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Resumo 
Mikania glomerata Spreng e Mikania laevigata Sch. Bip. ex Baker., popularmente 

M. laevigata 
em M. glomerata usadas como insumo para o 

. Existe, dessa forma, a necessidade de se entender melhor os processos 

Mikania tam um grande potencial para 
in vitro

-as ideais para estudos 
nteresse. Este estudo visa investigar o 

M. glomerata e M. laevigata. 

-

M. glomerata, enquanto em M 
laevigata os mesmos tratamentos parecem ter um efeito negativo. Os tratamentos com 

o-

iros cinco dias, em M. glomerata
em M. laevigata p- -dependente, 

ira geral, sugerem o potencial da 
M. glomerata 

 
M. laevigata 
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 bronchodilato r 
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 in 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 
ch
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 in the concentration of coumarin during the first five days of 
treatment, in M. glomerata, but not in M. laevigata. The effects of p-coumaric acid 
application appear to be dose-dependent, modulating the chlorogenic acid synthes is 
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 investigations to confirm its use as model of studies. 
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1  

1  

fins, como 

in

-Iseppon & Crovella, 2011). 

O m

que no Brasil estima-

fitoter

rea

-

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

Mikania (fa

encontradas e muito utilizadas na medicina popular na forma de xaropes para tratamento 
-

et al., 2008), sendo elas a Mikania glomerata 

Mikania laevigata Sch. Bip. ex Baker (Gasparetto et al., 2010), 

Brasileira, 2005; Bolina et al., 2009). As duas 

uai 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 hidroal  (HAE) inibiram 

significativamente induzidas por histamina em traqueias isoladas de porquinhos 

 e HAE  nos tubos 



-tratados com K+ (IC50 0,34 (0,26-0,22 mg.mg -1)). Em estudos 

M. laevigata -

se que o extrato induziu o relaxamento de  de ratos, pr -  com 

acetilcolina 0). Estes dados amparam a 

de que M. glomerata e M. laevigata 
broncoconstritantes. 

tradicional efeito broncodilatador, extratos de Mikania glomerata 

apresentaram resultados positivos em estudos de atividade anti-  (Oliveira et al. 

1985; Freitas et al. 2008), antimicrobiana (Pessini et al., 2003; Duarte et al., 2004), 

(Pereira et al., 1994) 

intestinal (Salgado et al. 2005), enquanto extratos de M laevigata apresentaram 

propriedades  anti-
antimicrobiana (Yatsuda et al. 2005) e antioxidante (Okuyama et al. 2011). 

Em virtude das suas M. glomerata 

de 11 de dezembro de 2008, publicada pela ANVISA, 36 plantas medicinais tiveram seu 

registro simplificado, inclusive a M. glomerata, facilita

(ANVISA, 2008). com medicamentos f s 

licenciados pela ANVISA M. glomerata 

  Atualmente, M. glomerata a 

na , assim pacientes podem ter acesso a este 

 . Dessa forma, os 

a base de guaco vem sendo utilizados em larga escala na rede 

 

As  do guaco  ia cumarina

 

 (Vogt, 2010). 

o-cu

et al., 1999; Yatsuda et al., 2005; Ferreira e Oliveira, 2010; Gasparetto, et al. 2013). Apesar 



constituinte dentro da classe pode variar consideravelmente. 

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

As M. glomerata e M. laevigata por compartilharem o mesmo habitat e 

apresentarem morfoanatomia muito semelhante (figura 1) 

, 
consequentemente, pr  

e Cumarina  

 

s s" (CGA) engloba um grande grupo de compostos que 

ocorrem naturalmente (Figura 2), contabilizando mais de 400 CGAs relatados em mais de 

compreendendo  Em sua maioria  subst ncias 

comumente ingeridas na dieta em alimentos como  (Coffea arabica), 

alcachofra (Cynara scolymus), cerejas (Prunus avium), mirtilos (Vaccinium spp.), berinjela 

(Solanum melongena Malus pumila), Origanum vulgare

(Mentha spicata Cichorium intybus) e sementes de girassol (Helianthus annus). 

de erva-mate feito a partir da Ilex paraguariensis 

quantidades substanciais de CGAs (Clifford et al. 2017).  

-  

(5CQA)  e encontrado nas f



Asteraceae e Lamiaceae e em  (Rubiaceae). 

 entre o grupo carboxila ico e o grupo 5-hidroxila do 

(Naveed et al., 2018). 

 

Figura 2. Estruturas de dois : 5- , PM = 354 (A) e 
3,5-  

 e 

estresse oxidativo e luz UV (Mhlongo et al. 2016; Clifford et al. 2017;  et al. 2008, 

Moglia et al. 2008) em 

, 

obesidade arkinson (Naveed et al. 2018). Outros  , como 

 

(Tamura et al. 2006),  (Islam 2006) e 

 (Choi et al. 2005). E

sobre os  dos s s, no entanto suas propriedades 

frequentemente relacionadas aos seus poderosos efeitos antioxidantes, 
anti- . 

A 

B 



Cumarina 

As cumarinas , 

de benzeno fundido a -pirona.  presentes em 

 As cumarinas  nas 

plantas, tanto na forma livre como em glicosideo
 Apiaceae, Asteraceae e Rutaceae (Dewick, 1997) 

 Em M. glomerata e M. laevigata a cumarina simples (1,2-benzopirona) (Figura 3), ocorre 

 de folhas jovens caracteriza o odor 

 nestas plantas (Bourgaud et al. 2006). 

  (Gasparetto et al. 2013; 

ANVISA, 2008) e o principal roncodilatadora, atuando 

do relaxamento do tecido muscular liso (Rufatto et al. 2012). Os efeitos anti-

 M. glomerata  simples 

foram submetidos a  testes in vivo (edema de pata) por Leite e 

colaboradores (1993). Os resultados mostraram efeito anti-  tanto para o extrato 
quanto para a  de cumarina isolada. 

Diversas outras  

-1, entre outros 
., 2017). 

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

1.3. ides 

  envolvidos 



 (Figura 4) 

ambiente em que se desenvolvem. 

A enzima f -liase (PAL) possui um importante papel, fazendo a 

-se sugerido que a 

dessa en  

 

- -hidroxilado pela enzima cinamato 4-

hidroxilase (C4H) pa p- -

coumarato-CoA ligase (4CL), resultando no p-coumaroil-CoA (Schilmiller et al., 2009). 

fenilpropan ides, po

hydroxycinnamoyl-CoA:shikimate 

hydroxycinnamoyl transferase (HCT) e hydroxycinnamoyl CoA: quinato hidroxicincino yl 

transferase (HQT)

formadoras da lignina (Vogt, 2010). 

p-coumaroil-CoA em 5CQA envolve as enzimas HQT e citocromo P450 

oxidase p-coumaroyl-3- -

O-p-cumaroilquinico (5-pCoQA), a partir de p-coumaroil-

p-coumaroil 

-O-p-coumaroil chiquimico pela enzima HCT, que 

posterio -coumaroylshikimate-3-

-

provavelmente envolve uma enzima HQT (Clifford et al.2017). 

