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RESUMO

Metabolitos secundarios sdo compostos quimicos presentes nas células de plantas
superiores, produzidos em pequena quantidade, utilizados ha tempos em produtos
farmacéuticos, pesticidas e aromatizantes. Solanum lycocarpum, planta
predominantemente do Cerrado, conhecida como lobeira por ser a principal fonte de
alimento do lobo guara, apresenta grande interesse farmacolégico e comercial, por
ser rica em glicoalcaloides em seus frutos e em polifendis em suas folhas. As
infusbes de folhas e flores sédo utilizadas popularmente para tratamento de
bronquites, Ulceras, antiespasmaddico e antiepilético, enquanto o polvilho de frutos
tem tratamento satisfatorio para o controle do diabetes. A S. lycocarpum e o lobo
guara mantém uma relacdo de sobrevivéncia. Com a ameaca de extincao desse
mamifero, a lobeira também corre o risco de desaparecer. Uma alternativa
biotecnologicamente reprodutivel e ecologicamente correta para obtencdo de
metabdlitos secundarios dessa espécie, de relevancia para a industria, é a cultura de
células vegetais, por ndo depender de condi¢des climaticas, desmatamento de areas
para plantio e possibilitar melhor assepsia e condicées de cultivo. As culturas de
calos de S. lycocarpum, oriundos de explantes de folhas, apresentaram-se friaveis e
possibilitaram a insercdo de células em suspensdo. Andlises fitoquimicas por
cromatografia liquida em extratos etandlicos dessas células ndo comprovaram a
presenca de glicoalcaloides esteroidais, mas mostraram a presenca de quatro
lignanamidas, de m/z 625,2542 e 625,2544, com tempos de reten¢édo 9.1, 9.7, 10.3 e
10,5 min, descritas na literatura como grossamida (cis/trans), toreliamida A ou
canabisina F. As lignanamidas grossamida e canabisina F sdo compostos de grande
interesse biotecnolégico, devido a sua atividade neuroprotetora, inibindo a enzima
acetilcolinesterase, um dos mecanismos necessarios para impedir o avanco de
doencas, como a de Alzheimer, que acomete 24 milhdes de pessoas no mundo.
Nesse extrato, foi isolada e identificada uma amida de acido hidroxicindmico,a N-
cafeoil putrescina, substancia encontrada em algumas espécies de Solanum, mas
nunca identificada em Solanum lycocarpum, cuja principal atividade biolégica é
antioxidante. Experimentos biotecnoldgicos de estimulacdo da producdo de
lignanamidas presentes na lobeira foram realizados com os elicitores bidtico e
abidtico, extrato de fungo Botryosphaeria rhodina e metil jasmonato,
respectivamente. O tratamento mais promissor foi a utilizacdo de metil jasmonato 50
uM, inserido no 22° dia de cultura de células em suspenséo de S. lycocarpum, por 7
dias. Este experimento apresentou um aumento de 147% da area do pico da
lignanamida de tempo de retenc&o 9,7 min no meio de cultura da amostra elicitada
em comparagcdo com o0 meio de cultura da amostra controle (sem elicitag&o).
Comparando-se a area total desse pico do meio de cultura e células elicitadas com
meio e células da amostra controle, obteve-se um aumento de 23%. A elicitacdo
com metil jasmonato, aléem de proporcionar um aumento da area do pico da
lignanamida de interesse, possibilitou a excrecao dela para o meio de cultura,
possibilitando novos trabalhos de sua producao, reutilizando-se as células de
lobeira.

Palavras-chave: Solanum lycocarpum. Lobeira. Metabdlitos secundarios. Cultura
de células. Lignanamidas. Amida de acido hidroxicinamico.



ABSTRACT

Secondary metabolites are chemical compounds present in higher plants cells,
produced in small quantities, used for a long time in pharmaceuticals, pesticides and
flavorings. Solanum lycocarpum, a plant predominantly from Cerrado, known as
lobeira, for being the main food source of the guara wolf, has great pharmacological
and commercial interest, as it is rich in glycoalkaloids in its fruits and in polyphenols
in its leaves. Leaves and flowers infusions are popularly used to treat bronchitis,
ulcers, antispasmodics and antiepileptics, while the fruit powder has satisfactory
treatment for diabetes control. S. lycocarpum and the guara wolf maintain a survival
relationship. This mammal is threatened with extinction, lobeira is also in danger of
disappearing. A biotechnologically reproducible and ecologically correct alternative to
obtaining this secondary metabolites species, relevance to industry, is the plant cells
culture, as it does not depend on climatic conditions, deforestation areas for planting
and allows better asepsis and cultivation conditions. S. lycocarpum callus cultures
originating from leaf explants, were friable and allowed the cells insertion in
suspension. Phytochemical analyzes by liquid chromatography in ethanolic extracts
of these cells did not prove steroidal glycoalkaloids presence, but showed the
presence of four lignanamides, with m/z 625.2542 and 625.2544 and retention times
9.1, 9.7, 10.3 and 10, 5 min, described in literature as grossamide (cis / trans),
toreliamide A or cannabisin F. Lignanamides grossamide and cannabisin F are
compounds of great biotechnological interest, due to their neuroprotective activity,
inhibiting acetylcholinesterase enzyme, one of the necessary mechanisms to prevent
the diseases advance, such as Alzheimer's, which affects 24 million people
worldwide. In this extract, a hydroxycinnamic acid amide, N-caffeyl putrescine, was
found and identified, this substance was found in some species of Solanum, but
never identified in Solanum lycocarpum, whose main biological activity is antioxidant.
Biotechnological experiments to stimulate lignanamides production present in lobeira
were carried out with the biotic and abiotic elicitors, fungus extract Botryosphaeria
rhodina and methyl jasmonate, respectively. The most promising treatment was the
use of 50 mM methyl jasmonate, inserted on the 22nd day of cell culture in
suspension of S. lycocarpum, for 7 days. This experiment showed a 147% increase
in the lignanamide peak area of retention time 9.7 min in the culture medium of the
elicited sample compared to the culture medium of the control sample (without
elicitation). Comparing to the total area of this peak of the culture medium and cells
elicited with medium and cells of the control sample, an increase of 23% was
obtained. The elicitation with methyl jasmonate, in addition to providing an increase
in the peak area of the lignanamide of interest, made it possible to excrete it into the
culture medium, enabling new work on its production, reusing the lobeira cells.

Keywords: Solanum lycocarpum. Lobeira. Secondary metabolites. Cell culture.
Lignanamides. Hydroxycinnamic acid amide.
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1 INTRODUCAO

Plantas sdo fontes de produtos naturais, produzem diversos compostos,
conhecidos como metabdlitos secundario, impulsionadas a se protegerem de
insetos, de patdogenos microbianos e de animais. Esses metabdlitos sdo utilizados
como farmacos, aromatizantes, corantes, cosmeéticos e inseticidas para controle de
pragas (OCHOA-VILLARREAL et al. 2016).

Mais de 200.000 metabolitos secundéarios foram encontrados e identificados
em plantas, mas nem todos tiveram suas atividades investigadas. Recentemente, os
produtos naturais voltaram a ser de interesse para industrias de biotecnologia,
ampliando, principalmente, a gama de produtos farmacéuticos do mercado
(OCHOA-VILLARREAL et al., 2015).

A producdo de metabdlitos secundarios em plantas é de aproximadamente
1% do peso seco, dependendo do desenvolvimento da planta e de seu estaggio
fisiolégico. Esses compostos desempenham papel fundamental nas interacdes
planta/ambiente, planta/planta e planta/patégeno (SAHRAROO et al., 2016).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), cerca de 80% da
populacdo do mundo necessita de medicamentos tradicionais para uso diario, dentre
eles, medicamentos anti-infecciosos e anticarcinogénicos que sao 65% derivados de
plantas. Em face desse percentual, existe uma preocupacdo ambiental com a
degradacdo ambiental e perda de espécies pela exploracdo, para atender a
demanda do mercado (DIAS et al., 2016).

A utilizacdo de plantas inteiras para obtencdo de compostos de interesse
industrial pode acabar com sua diversidade genética, assim como problemas de
fluxos climaticos e ambientais podem modificar o perfil quimico de plantas,
prejudicando a producdo de bioativos de interesse. Para minimizar tais problemas,
as culturas de células ou de Orgdos vegetais tornaram uma promissora opg¢ao a
extracdo natural de plantas (SIVANANDHAN et al., 2014).

O cultivo de células vegetais em laboratério, também denominado cultivo in
vitro, apresenta expressivas vantagens como cultivo em condi¢cées controladas,
baixo risco de contaminacdo (REBELO et al., 2020), além de fornecer uma producéo
sustentavel e continua de compostos naturais, independente de condi¢cdes
geocliméticas (DIAS et al., 2016).
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A producdo sustentavel de metabdlitos secundarios de plantas pode ser
realizada de maneira promissora a partir de fabricas de células vegetais, que
oferecem culturas em larga escala de forma continua, com rigoroso controle de
producdo e qualidade, em que o produto pode ser obtido em qualquer localidade,
livre de microrganismos, de pesticidas ou de herbicidas e as espécies de plantas
podem ser conservadas, sem risco de extingcdo (RAMIREZ-ESTRADA et al., 2016).

1.1CULTURA DE CELULAS VEGETAIS IN VITRO

O inicio do cultivo de células vegetais in vitro deu-se ha mais de um século.
Inicialmente, em 1902, propds-se a primeira explicacdo sobre a totipoténcia das
células de plantas. A escala industrial ocorreu apenas em 1950, com a producéo de
orquideas a partir da cultura de tecidos. Os tipos de cultura de tecidos vegetais
podem ser: cultura do meristema apical, cultura axilar de brotos, cultura de calos,
cultura de células em suspensdo, cultura de protoplastos e cultura embrionaria
(GAIKWAD; SINGH; GILHOTRA, 2017).

O estabelecimento e manutencdo de culturas in vitro dependem do meio
utilizado e de fitorreguladores. Dentre os meios mais utilizados em culturas de
tecidos vegetais estd o meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) que combina dentre
alguns de seus elementos, como vitaminas, micronutrientes e macronutrientes
(THAYARUBAN, 2015).

Os reguladores de crescimento, auxina, citocinina e giberelina, tém como
principal funcdo influenciar o crescimento e o desenvolvimento de tecidos e de
células vegetais, sendo as duas primeiras as mais utilizadas. A concentracdo
utilizada depende da espécie, do tecido ou do 6rgéo cultivado. A formacao de raizes
e favorecida com wuma maior concentragdo de auxinas; calos (células
desdiferenciadas) sado desenvolvidos, muitas vezes, por combinacdo de auxina e
citocinina. Citocinina promove, por sua vez, divisdo celular e formacéo de partes
aéreas (OSENI et al., 2018).

Calos séo células desdiferenciadas a partir de um processo em que tecidos
vegetais sdo submetidos a processos para reverter suas células para um estadio
menos diferenciado em sua propria linhagem, semelhante a uma célula-tronco, que
possui pluripotencialidade (totipoténcia). A desdiferenciacdo pode ser induzida pela

remocao de explante de tecido vegetal, desinfeccdo e sua acomodacédo em meio de
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cultura a fim de que haja reprogramacdo das células, que adquirirdo estado
desdiferenciado (FEHER, 2019), cujo esquema ¢ apresentado na Figura 1.

Figura 1 — Esquema de formacéo e propagacao de calos de folhas
Folha /)
/‘/

Explante

Assepsia
- | 5 4-|
e meio de
cultura

Formacao e
propagacao de calos

Fonte: Autora

O estabelecimento de biomassa de calos altamente produtivos € um dos
protocolos para producdo em larga escala. Calos tém capacidade ilimitada de
crescimento, sintetizando compostos valiosos presentes na planta original.
Derivadas de calos, as suspensofes celulares sdo mantidas em frascos e o aumento
de escala é obtido em biorreator. A otimizagdo das condi¢des da cultura, como pH,
temperatura, velocidade de agitacdo, fitorreguladores e fontes de carbono sé&o
essenciais em todas as etapas (RAMIREZ-ESTRADA et al., 2016).

Calos sédo, assim, biorreatores naturais, devido a sua réapida multiplicacédo
celular e producdo exponencial de substancias naturais de interesse industrial in
vitro. Esses calos podem ser inseridos em meio liquido, em que tem-se culturas de
células vegetais em suspensédo (CARDOSO; OLIVEIRA; CARDOSO, 2019).

Nas culturas de células vegetais em suspensao, busca-se obter uma cultura
de células finas, jA que os agregados celulares constituem-se um dos grandes
desafios biotecnoldgicos, pois influenciam a fisiologia, a diferenciacdo e a morfologia
das células (MAVITUNA; YOON; PARK, 2016).
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A cultura de suspenséo de células, dentro de um periodo de cultivo de duas a
quatro semanas, apresenta um ciclo biossintético condensado para se estudar a
cinética de crescimento, facilitando a implementacdo de condi¢cdes ideais para a
producdo de varios compostos medicinais em quantidades significativas
(SIVANANDHAN et al., 2014).

A necessidade de se melhorar as estratégias para aumento de escala de
producdo de plantas para ornamentacdo, para producdo de biocombustiveis e de
compostos de interesse do setor farmacéutico em vegetais gerou diferentes técnicas
de producéo in vitro (MAMUN; EGERTSDOTTER; AIDUN, 2015).

