. (2017). Os dados obtidos pelo perfil quimico
de calos, em conjunto com o encontrado na literatura, sugerem estes acidos clorogénicos

como marcadores quimicos mais adequados para M. glomerata.

No caso de M. laevigata, os extratos de calos com 20 dias de subcultivo ndo apresentaram
niveis detectaveis de cumarina ou dos 4cidos 5-cafeoilquinico e dicafeoilquinico.
Entretanto, apds dois anos do estabelecimento dessas culturas, os trés metabodlitos foram
encontrados nas amostras de calo. A cumarina esteve presente em amostras de 15 e 30 dias
de cultivo, porém parou de ser detectada novamente apds 60 dias, um comportamento
semelhante ao observado para as concentragdes de cumarina em M. glomerata. O periodo
de 60 dias ¢ um tempo longo para a cultura de calos, que ja comecam a apresentar sinais
de estresse oxidativo, observado pela coloragdo mais escura das células e do meio de

cultura. O escurecimento de culturas de células afeta o crescimento celular e leva a morte



71

celular, o que resulta em reducdo de acumulagdes de biomassa e produgdo de metabdlitos
(Mustafa et al, 2011). Dong e colaboradores (2016) mostraram que o aumento de
flavondides pode ser o principal causador do escurecimento em culturas celulares de Taxus
chinensis. Dessa forma, € possivel que este estresse afete de maneira negativa a sintese de
cumarina nesses calos mais velhos, favorecendo a produgdo de outros metabolitos. E
importante ressaltar que o tempo ndo afetou a concentragdo dos acidos 5-cafeoilquinico e
dicafeoilquinico, que possuem um potente efeito antioxidante, em calos de M. laevigata e

até¢ aumentou em calos de M. glomerata.

As concentragdes de cumarina nos calos de M. laevigata, uma média de 119,36 pg.g! de
massa seca, foi o dobro do encontrado em calos de M. glomerata, o que condiz com o
observado na comparagdo entre as duas plantas. Contudo, os valores sdo muito inferiores
ao encontrado por Costa et al. (2017) que obteve 34,8 mg.g'! em extratos de folhas secas
de M. laevigata e por Almeida et al. (2017) que estudou o teor de cumarina mensalmente

ao longo do ano e as maiores médias apresentaram 11,2 mg.g! de massa foliar seca.

Em M. laevigata as maiores concentragdes dos acidos 5-cafeoilquinico e dicafeoilquinico
nos calos (5,53 mg.g! € 36,38 mg.g!, respectivamente) foram inferiores aos encontrados
em M. glomerata, porém se mantiveram constantes entre os periodos de coleta.
Comparando-se os resultados dos calos ao encontrado nas folhas dessa espécie, a
concentracdo de acido 5-cafeoilquinico foi maior do que o encontrado por Almeida et al.
(2017), que obteve 1,1 mg.g! de massa seca, porém foi inferior aos 13,7 mg.g’! obtido por
Costa et al. (2017). O acido dicafeoilquinico também apresentou valores superiores ao
obtido por Almeida et al. (2017), cujo extrato de folhas secas apresentou 2,2 mg.g! da
substancia. Ja os extratos de folha de Costa et al. (2017) apresentaram uma média de 35

mg.g! de massa seca, 0 que é muito semelhante ao valor encontrado nos calos de M.

laevigata.

As mudangas observadas nos perfis quimicos entre calos analisados logo apo6s o
estabelecimento das culturas e apds dois anos de manutencdo podem ser atribuidas a
diferentes fatores como a possivel ocorréncia de variagdo somaclonal em determinadas
células do calo. Sabe-se que culturas de células vegetais podem gerar variabilidade
genética, conhecidas como variagdes somaclonais, provavelmente como resultado de
mutagdes de genes ou mudangas epigenéticas (Krishna et al. 2016). Os seus mecanismos
ainda ndo foram completamente esclarecidos, mas o fendmeno ja é conhecido desde 1971,

quando foram descobertas variagdes morfoldgicas em plantas de cana de agucar cultivad as
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in vitro. Desde entdo foram reportados casos para inimeras espécies, como batata, tabaco,

arroz, uva, entre outros (Larkin e Scowcroft. 1981).

Tecidos vegetais in vitro de diferentes espécies podem apresentar variagdo somaclonal
quando cultivados em presenga da auxina sintética 2,4 D (Krishna et al. 2016). O 2,4 D ¢
uma auxina considerada forte em cultivo in vitro que promove a formagdo de calos em
diferentes espécies e que também pode causar a variagdo somaclonal. Em estudos de
melhoramento genético, utiliza-se o cultivo detecido in vitro em presenga de concentragdes
elevadas de 2,4 D para provocar variagdo somaclonal, mutagdo, visando o desenvolvimento
de gendtipos diferentes, o que pode trazer variabilidade genética, que serfio benéficas ou

nao.