A  diCQA e triCQA , embora tenha sido relatada a 

in vitro de diCQAs a partir de 5CQA e Coenzima A, mediada por uma enzima HCT 



recombinante,  (Lallemand et al. 2012). No tomate (Solanum 

lycopersicum), a de 5CQA em diCQAs in vitro pela 

enzima HQT. Foi proposto que a enzima HQT tenha um duplo papel, catalisando duas 

iferentes compartimentos subcelulares: no citoplasma atuando como uma 

quinato transferase, enquanto no vac o favorecendo a atividade de clorogenato : 

clorogenato transferase (acil-quinato: acil-quinato transferase), produzindo diCQA 

(Moglia, et al. 2014). 

-

- -

- o-

c -trans da 

 dupla da cadeia lateral, assumindo forma Z (

transformado em -glicosidase (Kleinhofs et al., 

(Dewick, 1997). 

Figura 4. . Fonte adaptada: 
Escamilla-Trevino et al., 2014. 
 

1.4. Cultura de Tecidos vegetais 

O cultivo de tecidos vegetais se iniciou nos anos 30,  realmente 

impulso nos anos 70 (Carvalho, 1999), quando  principalmente na 

 para  Trata-se de uma forma de 



em que se 

utilizam explantes d  vegetal os quais, 

por 

 (Haberlandt apud Krikorian e Berquam, 1969). Pode 

por . 

 a partir do calo. Na via 

& Maheswaran, 1986; von Arnold et al., 2002).  

entre os reguladores de crescimento de planta auxinas e citocininas (Jimenez, 2005). Dentre 

 e, em 

6-benzilaminopurina (BAP

fatores. 

 a cultura de tecidos  uma 

2002; Oksman-  

Apesar do custo maior d s culturas 

 

geneticamente modificadas. 

cresciment  A

totipotentes, assim cada uma gama de 



, criando 

naturais (Thorpe, 2007 e Matsuura et al. 2017). como 

temperatura, pH, qualidade e quantidade de luz, fitoh

 do meio, estritamente controladas, mas podem 

ser man  (Fischer et al. 2015). 

  e , 

d litos 

de interesse, como por exemplo, 

. 2005; Ochoa-Villarreal et al. 2016). Um 

e 

 (

onato , 

)  

fungos)  (Ramirez-Estrada et 

al. 2016). A 

Taxus  exemplo de sucesso do uso de  (Mirjalili e Linden, 1996) 

Este tipo de modelo tem se mostrado bastante promissor para pesquisas de 

in vitro

possibilitando 

, 

controladas.  de um metabolito precursor s culturas celulares 

por 

feedback em algum outro lugar da via (Bolwell et al. 1986). 

1.5. Estudos com Mikania glomerata e Mikania laevigata 

s 

-

mulo majori

cumarina em M. laevigata M. glomerata (esta, em alguns 



-se estas duas 

 

Em estudos quanto ao perfil 

 e de sazonalidade, concluiu-

- se, 

portanto que a varia

M. 

laevigata M. glomerata (Almeida et al. 2017). 

cumarina em M. glomerata 

o fonte para 

 

Pesquisas biblio M. laevigata e M. 

glomerata  et al, 2010; Rufatto et al
muitos trabalhos que comparem as rotas 

   via 

 entre as  

produtos derivados de Mikania. 

Portanto, com o estudo proposto busca-se uma abordagem multidisciplinar, propondo-se 

investigar a cultura de tecido e Mikania 

ides, especificamente da cumarina e 

. 

 

 

 



2. Objetivos 

2.1 Objetivo Geral 

 em Mikania glomerata e Mikania laevigata. 

 
I- E  M. glomerata e M. laevigata e 

investigar seu uso  

II- Verificar a resposta da adi  diferentes componentes da via de  dos 

p-cum o-cum rico, 

fenilalanina) s e 
brutos em EtOH 70%, empregando-se UHPLC-MS.  

3. Material e  

3.1. Cultura de tecidos  
3.1.1. Material Vegetal 

O material vegetal foi coletado de plantas de M. glomerata e M. laevigata mantidas em 

Unicamp . 

provenientes de mudas do campo experimental do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas  
 CPQBA   SP) cujas 

exsicatas foram depositadas no H  UEC da Universidade Estadual de Campinas sob 

M. laevigata M. glomerata. 

Para evitar qu erisse nos 

 foram obtidas por estaqueamento a partir das 

matrizes descritas acima. Tanto a parte semilenhosa como a parte apical dos ramos foram 

utilizadas As estruturas foram 

extremidade inferior em forma de bisel (Lima et al., 2003a; b) de tal forma que todas as 

estacas possu

folhas inteiras por estaca (Lima et al., 2003b; Boeger, Alquini e Negrelle, 2004). Em 

seguida foram 

s ) 
e 50% de luminosidade. 



foram avaliadas quanto ao seu 

desenvolvimento, selecionando-

o plantio nos vasos. Foram utilizados vasos de 1,0 litro, contendo uma mistura de terra 

foram utilizados 

leta de material vegetal (folhas) todas as mudas permaneceram nos 

 

3.1.2. Assepsia e preparo dos explantes  

Os expl  do limbo de f

pares de M. glomerata e M. laevigata.  foram 

corrente e tratadas com Benlate a 1% (fungicida-

  Os explantes foram cortados em 

quadrados de aproximadamente 0,5 cm2, 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-   

3.1.3. Meio de cultura  

O preparo dos meios de cultura em todos os experimentos consistiu 

foi 

suplementado com 30 g.L-1sacarose (Aldrich),  e os reguladores de crescimento de plantas 

2,4-diclorofenoxiacetico (2,4D  6-benzilaminopur ina 

(BAP, Sigma). O pH foi ajustado para 5,8, adicionou-se Phytagel a 0,3 % (Sigma) e o meio 
 por 15 minutos.  

reguladores de crescimento foram realizados para 
selecionar a  (Tabela 1). As 

dos reguladores variaram de 0,5 a 3 mg.L-1 de meio de cultura. 
para a escolha do meio foram: baixo 

friabilidade.  

 

 



Tabela 1. -
benzilaminopurina emprega  

 Reguladores de Crescimento 

 2,4 D (mg.L-1) BAP (mg.L-1) 
Co  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  

Os calos foram mantidos no escuro  -cultivados em meio 

novo a cada 30 dias

do meio de cultura. culturas, os 

 

realizados com cultura de 

tecidos, todas as etapas de das culturas, como 

 e montagem de ensaios, foram realizados em 

  

3.1.5  

d  foram 
 foram inoculadas em 50 ml de 

, hytagel 

e com uma de 50 g.L-1. Estas foram mantidas em erlenmeyers de 
125 ml e mantidos em um shaker a 120rpm, no escuro a   



foram  subcultivos a cada 15 dias para M. 

glomerata e 20 dias para M. laevigata. Os agregados que se formavam eram descartados, 

sendo selecionados apenas clara. 