A elicitacdo é uma estratégia promissora para o incremento de metabdlitos
secundarios em culturas vegetais in vitro, devido a sua relativa eficiéncia, a
operacdo acessivel e a custo reduzido, possibilitando uma maior obtencdo de
compostos de interesse biotecnolégico. Para realizar a elicitagdo, utilizam-se
compostos que estimulam a sintese metabdlica de algumas substancias,
desempenhando um papel relevante nas vias biossintéticas, seja para o aumento da
producdo de compostos ou para a producdo de novos compostos. A producdo de
metabolitos secundarios € desencadeada e ativada pelos elicitores, que acionam a
resposta de defesa das células de plantas (PATEL; KRISHNAMURTHY, 2013).

Os elicitores naturais podem ser abibticos e bidticos. Os abidticos nao
possuem origem biol6gica, tais como luz ultravioleta, pH, temperatura, detergentes,
campo elétrico e ions metalicos. Os bitticos sdo extratos de levedura, fangicos ou
microbianos, entre outros (MA et. al.; 2017).

Ao contrario dos elicitores abibticos, os elicitores bidticos apresentam
composicdo complexa, muitas vezes indefinida. Dentre os elicitores bidticos,
destacam-se os elicitores flngicos, que podem ser homogenato de micélio,
derivados da parede celular fungica e fracbes de polissacarideos. A tiarrina, por
exemplo, foi aumentada em trés vezes em culturas de raizes transformadas de
Ambrosia artemisiifolia, utilizando-se o filtrado autoclavado da parede celular de
Protomyces gravidus, que é um de seus patdgenos (NARAYANI; SRIVASTAVA,
2017).

Estudos de elicitacdo originaram-se de extratos de fungos e mais
recentemente, o metil jasmonato (MeJa), estimulando a sintese de bioativos com
atividades de relevancia para a industria farmacéutica (LIU et al.; 2018). Os
jasmonatos podem ser produzidos por fungos, como por exemplo, o Botryosphaeria



20

Rhodina (LOURENCO et al., 2016). Jasmonatos acionam mecanismo de defesa em
plantas, respondendo pela estimulacdo de diversos metabdlitos secundarios em
calos, suspensao de células e cultura de tecidos vegetais (MENDOZA et al., 2018).

Zhang e colaboradores (2016) obtiveram maior producdo de lignanas em
raizes de lIsatis indigotica Fort elicitando essa cultura com metiljasmonato, assim
como houve um aumento de solasodine em cultura de raizes de Solanum trilobatum
L.

Um dos inconvenientes da elicitacdo € que ndo se pode prever se o elicitor
serd eficiente para acumulo de metabdlitos em determinada cultura (AHMED; BAIG,
2014). A concentracdo do elicitor, tempo de exposicdo, idade e estagio da cultura
sado fatores que influenciam a producdo e o acumulo de bioativos em cultura de
células (MURTHY; LEE; PAEK, 2014).

1.2FAMILIA SOLANACEAE

A familia Solanacea tem grande relevancia para o universo cientifico, pois
possui aproximadamente 90 géneros e mais de 3000 espécies amplamente
utilizadas na alimentacdo, na ornamentacdo e medicamentos. Entre as espécies,
vale destacar o tomate, a berinjela, o pimentdo e as pimentas (POZZATTI et al.,
2017).

Desempenhando papel central na alimentacdo humana desde o inicio da
civilizacdo, a familia Solanaceae é estudada para que se possam identificar seus
metabdlitos e proteinas, assim como suas principais atividades. Grande parte das
pesquisas foi realizada com tomate, batata e tabaco, em virtude de sua importancia
econbmica (GHATAK et al., 2017).

Os géneros que merecem destaque nessa familia sdo: Capsicum, Lycium e
Solanum (SAMUELS, 2015).

Uma das espécies vegetais mais consumidas no mundo, o género Capsicum
destaca-se por conter aproximadamente 50.000 variedades de pimenta. Na industria
farmacéutica, sdo relevantes gracas a presenca de capsaicinoides, de carotenoides,
de flavonoides entre outras, utilizados contra doencas oxidativas (ANTONIO,
WIEDNEMANNA,; VEIGA JUNIOR, 2018).

Capsicum chinense cv. Guaraci, Cumari do Para, € uma pimenteira que
possui  capsaicinoides com atividades antimutagénica, antioxidante e
anticarcinogénica (SMOZINSKI; SANTOS, 2019). Ja a Capsicum annuum var.
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grossum, rica em grossamida e boehmenana, possui atividades neuroprotetivas e
anti-inflamatoérias (NAGUNO et al., 2019).

A atividade antioxidante € uma das caracteristicas das espécies Lycium. Em
Lycium barbarum, dimeros de amidas fendlicas, intituladas licumamidas A, B e C,
como também NE-cumaroil tiramina e NE-ferroil tiramina possuiam tal atividade bem
pronunciada (GAO et al.,, 2015). A espécie Lycium ruthenicum é utilizada para
amenizar sintomas da menopausa, tratamento de furinculos e doencas cardiacas. A
prevencdo do estresse oxidadivo em doencas cardiovasculares com essa espécie
deve-se, principalmente, aos polifendis (WANG et al., 2018).

O género Solanum possui aproximadamente 350 espécies distribuidas em
diferentes regifes fitogeograficas do nosso pais, cujas atividades farmacolbgicas
relevantes sao analgésica, antialérgica, antianémica, antiasmatica, antibacteriana,
anticancer, anticonvulsivante, antidepressivo, antifungico, anti-helmintico, anti-
inflamatério, antileishmanial e antiviral (AL SINANI; ELTAYEB, 2017).

1.2.1 Género Solanum

O género Solanum apresenta mais de 700 moléculas de interesse, com mais
de 400 estruturas quimicas distintas, divididas em 54 classes de metabdlitos
secundarios, com destaque aos glicoalcaloides esteroidais, alcaloides esteroidais,
saponinas, esteroides, flavonas, alcaloides, acidos graxos, amidas, lignanamidas,
alcaloides tropanicos e cumarinas, como apresentadas na Figura 2 (BARROS et al.,
2018).
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Figura 2 — Classes e subclasses de metabdlitos isolados do género Solanum
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Fonte: BARROS et al. (2018).

Grande parte dessas classes ja foi investigada quanto as suas atividades

biolégicas. Na Tabela 1, estdo apresentados alguns metabdlitos com propriedades
bioldgicas relevantes em espécies de Solanum (KAUNDA; ZHANG, 2019).

Tabela 1 — Fitoquimica, Propriedades bioldgicas e classificacdo dos
compostos de Solanum (modificada)

Composto

Fonte vegetal

Propriedades biolégicas

Saponinas esteroidais

Torvosida N S. torvum Anticancer
Diosgenona S. nudum Hepatoprotetiva
Nuatigenosideo S. sisymbriifolium Anti-hipertensiva
Dioscina S. indicum Antimelanogénica
S. melongena
Saponina SC-1, SC-2, SC-3, S. chrysotrichum Antifangica
SC-4, SC-5, SC-6
Indiosida H S. violaceum Anticancer
Alcaloides esteroidais
: S. americanum Leishmanicida,
Solasonina S. amygdalifolium Antidiabética,
S. asperum Esquistossomicida
S. crinitum
S. erianthum
S. khasianum
S. lycocarpum
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Composto

Fonte vegetal

Propriedades biolégicas

Solamargina

Khasianina

Solasodina

Solanopubamina
16-Dehidropregnolona
Quercetina

Kaempferol 8-C-B-d-galactosida

. abutiloides

. aculeastrum
. asperum

. buddleifolium
. americanum
. anguivi

. Crinitum

. erianthum

. incanum

. khasianum

. lycocarpum

. khasianum
nigrum

. Surattense

. Xanthocarpum

. aculeastrum

. Surattense

. torvum

. schimperianum
. lyratum

. anguvi

n no nuo nnnn Onnunnunun (RO RONONONONON)]

. elaeagnifolium

Leishmanicida,
Antidiabética,
Esquistossomicida,
Tripanocida

Anticancer
Antibactericida,
Moluscicida
Anticancer
Depressor SNC
Anti-inflamatéria
Antifangica
Anticancer
Anticancer
Hepatoprotetor

Lignanas

Canabisina D

Melongenamida B

S. melongena

S. melongena

Anti-inflamatéria

Anti-inflamatéria

Composto

Fonte vegetal

Propriedades biolégicas

Melongenamida C
Grossamida

S. melongena

S. melongena

Anti-inflamatéria
Anti-inflamatéria

Outros alcaloides

N-trans-Feruloiltiramina

Scopolina

. buddleifolium
. cathayanum
. indicum

. melongena

. lyratum

. cathayanum
. lyratum

. septemlobum

(RORORORONONN)]

Antidiabética

Anticancer

Esterdis

Tumacosida A e B
Carpesterol

. nudum
. capsicoides
. sisymbriifolium

nunun

Antiplasmédica

Anticancer
Antifingica

Cumarinas e cumestanas

Cumestrol
Indicumina Ae B

S. lyratum

S. indicum

Anti-inflamatéria
Anti-hepatite B

Acidos graxos e ésteres

Acido Linoleico

Acido Oleico

S. aculeastrum
S. glabratum

S. glabratum

Antibacteriana
Antioxidante
Antimicrobiana
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Composto Fonte vegetal Propriedades biolégicas

Compostos fendlicos

. anguvi

. cernuum

. Spirale

. surattense

Acido Galico Anticancer

anguvi

. guaraniticum
incanum

. lycocarpum

. lyratum

. melongena

. Surattense

Acido Clorogénico Anticancer

VOVLOLOOVNOO®

Outros

. anguvi

. melongena
. muricatum
. nigrum

. spirales

. lyratum

Rutina Anticancer

Puerariafurana Anti-inflamatoria
. lyratum

Solaliratina B Anti-inflamatoria

nu v uunuununununnm

Zizybeosideo | . lycopersicum Anti-inflamatéria

Fonte: KAUNDA; ZHANG, 2019.

Dentre as espécies brasileiras de Solanum, destaca-se a Solanum
lycocarpum. S. lycocarpum A. St. Hill € um arbusto encontrado principalmente no
Cerrado brasileiro com significativas atividades farmacolégicas (OLIVEIRA et al.,
2012).

1.2.1.1 Solanum lycocarpum

Solanum lycocarpum, cujo nome popular € lobeira ou fruta do lobo, mas que
também pode ter outras denominag¢des como jurubebao, jurubeba-de-boi, baba-de-
boi, capoeira-branca, berinjela-do-mato e loba, € uma arvore de pequeno porte, de 3
a 5 m de altura, com copa redonda e aberta, com grandes espinhos nos galhos,
folhas simples e grandes, frutas globulares de cor verde, polpa carnuda, medindo de
8 a 13 cm de diametro (Figura 3), podendo crescer em solos pobres e em condi¢des

desfavoraveis, sendo resistente ao corte e a queima (CLERICI et al., 2011).
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Figura 3 — Solanum lycocarpum (a) folhas, (b) flores e (c) frutos.

Fonte: PBI Solanum PROJECT (2011).

Importante para o equilibrio do ecossistema, por servir como alimento ao
lobo-guara e de outros mamiferos do cerrado (CHAVES FILHO; STACCIARINI-
SERAPHIN, 2001), a espécie S. lycocarpum pode desaparecer.

A lobeira e o lobo guara tem uma relacéo de sobrevivéncia, pois o seu fruto é
um dos seus favoritos e suas fezes carregam suas sementes, possibilitando
perpetuacdo dessa planta. No entanto, esse animal encontra-se ameagado de
extingdo, devido ao aumento de areas de plantio e de &reas urbanas, assim como a
contracdo de doencas ao entrar em contato com animais domésticos (RAMOS;
SILVA; PASCARELLI, 2018).

A lobeira tem seus dominios geograficos predominantemente no Cerrado e na

Mata Atlantica, espalhando-se pelo Brasil de acordo com a Figura 4.


http://solanaceaesource.org/file-colorboxed/1057
http://solanaceaesource.org/file-colorboxed/1059
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Figura 4 — Estados brasileiros com ocorréncia de Solanum lycocarpum confirmada
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Fonte: Flora do Brasil 2020 em construcéo (2019)

Na composicdo de frutos e de folhas estdo os glicoalcaloides e polifendis,
utiizados em diversos farmacos e em alimentos. Os glicoalcaloides mais
expressivos sao solasonina (2) e solamargina (3).

Estudos fitoquimicos de raizes e de folhas de S. lycocarpum verificaram a
presenca de terpenoides, compostos fendlicos, taninos e flavonoides, além de
alcaloides (MATIAS et al., 2016).

As infusdes de flores e de folhas de lobeira sdo popularmente utilizadas para
tratamento de bronquites, Ulceras, vermes, influenza, sifilis, apresentando efeito
calmante, sedativo, diurético, antiespasmaodico e antiepilético, enquanto o polvilho
dos frutos tem efeito positivo no tratamento de diabetes (MARTINS et al.; 2015).

As folhas da lobeira sdo utilizadas em chas contra infeccbes urinarias e
renais, hemorroidas, epilepsia e espasmos (GRANDI, 2014).