As variagGes somaclonais podem ocorrer durante varios ciclos de subcultivo. Durante este
periodo a produgdo de metabdlitos geralmente € variavel de um ciclo para o outro, contudo,
apos um periodo de tempo a estabilidade genética € alcangada. Este espaco de tempo pode
variar de semanas a anos. Bourgaud e colaboradores (2001) consideraram 90% de suas
culturas estabilizadas apo6s 48 semanas (aproximadamente 16 ciclos de subcultivo), ja Fett

Neto e colaboradores (1994a) relataram uma demora de dois anos para a estabilizacdo de

culturas de Taxus cuspidata.

5.2. Consideracoes sobre as suspensoes celulares de Mikania glomerata e Mikania

laevigata

A figura 34Ailustra uma curva de crescimento tedrica de células vegetais, apresentando as
fases tipicas de crescimento: a fase lag ou de adaptagdo, a fase exponencial e a fase
estaciondria e a figura 34B mostra uma curva de crescimento real de células em suspenséo
de Cinchona robusta com estas trés fases bem definidas (Blom et al. 1992) As curvas de
crescimento com suspensdes celulares de guaco apresentaram um comportamento
incomum, n3o apresentando uma fase estaciondria como o esperado para células vegetais
em suspensdo. Sdo observados picos de biomassa e depois uma estabilizagdo da biomassa

proxima ou inferior da biomassa inicial de células. N&o foi encontrado nenhum outro

exemplo na literatura desse tipo de curva de crescimento, até o momento.
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Figura 34. Curva de crescimento tipica de uma cultura de células vegetais em suspensio,
mostrando as principais fases de crescimento (A) e curva de crescimento de células em
suspensdo de Cinchona robusta (B). Fonte: Blom et al. 1992.

Observa-se que a ocorréncia da curva padr@o da cultura de suspensdo celular, com as trés
fases, pode ser influenciada por diversos fatores, tais como: a espécie estudada, o tipo de
calo, sendo o fridvel o mais adequado por possuir células meristematicas com potencial de
divisdo celular, aformag@o de grumos (pode ser evitada por meio de filtragdo), a quantidade
de massa de calo utilizada para iniciar a suspensio celular, o volume de meio liquido, o
tipo de regulador de crescimento de planta utilizado no meio liquido, a iluminagdo, as
condicdes de aeracdo da cultura, agitagdo e rotacfo, a temperatura, entre outros. Dessa
forma, ndo se pode descartar a possibilidade de que o padrdo encontrado nas curvas de
crescimento das suspensdes celulares se deva a variagdes experimentais, influenciadas

pelos fatores apresentados acima.

As concentragdes dos metabdlitos da via de biossintese dos fenilpropanoides em células de
M. glomerata em suspensdo foram inferiores as de calos da mesma espécie, de maneira
geral. Os valores méaximos obtidos, em média, para a cumarina foi de 11,64 pg.g!, para o
acido 5-cafeoilquinico foi de 2,64 mg.g! e para o 4cido dicafeoilquinico foi de 8,52 mg.g
. A menor produtividade das células em suspensdo em compara¢do com os calos pode ter
ocorrido pelas mudangas causadas pela substituicdo de um meio de cultura semi-solido
para um meio liquido. Apesar de conter os mesmos nutrientes e concentragdes de

reguladores de crescimento, o meio liquido e aagitagdo permitem maior contato das células

com os componentes do meio e, consequentemente, alteram a biossintese de metabolitos.
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Outro ponto relevante, foi o aumento da concentragdo de sacarose adicionada ao meio de
cultura liquido de 30 g.L'! para 50 g.L'! com o objetivo de acelerar o crescimento celular.
Sabe-se que a adi¢do de sacarose estimula altas taxas de crescimento, porém pode também
aumentar ou diminuir a expressdo de vias metabdlicas (Matsuura et al. 2017). Dessa forma,
muitas vezes ¢ utilizado um sistema duplo para a maxima produgdo de metabdlitos de
interesse, em que um primeiro meio € responsavel pelo rapido crescimento da biomassa e
o segundo ¢ favoravel a biossintese de produtos naturais (Malik et al. 2013). Modificagdes
do meio podem incluir: areducdo ou eliminacdo de reguladores de crescimento vegetais,
como o 24-D; reducdo nos niveis de fosfato e modificagdo da relagdo

carboidratomnitrogénio (Ochoa-Villarreal etal 2016, Ramachandra e Ravishankar, 2002).