3.2. Curvas de Crescimento  

As amostras foram coletadas 

  por UHPLC-MS. 

3.3. Tratamentos 

Mikania foram divididas em cinco grupos de 
tratamentos. Em cada tratamento foi adicionado ao meio de cultura uma das cinco 

p- o-  e fenilalanina. As cinco olubilizadas em 

 Dentro de cada tratamento, 

em sub- diferentes do analito. 

O grupo controle 

. 

O ensaio foi montado em fras

, que foram mantidos no escuro, em shaker a 120rpm. Para cada tratamento foram 

 subcultivadas 

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 (c

correspondendo a uma r  

-MS de calos de M. glomerata e M. laevigata com 

20 dias de subcultivo, procedeu-se cinco 

ao  suspens  

celulares.  



3.4  

Calos e foram coletados e mantidos em freezer a -  O meio 

O 

material congelado foi seco em liofilizador  

3ml de solvente para cada 100 
mg de massa celular 

separadamente por UHPLC-

foram 

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

 foi feita 

-

empregando metodologia descrita por Melo (2013
separadas. 

de 

massas utilizados foram 

de cada amostra foram 

-1

A- - - acetonitrila 
2. 

Tabela 2. - - 
purificada (Milli- - acetonitrila 

Tempo (min)   
Inicial 90 10 
4,00 75 25 
8,00 0 100 
8,50 0 100 
8,51 90 10 
10,00 90 10 



Foi -quadrupolar (TQD-Acquity da Waters), 

 

or de 1,0 V, 
 

Os cromatogramas em modo positivo e negativo foram 

Mikania (Tabela 3). Para determinar a 

 de cumarina,  5-

p- o-  nas amostras foram -

 (anexos). Devido 

  do , a  foi realizada 
5-  

Tabela 3. Tempo de  massa molecular dos 
Mikania glomerata e 

Mikania laevigata. 

  [M+H]+ [M-H]- 

Cumarina 5,02 147 - 

5-  1,90 - 353 

s s 4,2 e 4,6 - 515 

-  3,27 - 163 

-  4,69 - 163 
 
 
3.5  
Os resultados  expressos como 

 controle e tratamentos foram determinados via one-way ANOVA 

seguidos pelo teste de Tukey (p<0,05). 
dias), dentro de um mesmo tratamento foram feitas via teste t. 

foram feitas no programa 

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

 

 



4. Resultados  

4.1. Estabelecimento das culturas de tecidos e  vegetais 

Iniciou-

-

Dentre as de reguladores de crescimento de 

plantas (Tabela 1), 

Mikania estudadas (Figuras 5 e 6

plificado 

na Figura 5B, para M. glomerata  mg.L-

1 

los para essas duas 

Mikania 0,5 mg.L-1 de 2,4-D e 3 mg.L-1 de BAP. 

-se com 

culturas celulares. As 

 

g.L-1  foram mantidas em 

M. glomerata e 
20 dias para M. laevigata (Figuras 5C e 6B, respectivamente). 

 



Figura 5. Cultura de calos de Mikania glomerata 
Mikania glomerata (C). 

  

Figura 6. Cultura de calos de Mikania laevigata Mikania 
laevigata (B). 

 



4.2.  em calos de 
Mikania 

empregando a UHPLC- s, 

segundo metodologia descrita por Melo e Sawaya 

p- o- ) foi 

Anexos). Para isso foram inicialmente analisados 

calos de M. glomerata e M. laevigata com 20 dias de subcultivo e com cerca de quatro 

 

A  dos cromatogramas dos ou 

em encontrada estava abaixo do 

5-  foi detectada 

somente em M. glomerata o- p-

ra 7 observa-se os 

cromatogramas de uma das amostras de M. glomerata notar 

  (Figura 7

Figura 7 Neste 

 detectada 

de M. glomerata. 

5-c  

5-  (mg.ml-1 5-  

nos calos de M. glomerata -1 de massa fresca. 



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. 

D M. laevigata e M. 

glomerata

 Dessa vez, 

5-

  Na Figura 8 observa-se os cromatogramas de uma das amostras de calos de 

M. laevigata com 30 dias de subcultivo, nos quais nota-
5-  e o pico 

para a  

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. 

 



As das  foram calculadas a : y=7E-

 para cumarina e y = 3E-05x + 3,7642; R2 = 0,987 idos 

5- . Comparando-se  nos 

extratos de calos de M. laevigata e M. glomerata (Figura 9A), nota-se que os valores de 

cumarina em M. laevigata M. glomerata

condizente com o encontrado nas plantas de origem dos explantes. 

m pequeno  dessa subs ntre amostras de M. 

glomerata , M. laevigata 

significativa . 60 dias observa-se um decrescimento 

  em nenhuma das 
amostras.  

5- 9

ies 

apresentam comportamentos distintos. Enquanto M. laevigata 

M. glomerata 

9C). Em 

M. laevigata , 

enquanto em calos M. glomerata
gradativamente ao longo dos s estudados. 
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Figura 9. m/z 5- m/z 353 (B), 

m/z 515 (C) em calos de Mikania laevigata e Mikania glomerata, 
coletados  

 (teste t, p<0,05), e 
 

 
 ). 

4.3. Curvas de Crescimento  

Curvas de crescimento  

 curvas de crescimento 

celulares de guaco foram observadas as duas primeiras fases
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fase estacio  (Figura 10). 

Mikania glomerata Mikania laevigata. -se um 

  principalmente 

em e M. glomerata (Figura 10A), revelando picos de massa a cada 10 dias, 

M. laevigata 

10B).  

Figura 10. Mikania glomerata (A) e 
Mikania laevigata (B). Valores da massa seca em gramas.  

). 

 crescimento em biomassa das  celulares, 

 de as  de Mikania glomerata 
ao longo de 60 dias (Figura 11). 

curva de crescimento de M. glomerata por UHPLC-MS foi realizado utilizando as 

- -05x+3,7642 (R2 = 
Anexos). 

Observa-  em M. glomerata (Figura 11A) nas 

 no dia zero 39,98 g.g-1 

decrescer e se manter em 
aproximadamente 20 g.g-1 entre 15 e 25 dias. A cumarina tem sua  

64,84 g.g-1

de cumarina parecem se estabilizar entre 20 g.g-1 e 35 g.g-1 

de 60 dias. 

0.0
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Os gr  (Figura 

11 B-C)

 em 

 

  coincidem com picos de biomassa 

na curva de crescimento (Figura 10) 5-

2,64 mg.g-1 de massa seca, e 

8,52 
mg.g-1 de massa seca.  

p- ido o-

UHPLC-MS em amostras de M. glomerata. 
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Figura 11. m/z 5- , m/z 353 (B) e 
 m/z Mikania glomerata ao longo 

de 60 dias, com coleta a cada 5 dias.  ). 