Tanto as folhas quanto a cultura de células de S. lycocarpum foram pouco
exploradas em relagdo as suas atividades bioldgicas e quimicas. Desse modo, 0s
glicoalcaloides esteroidais, que possuem atividades anti-inflamatdrias e anticancer, e
as lignanamidas, acumuladas em células de folhas dessa espécie e que possuem
acao neuroquimica de grande interesse farmacologico, e as amidas de acido

hidroxicindmico, excelentes antioxidantes, sao o foco deste trabalho.
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1.3GLICOALCALOIDES ESTEROIDAIS EM S. lycocarpum

Glicoalcaloides esteroidais compdem-se por uma parte gliconica unida a outra
parte agliconica (com um atomo de nitrogénio no heterociclico), amplamente
encontrados nas familias Solanaceae e Liliaceae, dos quais dentre 0s mais
abundantes estéo a solasonina e solamargina (SUN et al., 2010).

Dessas espécies, estdo presentes, em S. lycocarpum, a solasonina (3) e
solamargina (3). A fracdo aglicona desses glicoalcaloides esteroidais é a solasodina
(1), e a porgéo glicosidica € que diferencia as duas moléculas, sendo a solatriose

para a solasonina e a chacotriose para a solamargina (Figura 5).

Figura 5 — Estrutura da solasonina e solamargina.
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Fonte: Tiossi et al. (2014).

Esses glicoalcaloides estdo presentes em mais de cem espécies de Solanum
e sdo de grande interesse devido as suas atividades antiparasitaria, antifingica,
antidiabética, contra herpes, antiviral, imunomodulatéria e anticancer (AL SINANI;
ELTAYEB, 2017).

O consumo de frutos de Solanum aculeastrum Dunal, ricos em solamargina e
solasonina, por pacientes com cancer como tratamento alternativo, possibilitou a
investigacdo da citotoxidade ndo seletiva e também a inibicdo da glicoproteina P
pela solamargina (BURGER et al.; 2018).

Solasodina € base da composicdo de um fitoterapico de uso topico:

BECS

Curaderm , utilizado no tratamento de cancer de pele ndo-melanoma, cujos

resultados sdo muito benéficos. Estudos do uso desse fitoterdpico relatam um
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aumento da regido lesionada, devido a interacdo medicamento/células tumorais,
seguida de reducdo da regido até eliminacdo completa do carcinoma basocelular
(CHAM; CHAM, 2015).

Aumentar a producdo desses glicoalcaloides em células vegetais,
possibilitaria maior rapidez para a producao de fitoterapicos, em estudos e presentes

no mercado.

1.4LIGNANAMIDAS

Pertencente a classe das lignanas, as lignanamidas contém grupos amida,
presente em plantas, principalmente nas familias Cannabaceae e Solanaceae. Mais
de 80 lignanamidas ja foram identificadas em aproximadamente 26 espécies de
plantas e foram divididas em oito subgrupos (Figura 6): (a) arilnaftaleno, (b) arildi-
hidronaftaleno, (c) di-hidrobenzofurano, (c) di-hidrobenzodioxina, (e) lactam, (f)
fenilpropeno, (g) succinimida e (h) tetra-hidrofurano, com alguns de seus respectivos
representantes, canabisina A (4), canabisina B (5) C (6) e D (7), grossamida (8),
canabisina M (9), 3,3 -dimetil-heliotropamida (10), canabisina E (11), tribulusamida C
(12), lyciumamida K (13) (LEONARD et al., 2020).
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Figura 6 — Classificacao das lignanamidas e suas estruturas quimicas
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Fonte: LEONARD et al. (2020)

Estudos iniciais das estruturas de lignanamidas sugeriram que essas

moléculas fossem obtidas pela condensacdo dos precursores tiramina e ésteres-



30

CoA cumaérico, cafeico e &cido coniférico, que posteriormente passa por um
acoplamento oxidativo, catalisado por uma proteina dirigente, j& descrita em
biossintese de lignanas (ANDRE; HAUSMAN, GUERRIERO, 2016).

O mecanismo de biossintese das lignanamidas ainda n&do esta concluido, no
entanto, pesquisas recentes relatam que as lignanamidas séo originarias da tirosina
e da via do fenilpropanoide, iniciada pela acao fenilalanina amoénia-liase. A proposta
da biossintese das lignanamidas é apresentada na Figura 7 (LEONARD et al.,
2020).

Figura 7 — Proposta de rota biossintética de lignanamidas em plantas
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Estudos biotecnoldgicos desse grupo, restrito na flora, ainda séo deficitarios,
mas merecem destaque por possuirem também atividades bioldgicas relevantes
(CARDULLO et al.,, 2016). Aléem de atividade neuroprotetora, outras atividades
expressivas desse grupo de compostos sao antitumoral e anti-inflamatéria (ZHANG
et al., 2016).
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Estudos sobre lignanamidas foram realizados em plantas da tradicional na
medicina Tailandesa, como a Mitrephora thorelii, da familia Annonaceae, a qual
também apresentou lignanamidas denominadas toreliamidas A (14), B (15) e C (16)
(Figura 8), obtidas como um pé colorido e amorfo e canabisina F (17), e G, cujas

principais atividades biologicas séo anticancer (GE; TANG; YE, 2008).

Figura 8 — Férmula estrutural das Toreliamidas A, Be C
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Essas lignanamidas anteriormente citadas, toreliamida A (14) e canabisina F
(17), (Figura 9) também foram encontradas em outra espécie asiatica, Chloranthus
angustifolius Oliv., da familia Chloranthaceae, usada na medicina popular para

tratamento de furdnculos, micose e tumores (LIU et al.; 2015).
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Figura 9 — Férmula estrutural da lignanamidas canabisina F (17)
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Fonte: LIU et al. (2015)

Na familia Solanaceae, pode-se destacar a presenca de sete lignanamidas e
uma neolignanamida nas raizes de Lycium chinense. Na medicina tradicional
chinesa, essas raizes sdo utilizadas no tratamento de pneumonia, tosse, como
antipirético, anti-hipertensivo, para abaixar a glicose e os niveis lipidicos, além de
acao anti-inflamatéria (ZHANG et al., 2013). A atividade anti-hiperlipidémica de
lignanamidas presentes em suas raizes também foi comprovada por Chen et al
(2017).

1.4.1 Lignanamidas Em Espécies Solanum

Apesar de serem produtos naturais pouco investigados em plantas
medicinais, as lignanamidas ja foram detectadas em espécies Solanum, como S.
nigrum L, conhecida como erva moura, e S. melongena L, berinjela, muito
empregada na alimentacgao.

O extrato bruto de Solanum melongena tem propriedades fitofarmacoldgicas
relevantes, como analgésica, anti-inflamatoria, promotora de circulagdo sanguinea,
hipnética e sedativa. Em suas raizes, encontraram-se 10 lignanamidas, das quais
duas apresentaram inibicdes da producao de oxido nitrico (SUN et al., 2014).

Algumas de suas lignanamidas estéo representadas na Figura 10.
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Figura 10 — Algumas lignanamidas presentes em raizes de S. melongena:
melongenamida E, melongenamida F, melongenamida G
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Fonte: YANG et al., 2019.

Esse metabdlito foi encontrado em representantes da familia Solanaceae,
como em raizes de berinjela (Solanum melongena L.) (YOSHIHARA et al., 1981).

Grossamida (8) é uma butiramida de dimeros de FerA de neolignanamida
benzofurana e que apresenta toxicidade em cultura de células de cancer de prostata
(MAGOULAS; PAPAIOANNOU, 2014).

Em atencdo aos seus efeitos anti-inflamatérios, investigou-se a acao da
grossamida como bioativo anti-neuroinflamatério em células micréglia BV2,
induzidas por lipopolissacarideo. O resultado foi satisfatério, sendo que a
grossamida inibiu de maneira efetiva a secrecao de mediadores pré-inflamatorios
(LUO et al., 2017).

Além de efeitos inseticidas e anti-inflamatérios, a familia de lignanamidas tem
importantes acOes antioxidantes e de inibicdo da acetilcolinesterase (AChE) (YAN et
al., 2015).

As inibicbes das enzimas acetilcolinesterase e butirilcolinesterase sao de
demasiada importancia para o tratamento da doenca de Alzheimer. A inibicdo
dessas enzimas € o principio dos farmacos presentes no mercado, cujo objetivo é a
melhora da independéncia e da qualidade de vida dos doentes, ja que eles
apresentam um comprometimento cognitivo de memoria, linguagem, atencdo e
orientacdo. Com o envelhecimento demografico, as doencas degenerativas tém alta
incidéncia, atingindo aproximadamente 8,5% dos idosos da América Latina
(MORAES; LUCCHETTI; LUCCHETTI, 2018).



34

Em folhas de Solanum nigrum, andlises fitoquimicas constataram a presenca
de seis lignanamidas (incluindo misturas racémicas destes compostos), das quais se
destacou a canabisina F (17), com atividades biolégicas de grande importancia,
como inseticida, anti-inflamatéria e neuroprotetora. Devido ao grande interesse em
prevenir ou tratar distarbios neurodegenerativos, investigagbes quanto a sua agao
neuroprotetora desses compostos foram realizadas contra lesées de MPP”, uma das
neurotoxinas responsaveis pela doenca de Parkinson, em células SH-SY5Y,
advindas de neurdnios, cujo resultado satisfatério se apresentou apenas para uma
lignanamida (LI et al., 2019).

As atividades biolégicas de lignanamidas das espécies Solanum apresentam
grande relevancia para a industria farmacéutica, principalmente a acéo
neuroprotetora. Novos medicamentos para controle de doencgas neurodegenerativas,
como Alzheimer que é uma das doencas responsaveis em aproximadamente 70%
do numero de casos de deméncia mundial e acomete cerca de 24 milhdes de
pessoas no mundo, sdo cada vez mais necessarios (SHARMA, 2019).

Assim, estudos sobre esses metabdlitos devem ser promissores para a area

de produtos naturais de plantas, principalmente, para a busca de novos farmacos.

1.5AMIDAS DE ACIDO HIDROXICINAMICO

Amidas de &cido hidroxicindmico, mais conhecidas na literatura como HCAAs,
sdo derivados de aril monoaminas ou poliaminas alifaticas que sdo conjugadas a
acidos fenolicos, principalmente os acidos hidroxicinamicos (HCAs). Sdo metabdlitos
secundarios oriundos da via fenilpropanoide, cuja diversidade quimica variam em
plantas superiores. Foram encontram encontradas 17 HCAAs em raizes de Solanum
shimperianum e 14 HCAAs em raizes e folhas de Lycium barbarum, ambas da
familia Solanaceae (LI et al., 2018).

Peng e colaboradores (2016) destacaram as HCAAs por suas relevantes
atividades bioldgicas, como anti-hipertensiva, anticarcinogénica e antimicrobiana,
assim como descreveram sua via biossintética. A biossintese ocorre com a
conversao de feninalalina em trans-cinamato, que apoés a hidroxilagcéo, forma o acido
p-cumarico, seguindo para conversao em outros hidroxicinamatos, tais como 0s
acidos ferulico, cafeico e sinapico, que servem de via de ramificagdo para outras

biossinteses de HCAA, flavoide e lignina. A etapa final da biossintese dos HCAAs é
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a condensacédo de poliaminas (espermidina, erpermina e putrescina) com tioésteres

de hidroxicinamoil-CoA (Figura 11).

Figura 11 — Via de biossintese de HCAA em plantas
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Fonte: Peng et al., 2016.

Esses compostos estdo relacionados com o sistema de defesa da planta. Em
folhas de Solanum dulcamara, houve um aumento na producdo de duas
fenolamidas: cafeoil-putrescina e outro metabdlito relacionado, devido a exposicéo
de lesmas cinza do campo (CALF et al., 2020).

Essas substancias também podem ser denominadas como fenolamidas ou
fenilamidas (VALETTE et al., 2020).

As fenolamidas cumarioil e cafeoil putrescina podem ser encontradas na
espécie Nicotiana. Mais de uma dezena desses compostos foram encontrados nas
raizes do arroz, sendo gque a cafeoil-putrescina foi revelada em menor quantidade
(DONG et al., 2015).

Estudos de HCAASs sao recentes em espécies de Solanum, mesmo tendo sido
comprovado que a familia Solanaceae biossintetiza tais compostos. Os compostos

n-cafeoil-putrescina e n-feruoil-putrescina foram identificados em 14 espécies de
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Solanum. Na espécie Solanum schimperianum foram isoladas pela primeira vez 16
HCAAs, nas quais encontram-se as amidas de &cido hidroxicinAmico acima citadas
(VOYNIKOV et al., 2016).

Andlises em berinjelas frescas (S. melongena) obtiveram-se diversos
compostos fendlicos, apresentando-se em grande proporcdo a amida de acido
hidréxicindmico, n-cafeoil putrescina, além de outros &cidos derivados do cafeoil
(HORINCAR et al., 2020).

Os compostos fenolicos da berinjela protegem contra o desenvolvimento de
cancer, hipertensdo, retencdo de liquidos e doencas cardiovasculares. Suas
atividades antioxidantes sdo atribuidos aos acidos 5-cafeoilquinico, 3-acetil-5-
cafeoilquinico e também ao HCAA, N-cafeoilputrescina (ANTONIOUS et al., 2020).