Os resultados da quantificacdo dos metabdlitos também revelam um quadro interessante
na acumulagdo dessas substancias em células de M. glomerata ao longo de 60 dias. Ao
sobrepor os graficos da curva de crescimento e os graficos da quantificagdo dos acidos 5-
cafeoilquinico e dicafeoilquinico, nota-se os picos de aumento da concentracdo desses dois
metabdlitos parecem acompanhar os picos de biomassa provavelmente indicando uma
correlagdo entre aumento de biomassa e producdo de acido clorogénico. O efeito ¢ bastante
incomum, pois em geral o crescimento celular e a producdo de metabdlitos secundérios
estdo inversamente relacionados. Essa produgdo tipicamente ocorre em fase estaciondria e
esta associada a inibicdo do crescimento e a produgdo de enzimas para o metabolismo
secundario. A falta de produgfo nos estagios iniciais pode ser explicada pela alocagdo de
carbono, distribuida principalmente entre os processos do metabolismo primario (ex.
fotossintese, construcdo de estruturas celulares e respiragdo) quando o crescimento € muito
ativo. Por outro lado, quando o crescimento cessa, o carbono ndo € mais necessario em
grandes quantidades para o metabolismo primario, os compostos secundarios se tornam
mais ativamente sintetizados. No entanto, alguns produtos secundarios de plantas sdo
conhecidos por estarem associados ao crescimento de células indiferenciadas, como

betalainas e carotendides (Matsuura etal 2017).

Em relag@o as concentragdes de cumarina, nota-se que os picos de acimulo de cumarina se
mntercalam com os picos de acido clorogénico. Como estes metabolitos sdo sintetizados
pela mesma via e derivam do mesmo precursor, a fenilalanina, € possivel que exista uma
modulagdo positiva entre as producdes de 4cido clorogénico e cumarina. Dessa forma, altos
niveis de acido clorogénico estariam estimulando a produgdo de cumarina e vice-versa em

células de M. glomerata.
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A auséncia dos metabolitos estudados em células de M. laevigata pode ser explicada
novamente por variagdes somaclonais das culturas, uma vez que o ensaio da curva foi
realizado logo apds o estabelecimento das culturas de calo e quando obteve-se biomassa
suficiente. Desse modo, € possivel que as células ainda ndo estivessem se estabilizado
geneticamente. Seria necessario realizar o ensaio de curva de crescimento novamente para

avaliar como o tempo afeta o perfil quimico de suspensdes celulares de M. laevigata.

5.3. Tratamentos

Tratamento Acido clorogénico

Em relagdo ao tratamento com 4acido clorogénico, pode-se sugerir que, por compara¢ido ao
grupo controle, hd uma modulagdo positiva em termos de metabolismo em cultura de
células de M. glomerata que modifica a rota metabdlica para biossintese de cumarina
quando ¢ alta a disponibilidade de 4cido clorogénico para as células. Por outro lado, os
resultados sugerem que o teor dos acidos 5-cafeoilquinico e dicafeoilquinico apresenta
correlagdo negativa ao aumento da concentragdo de acido clorogénico adicionado a
suspensdo celular, principalmente quando as células sdo expostas a concentragdes elevadas
do mesmo. Entretanto, também foi observado um leve aumento de acido dicafeoilquinico

em alguns tratamentos com concentragdes menores de acido clorogénico exogeno.

Os resultados sugerem, portanto, que o acido clorogénico adicionado ao meio agiu nas
etapas inicias da via metabolica, provavelmente no ponto de ramificagdio do &cido
cindmico, inibindo a produgdo de acido p-cumarico pela enzima C4H, que leva a sintese
de acido clorogénico, e favorecendo a rota para a produgdo de cumarina através da enzima

C2H que sintetiza o acido o-cumarico.

Naio se pode descartar também a possibilidade de o acido clorogénico ter agido em outras
etapas da via metabdlica. Em 1965 Zucker ja havia demonstrado uma relagdo direta entre
a atividade da enzima PAL e a quantidade de acido clorogénico sintetizado a partir do
substrato enddgeno e em 1979 Lamb concluiu que a acumulagdo de acido clorogénico em
discos de batata é controlada por mudangas rapidas e inter-relacionadas entre os niveis de

atividade das enzimas biossintéticas PAL, C4H e HQT.

Howles e colaboradores (1996) também mostraram em seus estudos que a superexpressao
da atividade da enzima PAL em plantas de tabaco resultou em um aumento na acumulagdo
de acido clorogénico, apresentando uma relagdo proxima ao linear. O oposto também foi

observado, em que plantas de tabaco com reducéo na atividade enzimatica da PAL reduziu
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de maneira proporcional o nivel desse metabolico em comparagdo com o nivel de acido
clorogénico de plantas do tipo selvagem (Bate et al., 1994). Essas observagdes, segundo
Howles et al. (1996), indicam que a PAL seria a principal enzima limitante na taxa de
biossintese de acido clorogénico, de modo que as etapas subsequentes neste sistema nio
contribuem significativamente para o controle do fluxo desse metabdlito. Contradizendo
estes trabalhos, estudos de silenciamento e super expressdo de HQT em duas espécies de
Solanaceae, Nicotiana benthamiana e tomate (Solanum lycopersicum) demonstraram que
a enzima HQT ndo € sé necessaria para a sintese de acido clorogénico, mas que sua
atividade também pode determinar a taxa de fluxo dessa substincia (CI et al. 2008 e
Niggeweg et al. 2004).