 

M. laevigata, infelizmente, 

 

foram igualmente p- o- nenhuma das 
amostras  

4.3. Tratamentos Mikania glomerata 
 

 -  em culturas de 

M. glomerata foi o primeiro a ser realizado. Como determinado no item 4.2 que 

M. glomerata -1 

de massa fresca,  
-1, C2 = -1 -1 -

1 -1  (Figura 12)

  

A -MS mostraram que no controle, em 

 cumarina, 26,81 e 

.g-1  (Figura 12A)

tratamentos, os resultados de cumarina em 

cinco dias nos dois primeiros tratamentos, comparando-se com as amostras controle. O teor 

0
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4000

6000

8000

10000

Tempo (dias)

C



de cumarina aumenta um pouco nos tratamentos 

 

um aumento gradual na 
-1  

massa seca em c
de tratamento, um valor . 

Nos resultados para o 5- -se  uma 

 

comparado ao controle, contudo houve uma queda particularmente expressiva da 

dessa tratamento, C5 (Figura 12B). Em dez 

dias 5-

 extremamente altas d  
, no tratamento C5. 

-se dois comportamentos distintos entre os 

12C). Em 5 dias, observa-

a zero. 

p- o-

do grupo control

UHPLC-MS. 
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Figura 12. m/z 5- m/z 353 (B), 
m/z Mikania glomerata tratadas 

por 5 e 10 dias. C1, C2, C3, C4 e C5 
 310; 1705 e 3100 

.g-1 massa fresca
 (teste t, p<0,05), e 

em 5 ou 10 dias (one way ANOVA, seguida do teste de Tukey, p<0,05). 
 ). 

4.3.2. Ensaio Cumarina  

Para o ensaio com cumarina em  celulares de M. glomerata foram realizados 

 de cumarina adicionado ao meio de cultura: C1 

= 10 -1 -1 massa fresca e C3 = 10 -1 massa fresca 

(Figura 13) de cumarina. 

Os resultados indicam que os tratamentos com cumarina aumentaram significativamente a 

as  

experimento, pois nstante entre o grupo controle 
e os grupos tratados (Figura 13A). 

 5- Figura 13B) em um primeiro 
momento aumentou cinco dias dos tratamentos 

C1 e C2, em  
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 sse 

cinco 

dias, e os tratamentos com cumarina parecem afetar negativamente 

5-

tratamentos C2 e C3.  

5-  nos 

primeiros cinco dias, o aumentam bastante o teor 

 (Figura 13C) 

 s C2 e C3, apesar dos valores do composto serem 

maiores que no controle. P com dez dias no 

controle  comparado aos valores encontrados no controle de 

cinco dias. Somente o tratamento com 10 -1 de cumarina parece afetar de maneira 

 

C2 e C3. 

p- o-

do grupo controle ou dos tratamentos
UHPLC-MS. 
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Figura 13. m/z 5- m/z 353 (B), e 
m/z Mikania glomerata tratadas 

por 
 .g-1 massa fresca, 20 .g-1 massa fresca e 100 

.g-1 
 (teste t, p<0,05), e 

entre os diferentes tratamentos, 
em 5 ou 10 dias (one way ANOVA, seguida do teste de Tukey, p<0,05). 

 ). 

-se a partir do primeiro 

 (figura 14). O componente 

encontrado no espectro de massas apresentava uma m/z 327. A fim de tentar identificar esta 
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 foi realizado um LC-MS/MS. Os principais fragmentos 

identificados apresentavam m/z 121 m/z 147 e m/z 165 (Figura 15) 

os resultados reportados por Yang et al. (2007), sugere-
diidromelilotosideo. 

 
Figura 14. Cromatograma UHPLC-MS no modo negativo de extratos 
celulares de Mikania glomerata, do grupo controle (A) e 100  de 
cumarina por grama de massa fresca, tratamento C3 (B) e cromatograma selecionado para 

m/z 327 (C). 

Figura 15. Espectro de massas, modo negativo, com os fragmentos obtidos por LC-
MS/MS m/z 327 Mikania glomerata tratadas 
com 100  de cumarina por grama de massa fresca. 
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-se 

o-   (y=8E-06x-0,7016; ) (Anexos). Os resultados 

 expressivo  

celulares de M. glomerata cumarina no meio de cultura, 

tanto em cinco quanto em dez dias de tratamento (Figura 16). 

Figura 16.   m/z 57 min em 
Mikania glomerata 

cumarina por 
a 10 .g-1 massa fresca, 20 .g-1 massa fresca e 100 .g-1 massa fresca, respectivamente. 

dentro do mesmo tratamento (teste t, p<0,05)
one way ANOVA, 

seguida do teste de Tukey, p<0,05).  o). 

4.3.3. Ensaio Fenilalanina 

 mM, 

0,15 mM e 0,75 mM (Tratamentos C1, C2 e C3, respectivamente). Um grupo controle 
de fenilalanina. 

alterou de maneira significativ

17
 

valores encontrados nos grupos controle, tanto em cinco quanto em dez dias de 

experimento (Figura 17 5-

e no controle, mas  quantificado.  
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p- o- amostras 

UHPLC-MS.  

Figura 17. m/z m/z 515 (B) 
Mikania glomerata 

fenilalanina por 
iguais a: 0,05 mM, 0,15 mM e 0,75 istintas 

 
(teste t
diferentes tratamentos, em 5 ou 10 dias (one way ANOVA, seguida do teste de Tukey, 
p<0,05).  ). 

0

20

40

60

80

M. glomerata tratadas com diferentes

5 dias
10 dias

Aa Aa
Aa Aa

Aa
Aa

Aa

Aa

A

0

1000

2000

3000

4000

5000

M. glomerata tratadas com diferentes

5 dias
10 diasAa

Aa

Ab

Bb

Ab Ac
Ab

Bb

B



4 o-  

o- 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). 

o-  

Como esperado, a alta disponibilidade de o-

nos 

primeiros cinco dias de tratamento

a 

8

 5- tratamento de 

o-  

p- o-

izado por 

UHPLC-MS.

Figura 18. m/z Mikania 
glomerata o- por 5 e 10 dias. C1, 

o-  mM, 0,15 mM 
e 0,75 mM respectivamente. 
entre coletas de 5 e 10 dias, dentro do mesmo tratamento (teste t, p<0,05), e letras 

ou 10 dias (one way ANOVA, seguida do teste de Tukey, p<0,05).  
o). 
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 -se novamente o 

aparecimento de um pico, desta vez 

observado no controle (Figura 19). O espectro de massas indica como componente 

m/z 325 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 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 

correspondam ao m/z 325 e 
m/z 327. 

o-   (y = 200895x -  

de o- -1 de massa seca 
-1 

para o g.g-1, enquanto que para o 

 g.g-1 de massa 

celular seca.  