Devido as importantes atividades biol6gicas em espécies de Solanum, como
antioxidante, anticarcinogénica e neuroprotetora, 0 estudo de estratégas
biotecnoldgicas para produgédo de metabolitos de interesse em culturas celulares de
S. lycocarpum podem contribuir para a melhoria de producdo desses metabalitos e

facilitar o estudo para futuros fitofarmacos.
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2 JUSTIFICATIVA

A espécie Solanum lycocarpum, rica em gicoalcaloides esteroidais e
compostos fendlicos, mantém uma relacdo de sobrevivéncia com o lobo guara. O
animal alimenta-se, preferencialmente, de seus frutos e dispersa suas sementes em
grandes distancias, por meio de suas fezes. No entanto, o lobo guard esta
ameacado de extingdo, fato que pode proporcionar também o desaparecimento
dessa espécie de planta.

O desaparecimento da lobeira comprometeria a produgcdo de diversos
metabolitos secundéarios de importantes atividades farmacoldgicas, tal como a
solasodina, glicoalcaloide esteroidal presente em seus frutos, que é base para o

fitoterapico Curaderm®=©®

, utilizado para o tratamento de cancer de pele. Além dos
glicoalcaloides, comprometeria também a producdo de lignanamidas inibidoras de
acetilcolinesterase, que sdo possiveis aspirantes a novos medicamentos
neuroprotetores, principalmente contra a doenca de Alzheimer, que acomete milhdes
de pessoas em todo o mundo, e de HCAAs, com importantes atividades
antioxidantes, como protecdo do sistema cardiovascular e prevencdo da
hipertenséao.

Uma estratégia biotecnolégica para a obtencdo de metabdlitos de interesse
de S. lycocarpum sem ameacar essa espécie de extincdo € a cultura de células
vegetais. Esse tipo de cultura permite a producdo continua e monitorada de
compostos bioativos naturais de plantas, com baixo risco de contaminacao,
producdo em um curto intervalo de tempo e possibilitando, inclusive, secretar tais
substancias para o meio de cultura, permitindo o reaproveitamento das células
vegetais em suspensao. Além disso, nas culturas celulares pode-se promover o
aumento da producdo de metabdlitos utilizando técnicas de elicitacdo, bidtica ou
abidtica, cuja vantagem é o baixo custo e aumento de producdo em um curto
periodo.

Diante do exposto, justifica-se estabelecer procedimentos para obtencao de
culturas celulares de S. lycocarpum, assim como investigar o perfil quimico para
conhecimento de seus metabdlitos secundarios e promover o aumento de sua
producdo utilizando a técnica de elicitacdo, a fim de que a cultura celular de lobeira
possa representar um avanco ao desenvolvimento de produtos inovadores de

elevado interesse para a industria farmacéutica.



38

3 HIPOTESE

As culturas celulares em suspenséo de S. lycocarpum A. St. Hill obtidas de
explante de folhas produzem glicoalcaloides esteroidais, lignanamidas e amidas de

acido hidroxicinamico.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo deste trabalho consistiu em estabelecer bioprocesso para a producao

de metabdlitos secundarios de S. lycocarpum com propriedades farmacoldgicas

relevantes e utilizacdo de estratégias para a estimulacdo do rendimento dessas

moléculas produzidas em cultura in vitro.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

As principais estratégias adotadas para potencializar a producao de bioativos

neste trabalho foram:

1.

3.

Estabelecer processo biotecnolégico para producdo de biomassa
acumuladora de metabolitos secundarios com propriedades farmacolégicas
importantes;

Investigar perfil quimico de metabodlitos bioativos de interesse,
glicoalcaloides esteroidais, lignanamidas e amidas de 4&cido
hidroxicindmico, acumulados em culturas de células;

Adicionar elicitores para incrementar a producdo de metabdlitos alvo em

cultura de células em suspenséao de S. lycocarpum.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1INTRODUCAO IN VITRO DE Solanum lycocarpum PARA PRODUCAO DE
CALOS

Para introducao do explante in vitro, foi realizado o procedimento de assepsia
das folhas de Solanum lycocarpum A. St. Hill, que foram coletadas na colecéo de
plantas medicinais da Unidade de Biotecnologia da Universidade de Ribeirdo Preto.
Os exemplares estdo depositados no Herbario de Plantas Medicinais da
Universidade de Ribeirdo Preto (UNAERP), sob o nimero HPMU-

Inicialmente, as folhas foram lavadas em agua corrente para remocéo de
impurezas como particulas sélidas e insetos fixos no tecido da folha. Com auxilio de
bisturi, explantes foram cortados da folha em quadrados de aproximadamente um
centimetro de lado.

O protocolo de desinfeccéo e introducao in vitro doi adaptado de Pasqualini e
colaboradores (2019).

Introduziram-se os explantes em frasco com solucdo de 1% de Cercobin,
mantidos por agitacao durante 3h. Retirou-se a solugcéo de Cercobine e acrescentou-
se solucdo com 10 mg/L de ampicilina e 10 mg/L de cloranfenicol, em que também
foram mantidas sob agitacdo de 80 rpm por 24h, Essa solucdo foi retirada e
imergiram-se os explantes em solucdo de 0,5% de hipoclorito de calcio durante 30
min. ApOs esse procedimento, os explantes de folhas foram lavados com agua
estéril e inseridos no meio de cultura.

O meio de cultura foi preparado com 100 mL de MS concentrado,
suplementado com 3% de sacarose (Synth), 2 mg/L de &cido naftalenoacético
(ANA), da marca Sigma. Utilizou-se agua estéril para completar o volume a 1 L,
aferiu-se o pH da solucéo para 6,0 e adicionou-se 0,25% de Gellex (Gellan Gum). A
solucdo de meio foi aquecida até completa dissolucdo do Gellex. Ap6s o0 meio
esfriar, adicionaram-se aproximadamente 20 mL de meio de cultura em frascos que
foram esterilizados em autoclave (101°C) por 20 minutos. Esses frascos com meio
de cultura, apés o resfriamento, eram utilizados para a formagcdo e para a
propagacéo de calos.

As culturas com explantes foram mantidas no escuro por 60 dias, a uma

temperatura de 25°C + 2°C. Transferiram-se os calos formados para novos frascos
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com mesmo meio de cultura. As células de calos da lobeira foram mantidas em
fotoperiodos 16/8 h a 25°C + 2°C em meio MS solido, e os calos foram repicados a

cada 30 dias.

5.1.1 Estabelecimento De Suspensdes Celulares De S. lycocarpum

Os meios de cultura para suspensdo de células tém a mesma composi¢cao
gue o meio preparado no item 5.1, exceto o Gellex.

Para o preparo do inéculo, uma colbnia de aproximadamente 12g de massa
fresca de calos do estoque foi retirada do meio sélido e adicionada em um frasco
Erlenmeyer (volume total de 250 mL e com um volume util de 100 mL) contendo o
meio MS liquido, suplementado com os compostos descritos anteriormente. A
adicdo foi realizada em capela de fluxo laminar em condi¢cdes assépticas. Os
Erlenmeyers foram tampados com papel aluminio e lacrados com filme plastico.

Apbs essa etapa, os frascos foram colocados em um incubador rotativo
(shaker) a 80 rpm, a fim de que as células possam estar homogeneamente em
contato com o0 meio de cultura, e 25°C + 2°C por um periodo de 30 dias, periodo no
qual as culturas foram repicadas, a fim de que se obtivesse a propagacao de

células.

5.2CURVA DE CRESCIMENTO DE CELULAS EM SUSPENSAO DE S. lycocarpum

As células em suspensdo foram homogeneizadas (esse procedimento
minimiza os erros experimentais e padroniza os cultivos) e subcultivadas duas
vezes, a cada 30 dias. A homogeneizacado deu-se misturando varios Erlenmeyers
com células, além de meio de cultura em um béquer de 2 L. A quantidade de 25 mL
de meio de cultura + células foi ressuspendida em 50 mL de meio fresco.

O experimento foi conduzido em triplicata com duas repeticdes (n=6), ou seja,
foram retirados 2 frascos por vez, cujo procedimento foi repetido por mais duas
vezes, a fim de minimizar erros. Este inicio foi contado como tempo zero. Amostras
foram retiradas a cada trés dias até o tempo de 21 dias (COPPEDE et al., 2014).

Cada amostra foi filtrada e as células foram colocadas em estufa (45°C) por

48h e pesadas, para entdo passarem pelo processo de extracao.
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5.3PREPARACAO DO EXTRATO BRUTO ETANOLICO DE LOBEIRA

O extrato bruto de S. lycocarpum foi obtido a partir de células secas em estufa
(45° C) por 48h. Apos secagem, a biomassa foi macerada, inserida em Erlenmeyer e
etanol PA foi adicionado para extragdo, na proporcao 1:5 em volume. A suspensdo
foi deixada overnight em shaker rotativo, 80 rpm, protegida de luz, a fim de se evitar
a degradacao de compostos fotossensiveis (NUR, 2015).

A biomassa foi filtrada em papel de filtro, a parte sélida foi descartada e a
parte liquida foi rotaevaporada, obtendo-se assim o extrato seco bruto de células de

Solanum lycocarpum.

5.4ANALISE POR CLUAE g-ToF/MS PARA DETECCAO DE METABOLITOS DE
INTERESSE EM CULTURA DE CELULAS DE S. lycocarpum

O extrato bruto de lobeira foi dissolvido em metanol, 500 ppm, filtrado em filtro
milipore 22um.

As amostras foram analisadas em um sistema LC-6545 gqToF/MS (Agilent
Technologies, CA, USAl), do Instituto de Quimica da UFSCAR, Sao Carlos-SP,
equipado com fonte de ionizagdo “electrospray” (ESI) e analisador de massas
“quadrupole time-of-flight”. As condi¢cdes cromatogréficas utilizadas foram: coluna
Zorbax Eclipse Plus C18 (2.1x50 mm, 1.8 uym) (Agilent), com fluxo de 0,250 mL-min’
! e fase mével contendo agua (A) e metanol (B) ambos contendo 0,1% de Aacido
férmico. O gradiente utilizado foi: 0 min, 15% B; 15-18 min, 100% B; 18.01 — 21 min,
15% B. O volume de injecédo foi de 2 pL, e a coluna foi mantida a 35°C. A ionizagao
dos analitos foi realizada no modo positivo (ESI+), utilizando os seguintes
parametros: voltagem do capilar, 3.25 kV; nozzle voltage 500 V: drying gas, 10 I/min;
nebulizer: 40 psi; sheath gas temp., 350°C; fragmentor: 310 V; skimmer: 65 V. O gas
secante e gas nebulizador utilizado foi o nitrogénio e o argdnio foi empregado como
gas de colisdo. A faixa de deteccdo foi entre 100-1000 Da. Os dados foram

analisados no software Agilent MassHunter (Agilent).



43

5.5 ANALISE EXPLORATORIA E ISOLAMENTO DE METABOLITOS DE S.

lycocarpum

5.5.1 Analise Analitica Exploratéria por CLAE-UV

Extrato etandlico bruto da suspenséo de células de lobeira foi preparado na
concentracdo de 5 mg/mL em ACN/H,0 (80:20), analisado por CLAE com detector
de matriz de diodos (DAD), em injecbes de 20 pL.

A andlise exploratoria foi executada em um cromatografo liquido de alta
eficiéncia (CLAE) Shimadzu®, acoplado a bombas de modelo LC-6AD Shimadzu,
com controlador de sistema CBM-20A Shimadzu, desgaseificador DGU-20A,
detectores de arranjo de diodos UV/VIS SPD-M20A Shimadzu, injetor automatico
SIL-10AF Shimadzu e software Class VP.

As analises foram realizadas pelo acoplamento de uma coluna analitica
Phenomenex Luna C18 de 250 mm x 4,6 mm, 5y, ao equipamento.

A condigdo cromatografica foi otimizada a partir de um sistema gradiente,
usando como fase moével agua + 0,1% de acido férmico na bomba A e acetonitrila na
bomba B, detectada sob A = 280 nm a 25° C.

O gradiente de eluicdo para a fase moével estabelecido foi: 10% a 100% de
ACN de 0-35 min, 100% ACN 35-40 min, retornando a fase inicial (10% ACN 40-42
min). A taxa de fluxo foi de 1 mL/min.

5.5.2 Extracdo e Isolamento

As células de S. lycocarpum foram secas em estufa e maceradas,
suspendidas em etanol PA, overnight em shaker rotativo, permanecendo no escuro.
O extrato foi filtrado, as células descartadas e a suspensdo foi concentrada em
evaporacdo a vacuo. Apos a concentragdo do extrato etandlico bruto, a parte
solidificada foi separada da parte liquida e ressuspendida em ACN:H,O (5:95).

A extracao em fase solida foi realizada a partir de adaptacdo do método de Li
e colaboradores (2017). Os compostos foram separados por cartucho SPE, Supelco
— Supelclean# LC 18 SPE tube — Sigma Aldrich, matriz de silica gel, tamanho de
particulas 45 pum, tamanho dos poros 0,8 g/cm®, seguindo o protocolo: eluicdo do
cartucho com 6 mL ACN (HPLC — J. T. Baker) (100%), aplicacdo de 2 mL de
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amostra, sob vacuo moderado e na sequéncia, a coluna foi lavada com a injecdo de
6 mL de ACN:H,O (25:75), ACN:H,O (50:50), ACN:H,O (100:0), 10 mL de acetato
de etila (HPLC J. T. Baker). As quatro amostras eluidas foram coletadas em tubos
de vidro e posteriormente foram secas.

Apds nova andlise exploratdria, a amostra retirada com ACN:H,O (50:50) foi
escolhida para isolamento de substancias de interesse.