Como a concentragdo de cumarina ndo foi afetada de modo negativo pelo tratamento com
acido clorogénico, ¢ improvavel que este esteja mnibindo a enzima PAL. Dessa forma,
supde-se que o acido clorogénico exdgeno esteja atuando na enzima HQT, mibindo ou
estimulando sua atividade. Esta influéncia parece ser dependente da dose administrada no
meio, uma vez que pelos resultados com M. glomerata, o tratamento com uma dose mais
baixa de acido clorogénico exogeno aumentou a concentragdo de acido dicafeoilquinico e
uma dose bastante elevada reduziu a sua concentragdo em relagdo ao controle. Pode ser
provavel também que a diferenga na modulagdo dos dois dcidos se deva ao duplo papel da
enzima HQT proposta por Moglia et al. (2014), que catalisa duas reagdes em diferentes
compartimentos subcelulares. E possivel que diferentes concentragdes do metabdlito
exégeno afetem de maneiras distintas asenzimas atuando no citoplasma eno vactolo, com
doses menores estimulando a enzima localizada no vacuolo e favorecendo a atividade de
clorogenato: clorogenato transferase (acil-quinato: acil-quinato transferase), que produz

acido dicafeoilquinico.

Além disso, a reacdo catalisada por HQT € um passo que € livremente reversivel in vitro
(Niggeweg et al. 2004), portanto € possivel que ndo tenha ocorrido somente a inibicio da
sintese de acido clorogénico, mas a reacdo por HQT pode ter se revertido, acumulando
cafeoil-CoA ou outros metabdlitos da via. Como essa via também leva a producdo de
unidades formadoras da lignina, seria interessante avaliar se esses tratamentos com acido
clorogénico afetam igualmente os niveis de lignina dessas células. Em tubérculos de batata
(Solanum tuberosum), a biossintese de acidos clorogénicos parece estar intimamente
conectada com a produgdo de suberina através do metabolito cafeoil-CoA que é um

precursor de feruloil-CoA, necessdrio para a biossintese de lignina e suberina e crucial para
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o desenvolvimento de tubérculos (Valiias et al. 2015). Em S. lycopersicum a perda ou

aumento de atividade de HQT nfo teve efeito detectavel na formagdo de lignina (Niggeweg
et al. 2004).

Ja em M. laevigata ndo € observada uma alteracdo na rota para a sintese de cumarina ¢ de
maneira contraria aos resultados obtidos em M. glomerata, houve uma modulagdo positiva
na concentragdo dos éacidos 5-cafeoilquinico e dicafeoilquinico em células tratadas com
acido clorogénico, mas somente nos primeiros cinco dias. Como visto para M. glomerata,
a agdo do tratamento com &cido clorogénico parece depender da dose aplicada, dessa
forma, as doses utilizadas neste experimento parecem estimular o acumulo desses dois
acidos clorogénicos nas células de M. laevigata, pelo menos num primeiro momento. O
retorno aos niveis basais de acido S-cafeoilquinico e dicafeoilquinico apos dez dias de
tratamento indica que este estimulo ndo se mantém por periodos muito longos de tempo
nesta e que o excesso produzido desses acidos precisa ser metabolizado. Talvez esse seja
um dos motivos para a baixa quantificacdo destes compostos em outros estudos com esta
planta (Almeida etal 2017, Costa et al. 2017 e Melo et al. 2015).

Tratamento Cumarina

Os tratamentos com cumarina em células de M. glomerata sugerem uma modulagdo
positiva inicial na producdo de acido clorogénico, mas que nfo se mantém ao longo dos 10
dias de tratamento. Com relagdo a concentragdo de cumarina enddgena, os tratamentos
realizados tiveram efeito levemente positivo na biossintese desse metabodlito, porém so nos
primeiros cinco dias. Apos dez dias os valores de cumarina sdo semelhantes aos valores
basais do controle. Estes dados, em conjunto com os resultados previamente obtidos do
tratamento com 4cido clorogénico e a partir da quantificagdo dessas substancias em células
da curva de crescimento, também sustentam a hipotese inicial de uma modulagdo positiva
entre as vias de biossintese de acido clorogénico e cumarina. Esta modulagdo deve ocorrer
possivelmente na etapa onde ha uma ramificacdo da via dos fenilpropandides, em que o
acido cindmico ¢ convertido em acido p-cumarico ou em acido o-cumadrico pelas enzimas

C4H e C2H, respectivamente.

Em M. laevigata, por sua vez, o fornecimento de cumarina ndo afetou a concentragdo
endogena da substincia, com exce¢do das suspensdes tratadas com 100 pg.g! de massa
fresca e coleta apés dez dias, em que ocorreu uma reducdo expressiva da cumarina, que

deixou de ser detectada. Com relagdo ao teor de acido clorogénico, os niveis de acido
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dicafeoilquinico sofreram uma queda em células tratadas com cumarina coletadas apos dez
dias, sugerindo uma provavel modulagdo negativa da via dos acidos clorogénicos pelo
aumento da cumarina, o que poderia explicar a prevaléncia de cumarina nesta espécie ao

invés de 4cido clorogénico como em M glomerata.