 



Figura 19. Cromatograma UHPLC-MS no modo negativo de extratos 
celulares de Mikania glomerata, do grupo controle (A) e  mM 

o-  e cromatogramas m/z 325 (C) e m/z 
327 (D). 

Figura 20. Espectro de massas, modo negativo, com os fragmentos obtidos por LC-
m/z 325 Mikania glomerata tratadas 

com 0,75 mM de o- o. 
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 p-  

p- M. glomerata. Portanto, o volume inoculado no meio para 

os tratamentos foi o mesmo definido para fenilalanina o- : 0,05 mM, 0,15 

mM e 0,75 mM (Tratamentos C1, C2 e C3, respectivamente) (Figura 21). Um grupo 

p-  

p- M. glomerata 

5-

 (Figura 21A)

com 0,75 mM o p-

5-

-MS. 

Comparando com os dados das amostras do gr

p-

21B). Contudo, 

sendo estatisticamente distintos os resu  grupo C3 

passaram por uma p-  

5-cafe  em dez dias de tratamento 5-

21A). 

p- o-

por UHPLC-MS. 



 

Figura 21. 5- m/z 353 (A) 
m/z 515 (B) Mikania glomerata 

p- por 
p-  mM, 0,15 mM e 0,75 mM 

respectivamente. 
de 5 e 10 dias, dentro do mesmo tratamento (teste t, p<0,05)

one way 
ANOVA, seguida do teste de Tukey, p<0,05).  o).  

4.4. Tratamentos Mikania laevigata 

4.4  

M. laevigata com 20 dias de subcultivo, o ensaio com 

 foi realizado com 
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M. glomerata: C1 = 31 -1, C2 = 
-1 -1 -1 -1  

(Figuras 22 e 23)
.  

- 5-

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 2

 

Figura 22. 5- , m/z 353, 
Mikania laevigata por 5 e 10 

-
.g-1  fresca, 

way ANOVA, seguida do teste de Tukey, p<0,05). 
padr   

23). Primeiramente, observa-se 

, mas a  

  



os, mantendo-se 

semelhante ao encontrado no grupo controle. 

p-

o- huma das amostras do grupo controle ou dos tratamentos, em 
-MS. 

Figura 23. di , m/z 515, 
Mikania laevigata por 5 e 10 
dias ( g.g-1 de massa celular seca)

.g-1  fresca, 
respectivamente. 
de 5 e 10 dias, dentro do mesmo tratamento (teste t, p<0,05)

diferentes tratamentos, em 5 ou 10 dias (one way 
ANOVA, seguida do teste de Tukey, p<0,05).  o).  

 

4.4.2. Ensaio Cumarina 

de M. laevigata antes da montagem do experimento, portanto foram utilizadas as 

 M. glomerata: C1 = 10 -

1 -1 -1 massa fresca (Figura 24). Um 

e cumarina.  

 cumarina M. laevigata 

significativamente o teor de  

controle (Figura 24A) 100 



-1 massa fresca 

-MS, sugerindo um efeito negativo tardio 

. 

5-   foi detectado em nenhum dos tratamentos ou no controle, 

 (Figura 24B)

C1 e C2, enquanto no tratamento C3 o 

 de 

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

p- o-

UHPLC-MS. 
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Figura 24. cumarina m/z 147 e di m/z 515 em 
Mikania laevigata 

cumarina por 5 e 10 dias ( g.g-1 de massa celular seca). 
 .g-1 massa fresca, 20 .g-1 massa fresca e 100 

.g-1 massa fresca, respectivamente. 
 5 e 10 dias, dentro do mesmo tratamento (teste t, p<0,05), e 

em 5 ou 10 dias (one way ANOVA, seguida do teste de Tukey, p<0,05). 
 o).  

 

Assim como em M. glomerata, notou-

70 

observado no controle (Figura 25). o pico 

apresentava uma m/z 327 e os fragmentos m/z 121, m/z 147 e m/z 165, identificados 

-MS/MS (Figura 26). Novamente, c

et al. 
(2007) sugere-se que este  m/z 327 seja o diidromelilotosideo. 
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Figura 25. Cromatogramas UHPLC-MS no modo negativo de extratos 
celulares de Mikania laevigata, do grupo controle (A) e 100  de 
cumarina por grama de massa fresca, tratamento C3 (B) e cromatograma selecionado para 

m/z 327 (C) 

Figura 26. Espectro de massas, modo negativo, com os fragmentos obtidos por LC-
m/z 327 Mikania laevigata tratadas com 

100  de cumarina por grama de massa fresca. 
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, utilizando- y = 

200895x  397903 ( 82)

o- , escolhido como amostra- . Os resultados 

 significativa no teor dess

celulares de M. laevigata s cumarina no meio de cultura

 

grupos tratados por dez dias (Figura 27). 

Figura 27.  de m/z 6 min nas 
Mikania laevigata 

cumarina por 5 e 10 dias
a 10 .g-1 massa fresca, 20 .g-1 massa fresca e 100 .g-1 massa fresca, respectivamente. 

dentro do mesmo tratamento (teste t, p<0,05)
entos, em 5 ou 10 dias (one way ANOVA, 

seguida do teste de Tukey, p<0,05).  o). 

 

4.4.3. Ensaio Fenilalanina 

 mM, 

0,15 mM e 0,75 mM (Tratamentos C1, C2 e C3, respectivamente). Um grupo controle 
e fenilalanina. 

Como em M. glomerata M. 

laevigata 
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(Figura 28). Neste caso, o efei  tanto 5-  

 nos tratamentos C2 e C3, quando comparado com o 
controle .  

Figura 28. 5- m/z 
m/z Mikania laevigata 
crescentes de fenilalanina por 
fenilalanina iguais a: 0,05 mM, 0,15 mM e 0,75 mM respectivamente. 

tratamento (teste t, p<0
entre os diferentes tratamentos, em 5 ou 10 dias (one way ANOVA, seguida do teste de 
Tukey, p<0,05).   

0

200

400

600

800

1000

M. laevigata tratadas com diferentes

5 dias
10 dias

Aa
Aa

Aa

Aa

Aa

Ab

Aa
Ab

A

0

5000

10000

15000

M. laevigata tratadas com diferentes

5 dias
10 dias

Aa

Aa Aa

Bb

Aa

Bb

Aa
Ba

B



A cumarina foi detectada em algumas amostras de controle com dez dias de tratamento, 

p- o-

cu

-MS. 

4.4.4. Ensaio o-  

o- 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). 
sem a a o-  

o-
5-

com os controles (Figura 29A). ara a

, mantendo-se semelhante ao 

encontrado no grupo controle. Contudo, o tratamento parece ter tido um efeito negativo em 
dez dias de tratamento  grupo controle (Figura 29B). 

p- o-

por UHPLC-MS. 