A amostra foi dissolvida em ACN/H20 (50:50) na concentracdo de 100mg/mL,
filtrada em filtro 45 um e as coletas das substancias foram realizadas em CLAE com
detector de matriz de diodos (DAD). Também se realizaram injegdes de 100 uL
(aproximadamente 10 mg por injecdo).

A andlise por cromatografia liquida foi efetuada pelo mesmo cromatégrafo
descrito no item anterior. A coluna semipreparativa usada foi Agilent Zorbax Eclipse
XDB-C18, de 250 mm x 9,4mm, 5 um.

No modo preparativo, a fase mével constituiu de agua (acidificada com 0,1%
de acido formico) na bomba A e ACN (HPLC J. T. Baker) na bomba B, no método
isocratico ACN-H,O (30:70) e fluxo de 3 mL/min. O comprimento de onda de

deteccgéo foi de 280 nm e a duragao de 40 min.

5.6 IDENTIFICACAO DE SUBSTANCIA ISOLADA

5.6.1 Espectroscopia de RMN 1D e 2D

A analise das substancias por RMN, deu-se primeiramente com a
solubilizacdo das amostras em DMSO-ds. Para garantir ajustes da homogeneidade
do campo magnético e calibracdo dos espectros, foi adicionando vapores de TMS.

O equipamento de RMN utilizado, pertencente ao Laboratério de RMN do
Departamento de Quimica da UFSCAR, Sao Carlos-SP, foi um espectrdmetro
Bruker Avance Il Instrument (14,1 T/600 MHz). As analises de Hidrogénio foram
realizadas em 600 MHz e as analises de Carbono, em 150 MHz.

Os dados foram processados pelo software TopSpin 4.0.9 (Brucker BioSpin).

5.6.2 Espectrometria de Massas CLAE-MS/MS
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As andlises de MS e MS/MS foram realizados em HPLC-MS, Agilent 1200
Series (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA) com um desgaseificador
(G1322A), bomba quaternaria (G1311A), amostrador automatico (G1367B),
compartimento de coluna termostato (G1316A), detector de matriz de diodos
(G1316A) e API™ 2000 (AB/MDS Sciex, Framingham, MA, EUA) com fonte de
ilonizacao por electrospray no modo positivo (ESI+) e analisador de massas triplo
quadrupolo, no Instituto de Quimica da UFSCAR, Sao Carlos-SP.

As condicdes cromatograficas utilizadas foram: coluna Welch Materials
XtimateTM C18 (150 mm x 4,6 mm de diametro interno I.D., e 5 um de tamanho de
particula, Edison, Shanghai, China), com fluxo de 1.0 mL min-, e fase mével
contendo agua (A) e acetonitrila (B) ambos com 0,1% de acido férmico. O gradiente
utilizado foi: 0-7 min, 5% a 100% de B; 7-9 min. 100% de B, retornando as condicbes
iniciais até 13 minutos. O volume de injecdo foi de 25 pL, e a coluna foi mantida a
25°C. A ionizacao dos analitos foi realizada no modo positivo (ESI+), utilizando os
seguintes parametros: curtain gas (CUR) 25; lonSpray voltage (IS) 3.0 kV;
temperature (TEM) 400 °C; ion source gas 1 (GS1) 40; ion source gas 2 (GS2) 40. O
gas utilizado foi nitrogénio. A faixa de deteccéo utilizada foi de 50 a 850 Da. O
software Analyst 1.5.2 (AB/MDS Sciex, Framingham, MA, EUA) foi utilizado para a

analise dos dados.

5.7EXPERIMENTO DE ELICITACAO

O experimento de elicitacdo foi realizado em cultura em suspenséo de S.
lycocarpum em Erlenmeyers de 250 mL, com volume util de 100 mL. Para tal,
utilizaram-se dois elicitores bidticos: extrato do fungo Botryosphaeria rhodina e metil
jasmonato (MeJa) (Sigma-Aldrich J2500), em duas concentracgdes distintas cada um.

O extrato de fungo foi obtido a partir do miceélio, o qual, apés fermentacao por
sete dias, em meio M2 (ENG; GUTIERRESZ-ROJAS; FAVELATORRES, 1998) em
temperatura ambiente, separou-se do meio e cultura por filtragdo, sendo seco em
estufa a 40° C por 48 horas. Em seguida, foi macerado e ressuspendido em agua
destilada a concentracdo de 20 mg/mL (SHEI et al, 2003). Esse extrato sera
chamado de extrato de fungo. Foram utilizadas duas concentracfes de extrato de
fungo nas suspensodes: 100 ug/uL (experimento de 5 dias) e 10 ug/uL (experimento
de 7 dias).
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Metil jasmonato foi solubilizado em etanol PA, a uma concentracao de 0,05 M.
Utilizou-se nas culturas em duas concentracdes diferentes: 500 uM (5 dias) e 50uM
(7 dias).

Os controles foram suspensfes de células sem adicédo de elicitores, sendo o
controle negativo para fungo, em que foram adicionados 500 uL de 4gua destilada e
deionizada e controle positivo para MeJa, inseridos nas culturas 100uL e 1 mL de
etanol PA.

O experimento de elicitacdo iniciou-se com a homogeneizacédo de células em
suspensao, que foram ressuspendidas por duas vezes, a cada 30 dias cada. Cada
Erlenmeyer de 250 ml foi utilizado com 25 ml de células ressuspendidas e 75 ml de
meio MS novo.

Os experimentos foram divididos em quatro tratamentos:

e Controle para fungo — apenas células vegetais, meio de cultura e adicao de
agua destilada;

e Controle para MeJa — células vegetais, meio de cultura e solvente etanol;

e Fungo — células vegetais, meio de cultura e solucdo de micélio de fungo;

e MelJa — células vegetais, meio de cultura e solucdo de metil jasmonato.

Os elicitores foram inseridos em 20 e 22 dias da cultura (NAMDEO, 2007).

No 20° dia, foram inseridos em 12 Erlenmeyers para cada experimento: 1 ml
de MeJa (concentracao final 500uM), 500 uL de solucdo de parede celular de fungo
(concentragédo final 1 mg/ml), 1 ml de etanol PA e 500 uL de agua destilada e
deionizada.

No 22° dia, o experimento foi repetido com concentracées diferentes: 100 uL
de MeJa (concentragao final 50uM), 50 uL de solucdo de parede celular de fungo
(concentracéo final 100 ug/ml) , 100 uL de etanol PA e 50 uL de agua destilada e
deionizada.

As amostras foram retiradas, em triplicata, para o 1° e 2° experimento,
respectivamente, em 5 e 7 dias apds elicitacdo. Foram secas em estufa a 40° C por
48h. Os meios de cultura também foram secos em liofilizador para posterior analise.

A extragdo etandlica para todas as amostras foi realizada conforme

metodologia descrita no item 5.3 e estas levadas a analise em CLUAE g-ToF/MS.
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5.7.1 Analise Das Amostras Do Experimento De Elicitacdo Em CLUAE g-ToF/MS

Os extratos secos de todas as amostras, assim como 0s meios de cultura
apos a elicitacdo, foram dissolvidos em metanol a uma concentracédo de 250 ppm e
filtrados utilizando filtro millipore de 22 pum.

As analises foram realizadas também de acordo com equipamento descrito no
item 5.4.
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6 RESULTADOS
6.1OBTENCAO DE CULTURAS DE S. lycocarpum IN VITRO

A obtencdo de células desdiferenciadas de folhas de S. lycocarpum foi
satisfatoria, pois se obteve calos fridveis e com boa propagacédo, conforme Figura

12.

Figura 12 — Calos de lobeira in vitro

Fonte: Autora

As culturas em suspensao apresentaram poucas células agregadas, as quais

se mostraram mais finas e em condi¢des axénicas (Figura 13).

Figura 13 — Células de lobeira em suspenséo

Fonte: Autora
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6.2 CURVA DE CRESCIMENTO DE CELULAS EM SUSPENSAO

Os resultados de acumulo de biomassa seca das amostras x periodo de

cultivo estdo apresentados na Figura 14.

Figura 144 — Curva de crescimento de células em suspenséo
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Fonte: Autora

Observou-se que a maior taxa de crescimento ocorreu nos primeiros dias de
cultura, cujo maximo foi atingido em 6 dias. Comparando-se a biomassa inicial com a
biomassa no seu apice, ela quase triplicou. A partir do 12° dia, a cultura manteve-se,

praticamente, em fase estacionaria.

6.3ANALISES CROMATOGRAFICAS

Extratos brutos de lobeira, obtidos das amostras utilizadas na curva de
crescimento, foram submetidos a extracdo acido-base e analisados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), cujo equipamento estava acoplado a
um detector UV-VIS com arranjo diodo. A técnica acido-base para extracdo de
solamargina e solasonina em frutos de S. lycocarpum e procedimento analitico

foram desenvolvidos por Tiossi et al (2014).
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Foram obtidos cromatogramas em diferentes periodos de desenvolvimento das
células e comparados aos cromatogramas dos padrbes de glicoalcaloides
esteroidais solamargina e solasonina, gentilmente cedidos pelo prof. Dr. Jairo K.

Bastos, conforme Figura 15.

Figura 15 — Cromatogramas de extratos de células de S. lycocarpum apds extracao
acido-base ap0s o inicio da cultura (A) 3 dias, (B) 6 dias, (C) 15 dias, (D)
solamargina (E) solasonina
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A comparacdo entre os cromatogramas dos padrdes dos glicoalcaloides alvo

e 0s cromatogramas das amostras de lobeira comprovou que as células em

suspensao nao produzem tais compostos.

A técnica de adicdo de precursores de glicoalcaloides foi realizada, utilizando
como precursores colesterol e arginina separados e combinados, conforme
protocolo testado em outras espécies de Solanum (OOl et al.,, 2016), mas nao
produziu tais substancias em células desdiferenciadas de S. lycocarpum.

Para se obter um perfil quimico amplo das células de lobeira, fez-se extracao

com etanol PA e o extrato etandlico bruto foi analisado por cromatografia liquida de

ultra eficiéncia acoplado a espectrometria de massas (CLAE qToF/MS ) como

apresentado na Figura 16.
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Figura 16 — Cromatograma do extrato etandlico bruto de lobeira

EXTRATO_ETOH_LOBEIRA_221118TEST4_SUB
1004

0.54
251.1379

0.64

251.1379 3.33
633 7.86
474.2628 5762710 6252570
3.39 4.70
474.2583 6953671

2.33

531.3206

9.51
625.2570
9.94
625.2570

15.61

TOF MS ES+

18.21 TIC

8285979 | 1825 2.99e7
784.5748

2161
782.5670

21.75
782.5670
18.80
758.5723

19.37
1612 5506315

6344526 19.42

7.46 338.3425
286.2202

284.3322

14.86
5203414

1154 1317 14.62
274.2747 3162849 520.3414

1 Time

T T T T T
10.00 12.00 14.00

T T T T T T T T T
16.00 18.00 20.00 22.00 24.00

Os dados de espectrometria de massas de alta resolucdo exibidos no

cromatograma da Figura 16 ndo evidenciam a presenca dos compostos de m/z
868,5077 ([M+H]") ou m/z 884,4989 ([M+H]"), que se referem, respectivamente, a

solamargina e a solasonina (BURGER et al., 2018).

Esse resultado analitico por CLAE gToF/MS demonstrou que as células

cultivadas ndo acumularam glicoalcaloides anteriormente descritos na literatura,

como acumulados em frutos de S. lycocarpum.

Apesar de ndo apresentar os glicoalcaloides esteroidais, a analise por CLUAE

g-ToF/MS apresentou substancias com m/z 625.2570, [M+H]".

Para refinar a busca dessas substancias, foram efetuadas melhorias no

método, apresentando o cromatograma desse extrato etandlico bruto de lobeira

(Figura 17) apenas substancias que contém m/z 625,25.

Figura 17 — Cromatograma do pico base (BPC) do extrato etandlico bruto de S.
lycocarpum com sinais de substancias com m/z 625,25
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As substancias no cromatograma anterior que possuem sinais de absorbéancia
relativa mais pronunciada e com espectros de massas de m/z 625.25, sdo aquelas
com tempos de retencéo 9,1; 9,9; 10,3 e 10,5 minutos.

A andlise dos espectros de fragmentacdo de tais substancias mostrou
fragmentacdo semelhante, sendo que os sinais dos fragmentos 325.10, 351.08 e
462.19 foram mais intensos em todos eles. Vale ressaltar que a primeira substancia
apresentou apenas o ion molecular 647.23 Da equivalente a molécula sodiada e néo

da molécula protonada 625.25 Da (Figura 18).

Figura 18 — Espectro de massas da fragmentacéo das substancias de m/z 625,25 do
extrato etandlico bruto de células de lobeira nos tempos de retencéo (A) 9,1 min, (B)
9,7 min, (C) 10,3 min e (D) 10,5 min
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Analises por CLUAE ¢g-ToF/MS n&o permitiram confirmar de maneira
inequivoca quais substancias estdo presentes no extrato, pois 0s quatro sinais
referentes aos tg 9.1, 9.7, 10.3 e 10.5 min (Figura 18), apresentam 0S mesmos
valores de m/z 625.25, além de ions fragmentos iguais para todas as substancias.