O mais interessante, no entanto, foi o aparecimento de um pico no tempo de retengdo 2,6
min em células tratadas das duas espécies de guaco que ndo foi detectado nas células do
grupo controle, cuja substancia majoritaria identificada no espectro possuia m/z 327. Com
auxilio dos espectros de fragmentagdo (MS/MS) e comparagdo com os resultados
reportados por Yang et al. (2007) sugere-se que a identidade desse metabolito
desconhecido seja o didromelilotosideo (Figura 35), um intermediario glicosilado da via

de biossintese da cumarina.
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Figura 35. Estrutura do Diidromelilotosideo (PM = 328) e dos possiveis fragmentos
obtidos por MS/MS. Fonte adaptada de Yang et al. 2007

Kosuge e Conn (1959) foram os primeiros a estudar o metabolismo da cumarina fornecida
de forma exdgena em Melilotus alba (sweet clover). Eles administraram uma solugéo de
cumarina-3-'C a plantulas excisadas e ap6s um periodo de 28 horas foram isolados dois
metabolitos radioativos, chamados pelos autores de acido melilotico e acido P-glicosil-
melildtico (atvalmente denominado diidromelilotosideo). Os mesmos autores confirmaram
o experimento dois anos depois, mostrando que os dois metabolitos previamente
adquiriram 12% e 59%, respectivamente, da radioatividade da cumarina marcada (Kosuge

e Conn 1961), reforgando nossa hipotese de que o composto de m/z 327 encontrado em
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nossas células também tratadas com cumarina € o metabdlito diidromelilotosideo. Além
disso, o fato desses metabolitos conterem a radioatividade da cumarina exogena indica que
a cumarina aplicada no meio é canalizada para a via de sintese deste derivado conjugado.
Ao mesmo tempo, nossos resultados com M. laevigata, em que houve diminui¢do da
cumarina endogena em células tratadas por dez dias, sugerem que o aumento na
concentracdo desse metabolito no meio também pode afetar a sintese da cumarina

endogena, desviando a rota para esta mesma diregfo.

A produgdo de conjugados fendlicos € frequentemente observada quando os niveis de
intermediarios ou produtos finais da via dos fenilpropandides sdo aumentados
artificialmente. Por exemplo, a adi¢do de acido cindmico exogeno a culturas de alfafa leva
ao acimulo de dois conjugados de acido cindmico (Orr et al., 1993). A glicosilagdo de
grupos hidroxila em compostos fendlicos potencialmente reativos é um mecanismo

bioquimico comum de desintoxicagdo em organismos vegetais (Vickery, 1981).
Tratamento Fenilalanina

O fornecimento de um composto precursor ou intermediario (de preferéncia barato e
disponivel) de uma via biossintética do metabolito secundédrio € uma estratégia comum para
aumentar o rendimento do produto final e tem sido freqlientemente observada (Matsuura
et al. 2017). A adicdo de fenilalanina ou de &cido benzoico em culturas de suspensdo de

Taxus, por exemplo, resultou no aumento do rendimento de taxol (Fett-neto et al. 1994b).

A fenilalanina € o precursor de diversos compostos aromdticos através da via dos
fenilpropandides. PAL € a enzima que representa o ponto de entrada da via canalizando a
fenilalanina do pool metabdlico primario para a sintese de acido E-cindmico (Zhang e Liu
2015). A atividade de PAL ¢ muitas vezes associada a mudancas simultineas na taxa de
acumulagdo de flavondides e compostos fendlicos. Esta correlagdo sugere uma possivel
relagdio causal entre os dois pardmetros, por isso acredita-se que PAL € o principal fator
limitante na biossintese de flavonoides, 4cidos cindmicos e outros fenilpropanoides

(Margna 1977).

O papel limitante da fenilalanina na produg@o de fenilpropandides se torna evidente em
muitos estudos em que o aminoacido ¢ administrado externamente. O fornecimento
exégeno de fenilalanina aumentou a concentragdo de antocianinas em uma variedade de
espécies da familia Brassicaceae, em centeio ¢ em suspensdes celulares de morango;

flavondides em trigo mourisco; acido cindmico em morango; lignina em Sorghum;
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fenilpropandides volateis em Petunia; entre varios outros casos (Edahiro et al. 2005,
Margna 1977, Oliva et al. 2015). Os niveis elevados de aminoacidos incluindo fenilalanina
e tirosina pela presenca de uma proteina AroG também levou a um aumento dramético em
fenilpropandides de suspensdes celulares de Vitis vinifera cv. Gamay Red (Manela et al.
2015) e de fenilpropandides volateis em Petunia x hybrida V26 (Oliva et al. 2015),
sugerindo novamente que os niveis de aminodcidos, principalmente fenilalanina, sdo

fatores limitantes para a produgdo de fenilpropandides.