 

 



 

 
Figura 29. 5- m/z 353 (A) 
m/z 515 (B) Mikania laevigata 

o- por 
o-  mM, 0,15 mM e 0,75 mM 

respectivamente. 
de 5 e 10 dias, dentro do mesmo tratamento (teste t, p<0,05)

one way 
ANOVA, seguida do teste de Tukey, p<0,05).  . 
 

-se novamente o 

controle, apresentando como componente m m/z 325 e, em 
 m/z 327 (Figura 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 

m/z 325 e m/z 

327. 

 

Figura 30. Cromatogramas UHPLC-MS no modo negativo de extratos 
celulares de Mikania laevigata tratadas com 0,75 mM de 

o- tratamento C3 (B) e cromatogramas 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-
m/z 325 Mikania laevigata tratadas com 

0,75 o- . 

 

As s foram quantificadas -se a curva de 

o- y = 200895x  397903; 82). Os resultados 
mostraram que houve um aumento expressivo es s 

celulares de M. laevigata quando foi adici - meio de cultura, tanto 

em cinco quanto em dez dias de tratamento M. glomerata nota-se 

(Figura 32).  
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Figura 32. m/z 325 (A) e m/z 327 (B), com tempo de 
8 Mikania laevigata tratadas com 

o-  por 5 e 10 dias. C1, C2 e C3 correspondem 
o-  mM, 0,15 mM e 0,75 mM 

respectivamente. 
de 5 e 10 dias, dentro do mesmo tratamento (teste t, p<0,05)

one way 
ANOVA, seguida do teste de Tukey, p<0,05).  . 

4.4.5. Ensaio p-  

o- 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). 
p- . 

5-

33
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novamente. 

p- o-

por UHPLC-MS. 

Figura 33. 5- m/z 353 (A) 
m/z 515 (B) Mikania laevigata 

p- por 
p-  mM, 0,15 mM e 0,75 mM 

respectivamente. 
de 5 e 10 dias, dentro do mesmo tratamento (teste t, p<0,05)

one way 
ANOVA, seguida do teste de Tukey, p<0,05).  o). 
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5  

5.1. Considera sobre cultura de calos de Mikania glomerata e Mikania laevigata 

 vegetais 

  meio de cultura, reguladores de crescimento e pelo 

tipo de tecido e idade da planta doadora Estes 

elementos ainda podem variar 

 de interesse ou para 
estudos d ntese. 

Os reguladores de crescimento vegetal e 

desenvolvimento de tecido in vitro , 

dessa forma, a determina  d  

estabelecimento de culturas de calos. 

de 2,4-D e BAP ocasionaram a Mikania estudadas, 

levaram ao crescimento lento e pouca friabilidade 

dos calos. -

e 3 mg/L de 6-BA promoveu o desenvolvimento  

Pereira,   estudaram diferentes meios, reguladores e 

Mikania glomerata e relataram os mesmos problemas 
ao estabelecer suas culturas, contudo os autores optaram por utilizar meio White (1951), 

suplementado com 3 mg.L-1 de NAA e 1 mg.L-1 de BAP.  As  entre os 

o 

reguladores de 

crescimento de plantas 
devem ser    

-MS de calos de M. glomerata 

estabelecimento das culturas, detectaram  5-

  e  cumarina. 

desses calos, houve um aumento marcante nos n

monitorados e o aparecimento de cumarina nas amostras de 15 e 30 dias de cultivo. Os 

dados se mostram (2013), em que 

M. glomerata e cumarina ausente ou 

em baixas  em seus e . 

Os trabalhos de Pereira,   



cumarina em calos de M. glomerata, acumulando cerca de 25 .g-1 de massa seca nas 

 nossos calos cultivados por 

30 dias, que apresentaram .g-1 de massa seca. 

 fonte dos 

explantes utilizados para o estabelecimento das culturas. 

M. glomerata por Costa et al. (2017) estas estruturas apresentaram valores entre 

0,8 e 1 mg de cumarina por grama de massa seca, diferentes dos extratos das folhas em que 

. Para a 

os 

 e verificar caso 
o tecido de origem do explante possa influenciar estes calos.  

5-  (11,80 mg.g-1 e 52,97 mg.g-1 , 

respectivamente)  na literatura. Almeida et al. 

(2017) obteve em extratos de folhas de plantas monitoradas ao longo do an

2,3 5-

 
extratos de folhas d sses dois compostos, 

30,4 mg.g-1 e 174,6 mg.g-1 de 5- i , respectivamente. 

Nota-se que os resultados com calos de M. glomerata 

superam os valores dos extratos de Costa et al. (2017). Os dados obtidos 

de calos

M. glomerata. 

No caso de M. laevigata, os extratos de calos com 20 dias de subcul aram 

 ou dos s 5-  . 

, 

encontrados nas amostras de calo. A cumarina esteve presente em amostras de 15 e 30 dias 

M. glomerata. 

de a de calos

cultura. 



 

(Mustafa et al., 2011). Dong e colaboradores (2016) mostraram que o aumento de 

 principal causador do escurecimento em culturas celulares de Taxus 

chinensis. de 

cumarina nesses calos mais velhos, 

5-

, que possuem um potente efeito antioxidante, em calos de M. laevigata e 

em calos de M. glomerata.  

As M. laevigata 36 .g-1 de 

massa seca, foi o dobro do encontrado em calos de M. glomerata, o que condiz com o 

ao encontrado por Costa et al. (2017) que obteve 34,8 mg.g-1 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 apresentaram 11,2 mg.g-1 de massa foliar seca.  

Em M. laevigata  s 5-  

nos calos (5,53 mg.g-1 e 36,38 mg.g-1, respectivamente) foram inferiores aos encontrados 
em M. glomerata, a. 

Comparando-se os resultados dos calos ao encontrado nas 

5-

(2017), que obteve 1,1 mg.g-1 de massa seca  mg.g-1 obtido por 

Costa et al. (2017). O apresentou valores superiores ao 

obtido por Almeida et al. (2017), cujo extrato de folhas secas apresentou 2,2 mg.g-1 da 

extratos de folha de Costa et al. (2017) apresentaram uma 

mg.g-1 de massa seca,  muito semelhante ao valor encontrado nos calos de M. 
laevigata. 

observadas nos perfis s entre calos analisados 

estabelecimento das culturas e  as a 

diferentes fatores como a poss
. Sabe-se que 

 et al. 2016). Os seus mecanismos 

arecidos, mas  



in vitro.  batata, tabaco, 

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

Tecidos vegetais in vitro 

Krishna et al. 2016

uma auxina considerada forte em cultivo in vitro 

-

 

tos 

variar de semanas a anos. Bourgaud e colaboradores (2001) consideraram 90% de suas 

culturas estabilizadas a

Neto e colaboradores (1994a) 
culturas de Taxus cuspidata.  

elulares de Mikania glomerata e Mikania 
laevigata 

A figura 34

de Cinchona robusta  (Blom et al. 1992) As curvas de 

picos de biomassa e depois uma estabili assa 

 i encontrado nenhum outro 
 



Figura 34. 
mostrando as principais fases 

Cinchona robusta (B). Fonte: Blom et al. 1992. 
Observa-

  grumos (pode ser evitada ), a quantidade 

 

pelos fatores apresentados acima. 