Os ions m/z 625.2544 e 625.2542, e seus respectivos ions fragmentos de m/z
325.10, 351.08, 462.19 e 488.17, quando comparados com os dados da literatura,
sugerem a presenca de uma ou mais lignanamidas, como grossamida
(BOLLEDULLA et al. 2012), canabisina F (XU et al., 2018) e toreliamida A (GE et al.,
2008), que, por serem isdmeras e apresentarem mesmos dados de MA, necessitam
de outras técnicas para serem identificadas de maneira incontestéavel (Figura 19).

Figura 19 — Comparacéo das férmulas moleculares, férmulas estruturais e massa
exata de grossamida, toleriamida A e canabisina F
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Com a finalidade de se confirmar a presenca de lignanamidas no extrato
etandlico bruto de S. lycocarpum, realizou-se analise em cromatografia por CLAE-
UV/VIS utilizando nova fase mével, para que as substancias pudessem ser isoladas.

A analise exploratéria do extrato etandlico bruto de lobeira em fase moével
(ACN:H20) possibilitou um maior espacamento dos tempos de retencdo das

substéancias de interesse, cujos perfis UV se assemelham ao perfil de lignanamidas
(Figura 20).

Figura 20 — (A) Cromatograma do extrato etandlico bruto e (B) perfis da banda de
absorcédo de possiveis lignanamidas
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Os compostos foram selecionados e comparadas as suas caracteristicas
espectrais de UV com metabdlitos da literatura de mesma classe dos compostos de

interesse, conforme Figura 21.

Figura 21 — Perfil da banda de absorc¢édo de lignanamida
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Fonte: Nigro et al.,2020.
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A fim de isolar os compostos de interesse, extragdo em cartuchos SPE foi
efetuada. Foi utilizado 851 mg de extrato etandlico bruto de células em suspenséo.
As quatro fracbes foram secas, e trés delas apresentaram solidos cristalinos,”

conforme Figura 22.

Figura 22 — Fracdes do extrato de S. lycocarpum apds separacao por cartucho SPE,
cujas eluicdes foram em ACN: H,O (A) (25:75), (B) (50:50), (C) (100:0) e (D)
AcOEt/ACN

As massas obtidas em A, B, C e D foram respectivamente 4,22 mg, 5,88 mg,
6,72 mg e 7,99 mg.

Para o isolamento, adotou-se um método isocratico ACN:H,0 (30:70) e foram
coletadas quatro substancias de tempos de retencdo distintos para andlise (Figura
23)
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Figura 23 — Cromatograma da fracao separada por SPE ACN:H,O (50:50) em CLAE,
modo preparativo
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Os compostos foram selecionados em comparacdo com caracteristicas
espectrais de UV de metabdlitos de mesma classe dos compostos de interesse
(Figura 24).

Figura 24 — Espectros UV das substancias coletadas (L1, L2, L6 e L7) que possuem
perfil semelhante aos de lignanamidas comparados aos da literatura
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6.41SOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE COMPOSTO DE INTERESSE

Foram coletados substancias em CLAE em coluna preparativa, a partir de 12

mg de amostra, e as analises foram submetidas a experimentos de RMN 1D e 2D.

As substancias analisadas, denominadas L de 1 a 7, tinham massas L1: 1,0 mg, L2:
1,5 mg, L3: 2,97 mg, L4: 0,4 mg, L5: 0,3 mg, L6: 0,3 mg e L7: 0,3 mg. No entanto,

apenas a amostra L, possibilitou sua identificag&o.

A andlise dos espectros de RMN de *H (Figura 25) da substancia coletada no

TR 2,21 min, em conjunto com os espectros de RMN de **C (Figura 26), mapas de

contorno HSQC (Figura 27) e HMBC (Figura 28) levaram a identificacdo da

substancia N-cafeoil-putrescina (Figura 29).

Figura 25 — Espectro de *H da amostra N-cafeoil-putrescina (600 MHz; DMSO-d6)
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Figura 26 — Espectro de *C da amostra N-cafeoil-putrescina (150 MHz; DMSO-d6)
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Figura 27 — Mapa de contorno HSQC da amostra N-cafeoil-putrescina (600 MHz;
DMSO-d6)
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Figura 28 — Mapa de contorno HMBC da amostra N-cafeoil-putrescina (600 MHz;
DMSO-d6)
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Figura 29 — Formula estrutural da N-cafeoil-putrescina
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Chemical Formula: Cy3H1gN,03
Exact Mass: 250,13

A Tabela 2 apresenta os dados espectrais da substancia isolada.

Tabela 2 — Dados de RMN H e *3C da substancia isolada

N-cafeoil-putrescina (DMSO-dg) N-cafeoil-putrescina *( CD3;0D)
H () =c H (5)
(ppm)

c-1 - 145,7 -
C-2 - 1474 -
c-3 6,74 (1H, d, J=8.2 Hz) 115,7 6.76 (1H, d, J=8.2 Hz)
C-4 6,82 (1H, dd, J=2.1 Hz, 8.2 Hz) 120,2 6,89 (1H, dd, J=2.1 Hz, 8.2 Hz)
C-5 - 126,3 -
C-6 6,9 (1H, d, J=2.1 Hz) 113,8 6,99 (1H, d, J=2.1 Hz)
C-7 7,23 (1H, d, J=15.7 Hz) 139,0 7,38 (1H, d, J=15.7 Hz)
C-8 6,33 (1H, d, J=15.7 Hz) 118,4 6,34 (1H, d, J=15.7 Hz)
C-9 - 165,0 -
C-10 1,5 (4H, m) 26,0 1,66 (4H, m)
c-11 3,1 (2H, t, J=7.4 Hz) 37,6 3,32 (2H, t, J=7.4 Hz)
C-12 2,75 (2H, t, J=7.4 Hz) 38,6 2,94 (2H, t, J=7.4 Hz)
C-13 1,5 (4H, m) 26,0 1,66 (4H, m)

A analise dos espectros de massas da amostra apresentou duas substancias

com tg 3.41 e 1.90 min ambos apresentando m/z 251.1 e 251.3, respectivamente e
fragmentos m/z 234, 163, 145, 89 e 72, conforme Figura 30.
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Figura 30 — Cromatograma de ions totais (TIC) e espectros MS/MS das substancias

com tg 1.90 e 3.41 min. da amostra L1
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6.5ELICITACAO BIOTICA E ABIOTICA DE METABOLITOS DE INTERESSE

No presente trabalho, o experimento de elicitacdo para inducdo da producéao

de lignanamidas foi dividido em elicitagdo bidtica, cujo elicitor era extrato de micélio

de fungo, e elicitagdo abidtica utilizando Metil jasmonato. Neste experimento, foram

realizados 16 tratamentos, dentre os quais 8 tratamentos para o experimento com

fungo em duas concentracdes e 8 tratamentos para elicitacio com MeJa em duas

concentracdes (Tabela 3).
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Tabela 3 — Numeracéo dos tratamentos do experimento de elicitacdo para
estimulacéo da producao de lignanamidas em S. lycocarpum em suspensao

N° Extrato

1 Extrato de células do controle — sem adicdo de fungo 100 pug/mL

2 Extrato de células do controle — sem adicdo de MeJa 500 uM

3 Extrato do meio de cultura do controle — sem adicdo de fungo 100 pug/mL
4 Extrato do meio de cultura do controle — sem adicdo de MeJa 500 uM

5 Extrato do meio de cultura da amostra com adi¢cdo de MeJa 500 uM

6 Extrato de células da amostra com adicao de MeJa 500 uM

7 Extrato de células da amostra com adicao de extrato de fungo 100 pg/mL
8 Extrato do meio de cultura da amostra com adicdo de extrato de fungo 100 ug/mL
9 Extrato de células do controle — sem adi¢éo de fungo 10 ug/mL

10 | Extrato de células do controle — sem adi¢do de MeJa 50 uM

11 | Extrato do meio de cultura do controle — sem adigcdo de fungo 10 pg/mL
12 | Extrato do meio de cultura do controle — sem adicdo de MeJa 50 uM

13 | Extrato de células da amostra com adi¢do de MeJa 50 uM

14 | Extrato do meio de cultura da amostra com adicdo de MeJa 50 uM

15 | Extrato de células da amostra com adi¢céo de fungo 10 pg/mL

16 | Extrato do meio de cultura da amostra com adicdo de fungo 10 pg/mL

As amostras 1-2, 4-5 e 7-16 exibem quatro (4) substancias com tempos de
retencdo de 9.1, 9.7, 10.3 e 10.5 min. Seus respectivos ions precursores Sao:
647.2373 [M+Na]® para o primeiro pico e para os demais, 625.2544 [M+H]" e
647.2373 [M+Na]". Esses dados podem ser observados nas Tabela 4 (tratamentos
de células) e Tabela 5 (tratamentos do meio) e nos cromatogramas e espectros de

massa das Figuras 31 a 34.
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Tabela 4 — lons precursores, ions fragmentos e area dos picos das amostras
do experimento de elicitacdo, para 0s picos cujos ions precursores sdo 625.25
[M+H]" e 647.23 [M+Na] *

Tempos de m/z Fragmentos Area dos
retencéo (tg) [M+Na]+ e/ou [M+H]+ m/z picos
Tratamento 1

9.111 647.2373 462.19; 351.08; 325.10 10148.4
9.726 625.2544; 647.2373 462.19; 351.08; 351.08; 325.10 169958.7
10.313 625.2542; 647.2373 462.19; 351.08; 325.10 18485.05
10.573 625.2544; 647.2373 462.19; 351.08; 325.10 38027.17
Tratamento 2
9.099 647.2376 462.19; 351.10; 325.10 17097.51
9.736 625.2540; 647.2357 488.17; 462.19; 351.08; 325.10 186629.98
10.312 625.2536; 647.2359 488.17; 462.19; 351.08; 325.10 78464.06
10.572 625.2544; 647.2357 488.16; 351.08; 325.10 45872.88
Tratamento 7
9.111 647.2362 462.11; 351.08; 325.10
9.715 625.2542; 647.2355 462.19; 351.08; 325.10 27948.79
10.313 625.2540; 647.2362 488.16; 351.08; 308.06 16597.22
10.579 625.2544; 647.2360 488.16; 462.18; 14504.51
Tratamento 9
9.092 647.2391 462.19; 351.08; 325.10 13582.95
9.735 625.2544; 647.2362 462.19; 351.08; 325.10 153717.3
10.316 625.2538; 647.2355 462.19; 351.08; 325.10 58936.89
10.599 625.2542; 647.2361 462.19; 351.08; 325.10 35680.33
Tratamento 10
9.111 647.23 462.19; 351.08; 325.10 26194.34
9.732 625.2526; 647.2373 462.19; 351.08; 325.10 393612.3
10.33 625.2540; 647.2353 462.19; 351.08; 325.10 123395.5
10.596 625.2543; 647.2364 462.19; 351.08; 325.10 55202.28
Tratamento 13
9.086 647.235 462.18; 351.08; 325.10 8049.48
9.728 625.2542; 647.2362 462.19; 351.08; 325.10 78983.34
10.304 625.2547; 647.2374 462.19; 351.08; 325.10 34877.11
10.559 647.233 351.12; 325.10 13425.54
Tratamento 15
9.115 647.235 462.18; 351.08; 325.10; 121.06 13368.33
9.791 625.2515; 647.2334 462.18; 351.08; 325.10 198238
10.334 625.2514; 647.2329 351.8; 325.10; 121.06 80061.81
10.611 625.2515; 647.2329 351.08; 325.10; 121.06 41619.4
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Tabela 5 — Analise das amostras de meio de controle e elicitacéo e area dos

picos de ions precursores 625.25 [M+H]" e 647.23 [M+Na]*

Tempos de m/z Fragmentos Area dos
retencao (tg) [M+Na]+ e/ou [M+H]+ m/z picos
Tratamento 4
9.694 625.2546; 647.2357 462.1909; 351.0859; 325.1069 161490.4
Tratamento 5
9.095 647.2373 462.1906; 351.0861; 325.1070 7197.45
9.754 625.2543; 647.2354 462.1907; 351.0856; 325.1068 75181.91
10.313 625.2545; 647.2360 462.1902; 351.0856; 325.1075 34980.23
10.596 625.2542; 647.2343 462.1917; 325.1067 20365.4
Tratamento 8
0731 625.0530: 647.2362 488.1683; 462.1909; 351.0863;
325.1072 45272.06
Tratamento 11
9.091 647.2364 462.1900; 351.08583; 325.1064 7538.67
9.733 625,2519; 647,2341 462.1897; 351.0854; 325.1062 89439.47
10.315 625,2556; 462.1915; 351.0860; 3650.43
10.597 625,2533 351.1284; 325.1077 3373.8
Tratamento 12
9.284 625,2534; 647,2354 462.1905; 325.1063 146833
9.776 625,2532; 647,2351 462.1910; 351.0860; 325.1091 1722061
10.308 625,2544; 647,2373 462.1915; 351.0865; 325.1063 153725.4
Tratamento 14
488.1681; 462.1896; 351.0851;
5047 647.2367 325.1063 13368.33
488.1662; 462.1903; 351.0855;
9723 625.2527; 647.2351 325.1067 400292.13
Tratamento 16
9.062 647 2335 462.1890; 428.1476; 402.1697;
351.0845; 121.0646 23857
9.71 625.2521; 647.2332 462.1890; 351.0847; 325.1057 108069.9
10.319 625.2527; 488.1686; 351.0854; 11623.42
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Figura 31 — Cromatograma (A) do tratamento 10 e espectro de massas nos tempos
de retencéo 9,1 min (B), 9,7 min (C), 10,3 min (D) e 10,5 min (E)
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Figura 32 — Cromatograma (A) do tratamento 12 e espectro de massas nos tempos
de retenc¢éo 9,1 min (B), 9,3 min (C), 9,7 min (D) e 10,3 min (E)
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Figura 33 — Cromatograma (A) do tratamento 14 e espectro de massas nos tempos
de retencdo 9,1 min (B) e 9,7 min (C)
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Figura 34 — Cromatograma (A) do tratamento 15 e espectro de massas nos tempos
de retencéo 9,1 min (B), 9,7 min (C), 10,3 min (D) e 10,6 min (E)
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(E) x104 +ESI Scan (rt: 10,555-10,611 min, 11 scans) Frag=310,0V CID@2,0 lob15_250ppm_1509.d
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ApoGs o experimento de elicitacdo, anélises cromatograficas das substancias
de m/z [M+H]" 625.25 demonstraram que a maior intensidade foi notada no tempo
de retencdo de 9,7 min, na maioria dos tratamentos.