Nao ha um consenso em estudos encontrados na literatura sobre a limitagdo de fenilalanina
na produgdo de acido clorogénico. Em mudas de trigo mourisco e em tecido de tubérculos
de batata a adicdo do aminoacido teve um efeito positivo na produgdo dessa substancia
(Margna, 1977 e Zucker, 1965), enquanto que em plantas de tabaco que superexpressam
PAL observou-se um acumulo de acido clorogénico em niveis maiores do que os do tipo
selvagem, sugerindo que o pool de fenilalanina ndo € um fator limitante para a sintese ou
que as enzimas envolvidas na biossintese de fenilalanina sdo induzidas concomitantemente
(Howles et al. 1996).

Diferente desses resultados anteriores, ensaios com fenilalanina exogeno em células de M.
glomerata diminufram de maneira expressiva as concentragdes do acido dicafeoilquinico,
em comparagdo com os controles enquanto que os niveis de cumarina ndo foram alterados.
Em M. laevigata a cumarina também ndo foi afetada pela adicdo de fenilalanina no meio.
Ja as concentragdes dos acidos 5-cafeoilquinico e dicafeoilquinico também diminuiram

como em M. glomerata, mas ndo de maneira tdo importante.

Criou-se a hipdtese de que as altas concentragdes de fenilalanina no meio devem ter
alterado o fluxo de metabdlitos da rota para a produg@o de outras substincias da via dos
fenilpropandides. Embora as mudangas no nivel de um unico ou de um grupo de
substancias ndo necessariamente coincidam com o aumento do precursor, ainda ¢ possivel
que a produgdio total de fenilpropandides se correlacione positivamente (Margna 1977).
Manela et al. (2015) reportou igualmente uma ligeira redug@o das concentragdes totais de
antocianinas nas células AroG* e alteracdes nas frequéncias relativas das diferentes
antocianinas, com diminui¢do significativa no teor de delfinidina e delfinidinas glicosiladas
derivadas (petunidina e malvidina). Ao mesmo tempo, outros metabodlitos da via, como
resveratrol, 4acido p-cumadrico, didroquercetina e 4 hidroxibenzoato, apresentaram

concentragdes significativamente maiores.
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Tratamento Acido o-cumdrico

Os resultados do tratamento com &cido o-cumdrico mostram o aumento da concentragdo
de cumarina em suspensdes celulares de M. glomerata inoculadas com 0,75 mM de acido
o-cumdrico nos primeiros cinco dias. O efeito € condizente com o esperado, uma vez que
0 acido o-cumdrico ¢ um precursor direto da via de biossintese da cumarina. N&o foi
observado, no entanto, alteragdo nos niveis de acido 5-cafeoilquinico ou dicafeoilquinico
relacionados a adi¢do de 4cido o-cumario ao meio de cultura das suspensdes. Em células
de M. laevigata, os resultados sugerem que os tratamentos ndo surtiram qualquer efeito nas
concentracdes de cumarina e acido 5-cafeoilquinico, contudo notou-se um decaimento nos

niveis de acido dicafeoilquinico em compara¢do ao grupo controle apds dez dias de

experimento.

Como nos tratamentos com cumarina, notou-se o surgimento de um pico nos
cromatogramas referentes as células das duas espécies tratadas e que ndo era detectado nos
grupos controle. O pico apareceu no tempo de retengdo 2,9 min e apresentava dois
componentes majoritrio que possuiam m/z 325 e m/z 327. Com auxilio dos espectros de
fragmentagdo (MS/MS) e comparag@o com os resultados reportados por Yang et al. (2007),
por Mouton e Van der Kooy (2014) e por Costa et al. (2017) sugere-se que a identidade
desses metabolitos desconhecidos sejam: melilotosideo para a substincia de m/z 325

(Figura 36) e didromelilotosideo para a substincia de m/z 327 (Figura 35).
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Figura 36. Estrutura do Melilotosideo (PM = 326) e dos possiveis fragmentos obtidos por
MS/MS. Fonte adaptada: Yang et al. 2007
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Em um segundo experimento realizado por Kosuge e Conn (1959), as plantulas excisadas
de Melilotus alba foram expostas ao acido o-cumarico-2-'#C. Nessas condi¢des, 20% da
radioatividade foi encontrada em B-glicosideo do &cido o-cumarico (melilotosideo). Em
menores proporgdes alguma radioatividade apareceu em moléculas de cumarina, tanto na
sua forma livre quanto em sua forma conjugada, e em diidromelilotosideo. A vista disso,
pode-se sugerir que, como nos tratamentos com cumarina, aaplicacdo de acido o-cumarico
em suspensdes celulares de Mikania induz a conversdo desse excesso de compostos

fendlicos para derivados menos reativos talvez como um meio desintoxicagdo (Vickery,
1981).