M. glomerata 
geral. Os valores   g.g-1, para o 

5-  mg.g-1  mg.g-

1. A menor  pode ter 

ocorrido -

reguladores de crescimento
com os componentes do meio e, consequentemente, alteram  



Outro ponto relevante, foi o aumento da 

 g.L-1 para 50 g.L-1 com o objetivo de acelerar o crescimento celular.  

Sabe-se que taxas de crescimento, 

aumentar ou diminuir a vias as (Matsuura et al. 2017). Dessa forma, 

muitas vezes 

interesse, em que um primeiro  biomassa e 

 (Malik et al. 2013)

do meio podem incluir:  reguladores de crescimento vegetais, 

como o 2,4-  e 

 (Ochoa-Villarreal et al. 2016, Ramachandra e Ravishankar, 2002). 

Os  revelam um quadro interessante 

M. glomerata ao longo de 60 dias. Ao 

dos s 5-

, nota-se os picos 

acompanhar os picos de biomassa provavelmente indicando uma 

. O efeito 

incomum, pois em geral o crescimento celular e  

est  inversamente relacionados. Essa  

 A 

carbono, entre os processos do ex. 

ativo. Por outro lado, quando o crescimento cessa, 

, e tornam 

mais ativamente sintetizados. No entanto, alguns produtos 

conhecidos por estarem associados ao crescimento de 
betala nas e uura et al. 2017). 

 nota-  de cumarina se 

intercalam 

 exista uma 

. Dessa forma, altos 

o estariam estimulando  e vice-versa em 

M. glomerata. 



estudados M. laevigata pode ser explicada 

re  de calo e quando obteve-se biomassa 

suficiente. e estabilizado 

geneticamente. 
M. laevigata.  

5.3. Tratamentos 
T  

de-

M. glomerata 

resultados sugerem que o teor d 5- apresenta 

principalmente a elevadas 

do mesmo. 
l  

Os resultados sugerem, portanto, s 

etapas inicias da 

ci p-

 e favorecendo 
o-   

de o ter agido em outras 

etapas da via . 

a atividade da enzima PAL r do 

 e em 1979 Lamb concluiu que a 

-relacionadas entre os 
PAL, C4H e HQT.  

Howles e colaboradores ostraram em seus estudos que 

da atividade da enzima PAL em plantas de tabaco resultou em um aumento na  

, apresentando uma  pr xima ao linear. 

observado, em que a PAL reduziu 



de maneira proporcional   

 de plantas do tipo selvagem (Bate et al., 1994). Essas 

Howles et al. (1996), indicam que a PAL seria a principal enzima limitante na taxa de 

b  , 

contribuem significativamente para o controle do fluxo  Contradizendo 

estes trabalhos, estudos de silenciamento e super  

Solanaceae, Nicotiana benthamiana e tomate (Solanum lycopersicum) demonstraram que 

a enzima HQT  a  , mas que sua 

atividade pode determinar a taxa de fluxo   

Niggeweg et al. 2004).   

inibindo a enzima PAL. Dessa forma, 

-se , inibindo ou 

estimulando sua atividade. 

meio, uma vez que pelos resultados com M. glomerata, o tratamento com uma dose mais 

uma dose bastante elev  Pode ser 

 duplo papel da 

enzima HQT proposta por Moglia et al. (2014), que catalisa duas iferentes 

compartimentos subcelulares  

no citoplasma  com 

 e favorecendo a atividade de 
clorogenato: clorogenato transferase (acil-quinato: acil-quinato transferase), que produz 

 

  

(Niggeweg et al. 2004), portanto  que 

,  por HQT pode ter se revertido, acumulando 

cafeoil-CoA ou outros . 

unidades formadoras da lignina, seria interessa

 Em tub  de batata 

(Solanum tuberosum), a b cidos c estar intimamente 

conectada com a p suberin cafeoil-CoA que 

precursor de feruloil-CoA,  e crucial para 



Vali as et al. 2015). Em S. lycopersicum a perda ou 

aumento de atividade de H  (Niggeweg 
et al. 2004). 

M. laevigata de cumarina e de 

M. glomerata, positiva 

 s 5-

, mas somente nos primeiros cinco dias. Como visto para M. glomerata, 

a 

forma, as doses utilizadas neste 

M. laevigata, pelo menos num primeiro momento. O 

5-

tratamento indica 

precisa ser metabolizado. Talvez esse seja 

planta (Almeida et al. 2017, Costa et al. 2017 e Melo et al. 2015). 

Tratamento Cumarina 

Os tratamentos com cumarina M. glomerata 

os 10 

dias de tratamento

realizados tiveram efeito levemente positivo n

primeiros cinco dias. 

basais do controle. Estes dados, em conjunto com os resultados previamente obtidos do 

a partir da quanti  

da curva de crescimento, a  inicial de 
entre  

possivelmente na etapa onde  uma ramifi  da via , em que o 

em  p-  o-

C4H e C2H, respectivamente. 

Em M. laevigata, por sua v

 com 100 g.g-1 de massa 

fresca e coleta 



dias, sugerindo uma   

aumento da cumarina, o que poderia exp
o em M glomerata. 

grupo controle, cuja m/z 327. Com 

 s resultados 

reportados por Yang et al. (2007) sugere-

desconhecido seja o diidromelilotosideo (Figura 35), um 
se da cumarina. 

Figura 35. Estrutura do Diidromelilotosideo (PM = 328) e dos  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 e gena em Melilotus alba (sweet clover). Eles administraram uma 

cumarina-3-14C a  excisadas e  foram isolados dois 

radioativos, melil tico e  -glicosil-

diidromelilotosideo). Os mesmos autores confirmaram 

o experimento dois anos depois, mostrando que os dois  previamente 

adquiriram 12% e 59%, respectivamente, da radioatividade da cumarina marcada (Kosuge 
e Conn 1961) de que o composto de m/z 327 encontrado em 



diidromelilotosideo. 

disso,  indica que 

a cumarina aplicada  derivado conjugado. 

Ao mesmo tempo, nossos resultados com M. laevigata, 

por dez dias, sugerem que o aumento na 

 pode afetar a cumarina 

, desviando a rota . 

u

dos s 

artificialmente. 

 (Orr et al., 1993). 

grupos hidroxila em compostos  
bio   organismos vegetais (Vickery, 1981).  

Tratamento Fenilalanina 

O fornecimento de um composto precursor  

m para 

aumentar o rendimento do produto final e  (Matsuura 

et al. 2017). A fenilalanina ou de benzoico em 
Taxus, por exemplo, resultou no aumento do rendimento de taxol (Fett-neto et al. 1994b).  