Pelas Tabelas 4 e 5 e cromatogramas das Figuras 33 e 34, observa-se que
nos tratamentos 14 e 15 (meio de cultura do tratamento elicitado com 50 uM MeJa e
células elicitadas com fungo 10 upg/mL, respectivamente) houve uma maior
absorbancia relativa em tg 9,7 min em relagcdo aos demais tratamentos, sendo que o
tratamento 14 teve area de maior absorbancia mais que o dobro em relacdo ao
tratamento 15. Comparando-se 0s experimentos, a partir das concentracdes de
elicitores no 20° dia (Figura 35) e 22° dia (Figura 36), pode-se verificar a melhor

condicao de elicitacao: elicitagdo com MeJa 50uM.

Figura 35 — Grafico comparativo dos tratamentos do experimento de elicitacdo com
extrato de fungo (100 ug/mL) e MeJa (500uM)
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Extrato de células da amostra com adi¢do de MeJa 500 uM

Extrato de células da amostra com adicdo de extrato de fungo 100 pug/mL
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Figura 36 — Grafico comparativo dos tratamentos do experimento de elicitacdo com
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A area total do pico da lignanamida elicitada de tempo de retencéo 9,7 min

para os experimentos no 20° dia e no 22° dia estéo representados, respectivamente,

nas Figuras 37 e 38.

No experimento de elicitagdo realizado no 20° dia, nem o elicitor biético, nem

o elicitor abidtico foram eficientes para aumentar a area do pico de tg 9,7 min.

A elicitacdo realizada no 22° dia de cultura mostrou que o metil jasmonato na

concentracdo 50 uM possibilitou 0 aumento da area do pico de tg 9,7 min em 23%,

meio de cultura e células juntamente, em relacdo ao controle e, analisando-se

apenas o0 meio de cultura, ele promoveu um aumento de 147% em relagcdo ao meio

de cultura do controle.



Figura 37 - Area total (meio de cultura e células) do pico de tg 9,7 min do
experimento de elicitac&o realizado no 20° dia de cultura
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Figura 38 - Area total (meio de cultura e células) do pico de tg 9,7 min do
experimento de elicitacéo realizado no 22° dia de cultura
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7 DISCUSSOES

7.1CULTIVO DE CELULAS E ANALISES CROMATOGRAFICAS

A inducédo de calos a partir de explante de folhas de S. lycocarpum utilizando
meio MS, 3% de sacarose e suplementado com 2 mg/L de ANA produziu calos de
aparéncia friavel e, apds subcultivos, foram introduzidos em suspensao.

A cultura de células em suspensdo atendeu as expectativas de suspensao
fina de células, com poucos grumos. Efetuada a curva de crescimento, observou-se
que o crescimento maximo deu-se no 6° dia de cultivo, em que a biomassa quase
triplicou em relacao ao inicio da cultura.

Para culturas celulares de plantas, é desejado se obter calos friaveis e
suspensdes celulares finas, pois, segundo Ramulifho e colaboradores (2019), calos
fridveis proporcionam crescimento rapido in vitro e, em suspensao, as células de
cultura finamente suspensa possibilitam maiores taxas de multiplicacdo celular, em
ciclo de vida curto.

Estudos sobre cultura de células de explantes de folhas de S. lycocarpum
ainda nao foram publicados e seus metabdlitos devem ser estudados para obtencéo
de possiveis novos farmacos, visto que a cultura de células vegetais em suspenséao,
guando otimizada, € uma eficiente biofabrica de produtos naturais.

Investigou-se inicialmente a presenca de glicoalcaloides em células de S.
lycocarpum, utilizando extracdo acido-base prépria para alcaloides ja estabelecida
por Tiossi e colaboradores (2014), mas nado foram encontrados. Uma alternativa
para ativar a producdo desses compostos é a adicdo de precursores presentes na
biossintese da parte aglicona desses alcaloides esteroidais, como o colesterol e a
arginina, adaptando-se nitrogénio derivado de aminoacidos (AL SINANI; ELTAYEB,
2017).

Apesar desse bioprocesso de adicdo de precursores para producao de
alcaloides esteroidais ter sido satisfatorio em raizes de outras espécies de Solanum,
para células em suspenséo de lobeira ndo se mostrou eficiente.

Buscando-se a obtencdo de outros metabdlitos com atividades
farmacoldgicas, utilizou-se a técnica de cromatografia liquida em extrato etandlico de

células em suspensao.
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Pesquisas ja foram efetuadas com relagdo a extrato etandlico e fracdes de
folhas de S. lycocarpum. Encontraram em sua composi¢cdo compostos fendlicos com
atividades anti-inflamatdria, antibacteriana e antioxidante (COSTA et al., 2015).

Os resultados das anélises cromatograficas por CLUAE g-TOF/MS mostraram
no extrato etanolico quatro substancias com m/z 625.25 ([M+H]") e com diferencas
apenas nas outras duas ultimas casas decimais. Pesquisas em banco de dados de
massas e na literatura sugeriram a presenca de grossamida (8), lignanamida que ja
foi constatada em outras espécies de Solanum, como Solanum melongena (IM et
al., 2016).

Lignanamidas sao moléculas de grande importancia biotecnoldgica devido a
sua acdo neuroprotetiva (LUO, 2017). Pela metodologia de espectrometria de
massas, esses compostos ja foram encontrados nas espécies Solanum melongena
L. (SUN et al., 2015) e Solanum tuberosum (KING; CALHOUN, 2010). As quatro
substancias com m/z 625.25 ([M+H]") que apareceram no extrato etandlico bruto de
S. lycocarpum, mas que possuem tempos de retencao distintos, apontam que essa
espécie também metaboliza lignanamidas, mas que ainda ndo haviam sido
descritos na literatura.

A massa exata de C3sH36N,0g 625.2544 [M+H]" corrobora com Karim et al
(2011), que obteve a massa acurada m/z 625.2549 e, por RMN, identificou o
composto como grossamida, uma neolignanamida diidrobenzofurana encontrada em
Atriplex dimorphostagia, importante por suas atividades neuroprotetivas (LUO et al.,
2017). Os dados experimentais, em conjunto com dados obtidos na literatura de MS
isolados de espécies de Solanum indicam fortemente a presenca de grossamida (8)
(KING; CALHOUN, 2010; SUN et al., 2015), cuja massa [M+H]" observada
(C36H36N,03) € m/z 625.2543.

Em andlise dos espectros de ions de fragmentacdo das substancias de m/z
625.2544, obtiveram-se fragmentos 325.1036, 338.1392, 351.0867, 462.1913 e
488.1704, que, comparados aos obtidos na literatura e apresentados na Figura 39,
sdo caracteristicos da grossamida (8) (BOLLEDDULA et al., 2012).
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Figura 39 — Cromatograma (A) do tratamento 15 e espectro de massas nos tempos
de retencéo 9,1 min (B), 9,7 min (C), 10,3 min (D) e 10,6 min (E)
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OH

massa exata 462.19 massa exata 325.11

Fonte: Bolleddula et al., 2012

Esses pesquisadores identificaram, a partir de analises por LC-HRMS, em
frutas de Withania sominfera, dois isdbmeros cis/trans grossamida (Figura 40), os
quais apresentam formula molecular CsgHzsN2Os, m/z 625.2538 [M+H]" e ions
fragmentos m/z 488.1704, 462.1913, 351.0865 e 325.1072.

Figura 40 — Férmula estrutural da cis/trans grossamida
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OH
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Sun e colaboradores (2015) ao investigarem fitoquimicamente a espécie
Solanum melongena L, perceberam um perfil de espectro de massas semelhante a
grossamida (8), mas que foi identificada como canabinisa F (14). Essa lignanamida
também foi encontrada em Solanum nigrum L. e seu efeito neuroprotetivo foi
comprovado em células SH-SY5Y (LI et al., 2019).

Estudos recentes em sementes de canhamo, utilizando as técnicas de HR-
MS/MS de modo negativo, identificaram a presenca de amidas fenilpropanoides e
seus derivados, as lignanamidas, dentre elas, a grossamida (8) e canabisina (14),
que também apresentaram ions fragmentos semelhantes. Utilizando observactes de
MS e de espectros UV-DAD, esses isdmeros foram supostamente identificados. O
extrato foi avaliado quanto a sua atividade anticancerigena, inibindo a proliferacao
de células U-87 (NIGRO et al., 2020).

A canabisina F (14) também € um isémero da grossamida (8), mas apresenta
diferentes ions fragmentos quando comparados com a grossamida, como observado

na Tabela 6.

Tabela 6 — Comparacéo da fragmentacdo de massas de compostos com
mesma massa exata 625,2544

m/z, [M+H]" Férmula Fragmentos
molecular observados
Composto Observada Calculada [M+H]" MSe Msms — Referéncia
(m/z)
Cis- 625.2546 625.2544 CasH37N,Og 488.1699, Bolleddula et
grossamida 462.1909, al. (2012)
351.0865,
325.1072
Trans- 625.2538 625.2544 C36H37N,0g 488.1704, Bolleddula et
Grossamida 462.1913, al. (2012)
351.0867,
338.1392,
325.1076
Canabisina F 625.2521 625.2544 CaeH37N>Og 488,377, Xu et al.

(2018)
298, 164, 136
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Karim et al. (2011) legitimaram também a semelhanca dos espectros MS/MS
entre as lignanamidas grossamida (8) e toleriamida A (15), ambas com massa exata
[M+H]" 625.2544. Inclusive, descreveram a dificuldade de identifica-los por
espectrometria de massas, pois sdo isbmeros de posicdo. A toreliamida A € uma
lignanamida ainda pouco estudada. Na literatura, ela sé foi descrita em duas
espécies: Chloranthus angustifolius Oliv. (LIU, 2015), e Mitrephora thorelii (GE;
THANG; YE, 2008), nenhuma delas do género Solanum.

As quatro substancias possuem a mesma massa exata e ions fragmentos
semelhantes, assim, foi realizada uma andlise mais detalhada dos dados de
espectometria de massas e da literatura para a formula molecular C3sH36N,0g com
massa exata 625.2544, que apontou trés possibilidades: grossamida (8), toreliamida
A (15) e canabisina F (14) (Figura 41).

Figura 41 — Férmulas estruturais de grossamida, toleriamida A e canabisina F
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A grossamida (8) e toleriamida A (14) sdo isOmeros de posicdo e, por
espectrometria de massas, ndo podem ser identificadas de maneira inequivoca.

Verificando as fragmentacdes de massas das substancias cujos tempos de
retencdo sdo 10,3 e 10,6 min do extrato etandlico bruto, observou-se o fragmento
298 (Figura 42), indicando a possibilidade da presenca de canabisina F (14) nessa

amostra (Xu et al., 2018).

Figura 42 — Espectro MS/MS do extrato etandlico bruto com ion fragmento 298, nos
tempos de retencéo 10,3 (A) e 10,6 min (B)
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Observando os dados de espectros UV obtidos por cromatografia
liquida de alta eficiéncia, cuja fase movel utilizada foi ACN: H,0, pode-se afirmar que
as lignanamidas estdo presentes em extrato etandlico bruto de S. lycocarpum. Os
compostos foram selecionados em comparagcdo com caracteristicas espectrais de
UV de metabdlitos de mesma classe dos compostos de interesse, em que 0S

maximos de absorbancia e tr estdo representados na Tabela 7.



Tabela 7 — Dados UV de possiveis lignanamidas encontradas no extrato

etandlico bruto de S. lycocarpum

Tempo de retencao

(tr)

UV Amax (nm)

2,21
5,84
10,72
20,53

187, 292, 328
197, 206, 293, 318
197, 220, 292, 317
196, 225, 297
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Zhou e colaboradores (2018) identificaram lignanamidas em extratos de

sementes de Cannabis sativa L., através das andlises realizadas por cromatografia

de camada gasosa, e obtiveram maximos de absorbancia UV apresentados na

Tabela 8.

Tabela 8 — Dados UV de algumas lignanamidas encontradas em sementes de
Cannabis sativa L.