E relevante também notar que as duas espécies chegaram a uma mesma condigio em
tempos diferentes. Em M. glomerata, nos primeiros cinco dias de tratamento ¢ observado
um aumento da concentragdo de cumarina que acompanha os niveis crescentes de acido o-
cumdrico adicionado. Quando as células atingiram dez dias do inicio do experimento, a
cumarina voltou aos niveis basais enquanto houve um aumento consideravel de
melilotosideo extraido, indicando uma modulagio mais lenta dessa espécie para a formagéo
de conjugados. Ja em M. laevigata as concentragdes desses metabolitos glicosilados sdo

altas logo no inicio e até diminui apds dez dias.

Néo foram encontrados muitos trabalhos na literatura que mvestiguem as atividades
biologicas ou propriedades terapéuticas dessas substdncias. Até o momento foram
avaliados: atividade antiprotozoaria de melilotosideo isolado de Teloxys gravesolens, uma
planta medicinal utilizada para tratamento de algumas doengas gastrointestinais (Calzada
et al, 2003) atividade antioxidante de cis-melilotosideo, trans-melilotosideo e
didromelilotosideo de Dendrobium aurantiacum var. denneanum (Yang et al, 2007) e

atividade alelopatica de metabdlitos de Melilotus neapolitana (Esposito et al., 2008).
Tratamento Acido p-cumdrico

A aplicagdo de acido p-cumdrico ao meio de cultura de células de M. glomerata ndo afetou
a rota metabdlica da cumarina e na maior parte dos tratamentos também ndo alterou de
maneira significativa a sintese de acido 5-cafeoilquinico e acido dicafeoilquinico. A
excecdo ocorreu no tratamento com 0,75 mM de acido p-cumérico que diminuiu
dramaticamente a concentracdo de acido 5-cafeoilquinico, mas somente apds dez dias de
tratamento. Em células de M. laevigata por outro lado, a adigdo do composto teve efeito

tanto positivo quanto negativo, dependendo da dose aplicado e do tempo de coleta. A
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cumarina nesta espécie também ndo apresentou mudanga das células do grupo controle

para as células tratadas.

O écido p-cumérico é um intermedidrio chave na produgdo de muitos derivados darota dos
fenilpropandides, levando a producdo de flavonoides, estibenos, unidades formadoras de
lignina e, € claro, &cidos clorogénicos (Vogt, 2010). Akkm disso, em muitos trabalhos foi
identificado também um papel importante do dcido p-cumérico na regulagdo de enzimas e,

consequentemente, na produgfo de metabolitos secundarios dessa via.

O mais conhecido € seu efeito negativo na atividade da enzima PAL, cuja causa mais
provavel esta relacionada a inibigdo de C4H (Lamb 1979), provocando o acimulo de 4cido
cindmico, um inibidor conhecido da expressio de PAL, em nivel de transcricdo e pos-
tradugdo (Zhang e Liu 2015). Em 1993 Orr, Roberts ¢ Dixon utilizaram cromatografia
gasosa de alta resolugdo para determinar os niveis de acido cindmico e acido p-cumdrico
em suspensdes celulares de alfafa (Medicago sativa 1.) no intuito de investigar o papel
desses intermediarios como potenciais reguladores negativos da fenilalanina amdnia-liase
(PAL) in vivo. A adigdo exogena de acido cindmico a culturas tratadas resultou em
aumentos rapidos nos niveis de dcido cindmico enddgeno, acido p-cumarico ¢ mbiu a
transcricdo de PAL. Tratamento de culturas induzidas com a-aminooxi-8- 4acido
fenilpropionico (AOPP), um inibidor potente e especifico da atividade de PAL in vivo,
resultou em redugdes de acido cindmico e acido p-cumarico, com aumentos concomitantes
na transcricdo de PAL e em sua atividade. A inibicdo da atividlade da PAL também foi
percebida em culturas de suspensdo de células de feijdo (Phaseolus vulgaris L) em resposta
ao tratamento pela adicdo de intermedidrios da via dos fenilpropandides: acido cinamico,

acido p-cumadrico e é4cido fertlico (Dixon et al. 1980).

Caso a sintese de acido clorogénico esteja tdo intimamente relacionada a atividade da
enzima PAL, como reportado por Bate etal. (1994) e Howles et al. (1996), o efeito negativo
na concentragdo de acido 5-cafeoilquinico observado em células de M. glomerata pode
estar relacionada a possivel inibigdo da enzima PAL pelas altas doses de acido p-cumédrico
administradas no meio de cultura. Além disso, este intermedidrio também esta relacionado
a produgdo de outros metabolitos, cujas rotas de sintese podem ter sido favorecidas pelo

fornecimento desse precursor.

Zanardo e colaboradores (2009) avaliaram os efeitos alelopaticos do &cido p-cumérico em

raizes de soja (Glycine max (L.) Merr) e observaram concomitantemente um aumento no
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teor de lignina e de seus mondmeros p-hidroxifenil (H) e guaiacil (G) e uma diminui¢do na
atividade enzimatica da PAL, além de reduzir significativamente o crescimento radicular
das mudas. Para os autores a agfo inibitoria do acido p-cumarico na atividade PAL ocorreu
pela acumulag@o de acido cindmico pela inibicdo daenzima C4H. Ao mesmo tempo, o alto
influxo de acido p-cumarico foi canalizado para a via, resultando em um aumento dos
mondmeros de lignina H e G que solidificaram a parede celular e, assim restringindo o

crescimento da raiz de soja.