A fenilalanina  de   via dos 

s. que representa o ponto de entrada da via canalizando a 

fenilalanina E-

2015). associada a 

lavon ides e compostos 

os  por isso acredita-se 

ides 

(Margna 1977). 

O papel limitante da f

muitos estudos O fornecimento 

 antocianinas em uma variedade de 

 em centeio e  celulares de morango; 

flavon  lignina em Sorghum; 



Petunia; entre  (Edahiro et al. 2005, 

Margna 1977, Oliva et al. 2015). Os incluindo fenilalanina 

e tirosina pela  uma  

 Vitis vinifera cv. Gamay Red (Manela et al. 

2015) Petunia x hybrida V26 (Oliva et al. 2015), 

. 

em estudos encontrados na literatura 

. Em mudas de trigo mourisco e em 

de batata 

(Margna, 1977 e Zucker, 1965), enquanto que em plantas de tabaco que superexpressam 

PAL observou-se um ac mulo de  

selvagem, sugerindo que o pool de fenilalanina 

fenilalanina  
(Howles et al. 1996). 

Diferente desses resultados anteriores, ensaios com fenilalanina  M. 

glomerata , 

 enq . 

Em M. laevigata 

5-

como em M. glomerata  

Criou-  no meio devem ter 

alterado  da da via dos 

 de 

 idam com o aumento do precursor, 

 de se correlacione positivamente (Margna 1977). 

 e  nas  relativas das diferentes 
antocianinas, o teor de delfinidina e delfinidinas glicosilad as 

derivadas (petunidina e malvidina). 

resveratrol p- , diidroquercetina e 4 hidroxibenzoato, apresentaram 

 



-  

o-

 de M. glomerata inoculadas com 0,75 

o-

o-  

observado, no entanto, 5-

-

de M. laevigata, os resultados suger

5- -se um decaimento nos 

experimento. 

Como nos tratamentos com cumarina, notou-se o surgimento de um pico nos 

grupos controle. O pico apareceu no 9 min e apresentava dois 

 m/z 325 e m/z 327. Com 

 . (2007), 
por Mouton e Van der Kooy (2014) e por Costa et al. (2017) sugere-se que a identidade 

desses s desconhecidos sejam: melilotosi m/z 325 

(Figura 36) e diidromelilotosideo de m/z 327 (Figura 35). 

Figura 36. Estrutura do Melilotosideo (PM = 326) e dos fragmentos obtidos por 
MS/MS. Fonte adaptada: Yang et al. 2007 



Em um segundo experimento realizado por Kosuge e Conn (1959), excisadas 

de Melilotus alba foram exposta o-cum rico-2-14 % da 

radioatividade foi -glicos  o- ideo). Em 

alguma radioatividade apareceu  cumarina, tanto na 

sua forma livre quanto em sua forma conjugada, e em diidromelilotosi

pode-se sugerir o-

Mikania compostos 

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

tempos diferentes. Em M. glomerata, 

o-

melilotosideo 

de conjuga M. laevigata 

 

foram encontrados muitos trabalhos na literatura que investiguem as atividades 

s s. A

avaliados: sideo isolado de Teloxys gravesolens, uma 

planta medicinal utilizada para tratamento de (Calzada 

et al., 2003); atividade antioxidante de cis-melilotosideo, trans-melilotosideo e 

diidromelilotosideo de Dendrobium aurantiacum var. denneanum (Yang et al., 2007) e 

Melilotus neapolitana (Esposito et al., 2008). 

-  

p- M. glomerata 

5-

 p-

5-

M. laevigata  do composto teve efeito 

tanto positivo quanto negativo, dependendo da dose aplicado e do tempo de coleta. A 



para  

p- ed chave  muitos derivados da rota dos 

lignina e, . m muitos trabalhos foi 

p-  e, 
consequentemente,  dessa via.  

 efeito negativo na atividade da enzima PAL, cuja causa mais 

 relacionada  (Lamb 1979)  

cin mico  de PAL, -

tr Zhang e Liu 2015). Em 1993 Orr, Roberts e Dixon utilizaram cromatografia 

gasosa  p-cum rico 

alfafa (Medicago sativa 1.) no intuito de investigar o papel 

-lia se 

(PAL) in vivo   a culturas tratadas resultou em 

  o, p-  e inibiu a 
. Tratamento de culturas induzidas com a-aminooxi-8- 

da atividade de PAL in vivo, 

p- com aumentos concomitantes 

PAL e em sua atividade  m foi 

percebida em  (Phaseolus vulgaris L) em resposta 

de  da via dos s: 

p- e  (Dixon et al. 1980). 

d  atividade da 

enzima PAL, como reportado por Bate et al. (1994) e Howles et al. (1996), o efeito negativo 

5- de M. glomerata pode 

elas p-

administradas no meio de cultura. 
 favorecidas pelo 

fornecimento desse precursor. 

Zanardo e colaboradores (2009) avaliaram os efeitos ale p-

Glycine max (L.) Merr) e observaram concomitantemente um aumento no 



teor de lignina e de seus p-hidroxifenil (H) e guaiacil (G) e 

o crescimento radicular 

das mudas. Para os autores p-cum rico na atividade PAL ocorreu 

pela  cin mico . Ao mesmo tempo, o alto 

influxo de p-  via, resultando em um aumento dos 

lignina H e G que solidificaram a parede celular e, assim restringindo o 

crescimento da raiz de soja.  

da  p-

o fluxo da via  em 

plantas de tabaco (Bate et al. e a 

 ( mas induz a 

atividade da HQT. A a via se tornam progressivame nte 

limitantes uma parcial de CHS e  de HQT, assegurando 

 e contribuindo para a 

sob  nestas plantas (Bate et al. 

1994).  p-  (0,5 mM) estimulo u 

de um promotor de chalcona  (chs) 

de cloranfenicol acetiltransferase (CAT) em ezes em protoplastos de alfafa, 

 (Loake et al., 
1991).   

M. laevigata 

p-

5-

 p-

Mikania contribuiriam para definir o papel dos dois compostos 

o  estudados, principalmente dos 

  a via dos 

fenilpropan des , na sua maioria, a as (Dixon 

et al. 1980), portanto seria interessante verificar  

produtos em intervalos menores de tempo de tratamento. 

 



 

Os resultados  sugerem o emprego da cultura 

M. glomerata 

 Apesar dos resultados positivos com calos de M. laevigata sugerir um 

potencial , suas 
as 

 e avaliar 

 -la como 
  

Foi 

M. glomerata, 

 Contudo, 

M. laevigata e de 

M glomerata. Portanto, os dados apontam para que M. laevigata e M. 

glomerata  

 

in vitro 

a seus fitoderivados.  
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Anexos 

 

 

Anexo 1.  g.mL-1 a 1000 g.mL-1 

 UA= unidade arbitraria. 
 

 



  

Anexo 2. g.mL-1 a 100 g.mL-1 de 
 

 
 



Anexo 3. g.mL-1 a 100 g.mL-1 de 
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