Composto UV Amax (nm) Peso molecular  Férmula
Molecular
N-trans- 220, 290, 320 299 C17H17NO4
caffeoyltyramine
canabisina C 225, 245, 285, 335 610 C35H34N20g
canabisina D 222, 245, 285, 335 624 C36H3sN20g
canabisina E 221, 281, 315 642 CzsH33N20g
canabisina F 221, 285, 320 624 CaeH3sN205
Grossamida 221, 285, 300, 320 624 C3H3sN20g
3,3’ -dimetil- 225, 285, 300, 320 596 C34H32N20s
grossamida

Comparando-se os dados exibidos nas Tabelas 7 (amostra) e Tabela 8

(literatura), pode-se verificar a semelhanga dos maximos de absorbéncia, fato esse

que se confirma com presencga de lignanamidas em células de S. lycocarpum.

Com relacdo a substancia isolada, os espectros de RMN de *H mostraram

dois sinais caracteristicos na regido de hidrogénios aromaticos; hidrogénios de
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ligacdo dupla; um hidrogénio ligado a grupamento nitrogenado; além de trés grupos

metilénicos.

A Tabela 9 apresenta os dados espectrais em comparacdo com os dados
espectrais da N-cafeoil-putrescina da literatura (MORIMOTOA et al., 2018).

Tabela 9 — Dados de RMN 1H e 13C da N-cafeoil-putrescina em comparacao
com a N-cafeoil-putrescina da literatura

N-cafeoil-putrescina (DMSO-de)

N-cafeoil-putrescina *(

CD50D)

1H (5) 13C 1H (5)

(Ppm)

C-1 - 145,7 -
C-2 - 147.,4 -
C-3 6,74 (1H, d, J=8.2 Hz) 115,7 6.76 (1H, d, J=8.2 Hz)
C-4 | 6,82 (1H, dd, J=2.1 Hz, 8.2 Hz) | 120,2 | 6,89 (1H, dd, J=2.1 Hz, 8.2 Hz)
C-5 - 126,3 -
C-6 6,9 (1H, d, J=2.1 Hz) 113,8 6,99 (1H, d, J=2.1 Hz)
C-7 7,23 (1H, d, J=15.7 Hz) 139,0 7,38 (1H, d, J=15.7 Hz)
C-8 6,33 (1H, d, J=15.7 Hz) 118,4 6,34 (1H, d, J=15.7 Hz)
C-9 - 165,0 -
C-10 1,5 (4H, m) 26,0 1,66 (4H, m)
C-11 3,1 (2H, t, J=7.4 Hz) 37,6 3,32 (2H, t, J=7.4 Hz)
C-12 2,75 (2H, t, J=7.4 Hz) 38,6 2,94 (2H, t, J=7.4 Hz)
C-13 1,5 (4H, m) 26,0 1,66 (4H, m)

Fonte: MORIMOTOA et al. (2018)

A analise dos espectros de massas da amostra L1 apresentou duas

substancias com tg 3.41 e 1.90 min, ambas apresentando m/z 251.1 e 251.3,

respectivamente e fragmentos m/z 234, 163, 145, 89 e 72. A comparagao dos dados

de espectrometria de massas (MS e MS/MS) com os da literatura (VOYNIKOV et al.,
2016; ALMOULAH et al.,, 2017) (Tabela 10), além dos dados de RMN, pode-se
concluir de ambas substancias sao isbmeros de N-cafeoil-putrescina, Ci3H1gN203, a

qual faz parte da familia de HCAAs.
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Tabela 10 — Dados de MS e MS/MS das substancias com tg 1.90 e 3.41 min. da
amostra L1 em comparacdo com a N-cafeoil-putresina da literatura®®

Nome (rr:?n) Amostra L1 Literatura 1* Literatura 2B
251.3,
234.1,
163.1,
1.90 [ZI\Q-;.T 145.1, 251.14
' 135.0, 251.14, 234'11’
. 89.0, 163.04, o
N-cafe_0|l 719 [M+H] 115.09. [M+H] 163.04,
putresina 251.13901 251.13901 115.09,
251.3, 89.11, 39 11
233.9, 72.08 72' 08’
341 [M+H] 163.1, )
' 251.3 145.0,
89.0,
71.5

Fonte: “Voynikov et al., 2016; "Almoulah et al., 2017

Lignanamidas e fenolamidas ja foram identificadas em diversas espécies de
Solanum, como ja relatado anteriormente. Estudos da literatura, ja pontuados neste
trabalho, mostraram que a via biossintética de ambas as classes é a via do
chiquimato, que sofre uma ramificacdo do acido corismico em dois aminoacidos:
Tirosina, que € um precursor da N-trans-feruloiltiramina, e Fenilalanina, precursora
do Cafeoil-CoA. A partir dai, a via de biossintese pode passar por outra ramificacao,
em que o Cafeoil-CoA da origem as fenolamidas e a N-trans-cafeoiltiramina, essa,
acoplada a N-trans-feruloiltiramina, forma as lignanamidas, conforme esquema de

biossintese da Figura 43.
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Figura 43 — Esquema da via do chiguimato para formacao de lignanamidas e
fenolamidas
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LIGNANAMIDAS

6.2 ELICITACAO PARA IMPULSIONAR A PRODUCAO DE LIGNANAMIDAS

Para impulsionar a producdo de lignanamidas, nossos metabdlitos de
interesse, experimento de elicitagdo bibtico e abidtico foi realizado em células de S.
lycocarpum em suspensao.

Metabodlitos secundarios, por vezes, sdo produzidos em pequenas
quantidades em culturas de células desdiferenciadas. Sua producdo em maior
escala pode ser obtida com elicitores, tais como metillasmonato, quitosana, entre
outros (NAMDEO, 2007).

Varios extratos fungicos se mostram elicitores mais eficientes que quitosana e
quitina puras. Dentre os metabdlitos que tiveram sua producdo aumentada estdo
lignanas em suspensdes celulares em espécies Linum (RAMIRESZ-ESTRADA et al.,
2016).



84

Em culturas celulares, a utilizagdo de elicitores abidticos, como o
metiljasmonato (MeJa) pode aumentar o rendimento de biocompostos de interesse
farmacolégico. Um dos casos em que esse elicitor aumenta a producdo de
compostos de suma relevancia para a industria farmacéutica € em culturas de
células de Taxus, em que se aumenta a producdo de taxanos e taxol (VIDAL-
LIMON, 2018).

A dose e tempo ideais de exposi¢cao ao elicitor MeJa para uma acéo efetiva
sdo determinadas por estudos empiricos, sendo que o estagio da cultura no
momento do tratamento do elicitor, idade, duracdo da exposicdo e concentracao de
elicitores séo fatores decisivos para 0 sucesso de acumulo de biomassa e
metabdlitos secundarios (MURTHY; LEE; PAEK, 2014).

MA e colaboradores (2017) elicitaram células em suspensdo de Jerusalem
artichoke com vérios elicitores, entre eles MeJa em concentragdes de 25 a 300 uM
L™ e extrato de fungo Trichoderma viride de 30 a 150 mgL™, com trés repetices.

Comparando-se células de lobeira elicitadas (amostra 7 — elicitada com fungo
e amostra 6 elicitada com MeJa) com células sem elicitagdo (amostras 1 e 2) e
meios (amostras 8 do fungo e 5 do MeJa) com meios de células sem elicitacao
(amostras 8 e 5), pode-se observar que as maiores areas do pico cujo tempo de
retencdo é 9,7 minutos foram as éareas dos tratamentos 1, 2 e 4, que séao
respectivamente o extrato de células para controle do fungo (sem elicitacao), extrato
de células para controle do MeJa e meio de cultura sem adi¢do de MeJa. Conclui-se
também que com maior concentracdo de MeJa, ndo ha composto de interesse nas
células em suspensao.

Essa supressédo da producao da lignanamida de tg 9,7 min pela adicdo dos
elicitores MeJa (500 uM) e extrato de fungo ( 100 ug/mL) deve-se ao fato de que os
elicitores, nessas concentra¢des, desviaram a via metabdlica para a producéo de
outros compostos.

Observou-se que a elicitagdo de células com menor concentracdo de extrato
de fungo (10 pg/mL) foi mais eficiente em relacdo a elicitacdo de maior concentracao
(100 pg/mL) (amostra 15 x amostra 7), pois houve um aumento de aproximadamente
7 (sete) vezes em relacéo as areas do pico. Esse experimento com fungo também
possibilitou que as células secretassem metabdlito de interesse para o meio.

Apenas as células elicitadas com metil jasmonato 50 uM (tratamento 13),

tiveram area menor do que a area do experimento de controle. No entanto, a area do
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pico para a amostra de meio de cultura apés elicitacdo com MeJa 50 uM foi a maior
do experimento, provando que, essa concentracao foi a mais eficiente para obtencéo
do produto estudado, além de excretar para o0 meio o metabdlito alvo.

O tratamento 6 (elicitacdo de células com MeJa 500 uM) ndo apresentou o ion
precursor 625,25, aparecendo apenas no tratamento 13, no qual se utilizou 50 uM
de metillasmonato em células.

Nos meios de cultura, houve uma duplicacédo da area do pico com a utilizacéao
de extrato de fungo 10 pg/mL, o que foi comparado com o meio apds adicdo de
extrato de fungo 100 pg/mL.

O resultado comparando-se o0s meios de cultura apdés adicdo de
metiljasmonato também n&o foi diferente. Houve um aumento de aproximadamente
cinco (5) vezes da area do pico ao utilizar o elicitor em concentracdo 50 uM, quando
comparado a concentracao do elicitor de 500 uM.

Entre os elicitores, prop6s-se a comparacdo apenas em concentracdes
menores de elicitores para células, pois o tratamento 6 (metiljasmonato em
concentracdo 500 uM) nao apresentou o composto de m/z 625,25, aparecendo
apenas no tratamento 7 (adicdo de 100 ug/mL de extrato de fungo). Os tratamentos
13 e 15 (MeJa 50 uM e extrato de fungo 10 ug/mL, respectivamente), também de
células, apresentaram maior area do pico para concentracdo 10 ug/mL de extrato de
fungo.

Explorando os meios com elicitores, o0 meio da elicitagdo com extrato de fungo
100 ug/mL apresenta area seis (6) vezes maior que de metiljlasmonato 500 uM
(tratamentos 5 e 8). A area para o tratamento de concentragdo 50 uM metil
jasmonato é 3,7 vezes maior, se comparada ao tratamento com extrato de fungo 10
ug/mL (14 e 16).

A melhor condicéo de elicitag&o foi utilizando-se MeJa 50 uM. A adicao desse
elicitor, nessa concentracdo, possibilitou uma maior permeabilidade da parede
celular, sendo a lignanamida de tg 9,7 min excretada para o meio de cultura,
representando um aumento da area do pico de aproximadamente 147% quando
comparada a area do pico do meio de cultura do experimento controle para MeJa.
Comparando-se meio de cultura e células elicitadas, obteve-se um aumento de
23,3% da area total do pico em relacdo ao experimento controle. Como o composto

de interesse foi, em sua grande parte, excretado para o meio, esse experimento de
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elicitacdo, possibilitard o reaproveitamento das células para futuros experimentos de

elicitacdo e ampliacdo de escala.
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8 CONCLUSOES

A insercao de explante de folhas de S. lycocarpum promoveu a propagacao
de calos friaveis. Os calos de S. lycocarpum adaptaram-se muito bem as condi¢des
de cultivo em suspensao, constituindo-se uma fonte adequada para a producao
continua e monitorada de metabdlitos bioativos.

Analises fitoquimicas foram realizadas em extrato alcoolico bruto de células
de lobeira para estabelecimento do perfil quimico de constituintes com potencial
bioatividade. As analises por cromatografia liquida ndo comprovaram a presenca de
glicoalcaloides esteroidais, mas comprovaram a presenca de quatro lignanamidas,
de m/z 625,2544 e por serem isbmeros, apenas por técnica de MS e MS/MS nao
podem ser identificadas. Essas lignanamidas podem ser grossamida (cis/trans) ou
toleriamida A (isbmera de posicdo da grossamida), ambas lignanamidas com
esqueleto dihidrobenzofurano ou canabisina F (cis/trans), lignanamida do tipo
fenilpropeno, isbmera de cadeia da grossamida. Grossamida e canabisina F ja foram
encontradas em outras espécies de Solanum, ja a toreliamida, foi descrita apenas
em trés espécies, nenhuma delas do género Solanum.

Além das lignanamidas, foi identificada, por RMN e comprovada em
espectrometria de massas, uma amida de acido hidroxicinamico, denominada N-
cafeoil-putrescina. Essas fenolamidas ja foram encontradas em outras espécies de
Solanum, mas € a primeira vez que foi identificade em Solanum lycocarpum.

Nos experimentos de elicitacdo, as analises de cromatogréficas evidenciaram
um aumento da area do pico da lignanamida de tempo de retencdo 9,7 para a
amostra elicitada com metil jasmonato 50uM, inserida no 22° dia de cultura e tempo
de exposicdo ao agente elicitor de 7 dias. Comparando-se o0 meio de cultura da
amostra elicitada com o meio de cultura da amostra controle, obteve-se 147% de
aumento da area do pico da lignanamida alvo. A &rea total desse pico das amostras
de meio de cultura e de células elicitadas em comparacdo como as amostras
controle, apresentaram um aumento de 23%. Além do aumento da area do pico da
lignanamida de tg 9,7 min, o elicitor MeJa foi um eficiente permeabilizador da parede
celular, sendo a substancia alvo excretada para o meio, possibilitando futuros
experimentos para obtencao de lignanamidas no meio de cultura e que reutilizem as

células de S. lycocarpum.
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