Foi verificada também a importancia da modulagdo de acido cindmico e acido p-cumédrico
na mudanca do fluxo da via dos fenilpropandides para a produgdo de flavondides em
plantas de tabaco (Bate et al. 1994). Em situacdes favordveis, o &cido cindmico inibe a
transcricdo de CHS (primeiro passo para a biossintese de flavondides) mas induz a
atividade da HQT. A medida que os intermediarios da via se tornam progressivamente
limitantes ha uma indug@o parcial de CHS e supressdo de HQT, assegurando uma sintese
continua de flavondides e contribuindo para a mudanga do 4cido clorogénico para a
acumulagdo de rutina sob condi¢cdes de baixo fluxo global na via nestas plantas (Bate et al.
1994). Em contraste, 4cido p-cumarico adicionado de forma exdgena (0,5 mM) estimulou
a expressdo de um promotor de chalcona sintase de feijdo (chs) fundido ao gene reporter
de cloranfenicol acetilransferase (CAT) em até 4,5 vezes em protoplastos de alfafa,

enquanto que o acido cindmico reduziu expressivamente a expressdo de chs (Loake et al.,
1991).

Os resultados com células tratadas de M. laevigata mostraram que células desta espécie
parecem ser bastante sensiveis a dose aplicada de acido p-cumdrico, que teve efeito tanto
positivo  quanto negativo nos niveis endogenos de 4cido 5-cafeoilquinico e
dicafeoilquinico. Devido a ligagdo entre as a¢des de acido p-cumarico e acido cindmico na
modulagdo de muitas rotas dentro da via dos fenilpropanoides, ensaios com acido cindmico
em culturas de células de Mikania contribuiriam para definir o papel dos dois compostos
na modulacdo dos metabdlitos secundarios estudados, principalmente dos dois acidos
clorogénicos majoritarios. Além disso, a regulacdo de enzimas biossintéticas da via dos
fenilpropandides em suspensdes celulares sdo, na sua maioria, rapidas e transitdrias (Dixon
et al. 1980), portanto seria interessante verificar também a modulagdo na sintese desses

produtos em intervalos menores de tempo de tratamento.



85

6. Conclusio

Os resultados apresentados nesta dissertagdo de mestrado sugerem o emprego da cultura
de células de M. glomerata como um modelo biologico vidvel para aplicacdo em
experimentos associados ao estudo da via de biossintese de cumarina e de &cido
clorogénico. Apesar dos resultados positivos com calos de M. laevigata sugerir um
potencial para a cultura de células desta planta, suas suspensdes celulares se mostraram
muito instdveis entre os tratamentos e produziram baixas concentragdes de cumarina e de
acido clorogénico. Dessa forma, seria preciso aprimorar as condigdes de cultivo e avaliar
o periodo de ocorréncia de variagdes somaclonais paraessa espécie antes de indica-la como

possivel modelo para estudos futuros.

Foi possivel verificar clara diferenga entre as culturas de células das duas espécies de guaco
estudadas, tanto no crescimento das culturas, que ¢ mais acelerada em M. glomerata,
quanto no perfil quimico dos extratos EtOH 70% das culturas de células vegetais. Contudo,
a maior diferenga entre as culturas envolve a modulagcdo da via de biossintese de cumarina
e dos acidos clorogénicos, indicando que diferengas intrinsecas na regulagdo da via dos
fenilpropandides levariam ao acumulo de cumarina em M. laevigata e de &acidos
clorogénico em M glomerata. Portanto, os dados apontam para que M. laevigata ¢ M.

glomerata ndo sejam usadas de forma intercambidvel.

A continuidade dos estudos se faz necessaria para aprimorar os estudos com as culturas de
células de guaco, com o intuito de aumentar e manter constante a produgdo de metabdlitos
secundarios in vitro e para se obter maiores informagdes e buscar entender melhor os

processos biossintéticos e metabolicos nessas duas espécies vegetais, agregando qualidade

a seus fitoderivados.
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Anexo 1. Curva analitica obtida pela analise de solugdes de 1 ug.mL_1 a 1000 ug.mL_1 de padréio

de cumarina (A) e &cido clorogénico (B). UA=unidade arbitraria.
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Anexo 2. Curva analttica obtida pela andlise de solugcdes de 1 ug.mL_1 a 100 ug.rnL-1 de
padrdo de cumarina (A) e acido clorogénico (B). UA= unidade arbitraria.
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Anexo 3. Curva analttica obtida pela andlise de solugdes de 1 ug.mL_1 a 100 ug.rnL-1 de

padrdo de 4cido o-cumérico. UA= unidade arbitraria.
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