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RESUMO

Os triterpenos quinonametideos (TQs) sdo substéncias naturais que apresentam
acdo anticancer. Eles ocorrem naturalmente em plantas da familia Celastraceae e
sdo marcadores quimiotaxdmicos destas. Entretanto, o principal obstaculo para
produzir em escala é a reduzida quantidade produzida nos tecidos de plantas
cultivadas in situ. Além disso, por estas moléculas apresentarem alta complexidade
estrutural, sua obtengéo através de sintese orgéanica é dificultada. Neste contexto, a
espécie Monteverdia floribunda (Celastraceae) foi selecionada como alvo deste
trabalho, visto que esta é produtora de triterpenos quinonametideos e sua introdugéo
in vitro poderd contribuir como fonte potencial de obtengcdo destes compostos.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi estabelecer a producdo de TQs a partir de
culturas in vitro de raizes de M. floribunda; isolar, identificar e avaliar a influéncia dos
enddfitos que hospedam a espécie na producéo de TQs; e estudar a biossintese dos
TQs isolados. Para isto, sementes de M. floribunda foram coletadas, desinfestadas e
introduzidas in vitro. ApGs a germinagao, as plantulas foram repicadas e as folhas
foram utilizadas como explantes para indugéo de raizes. Estas foram seccionadas e
transferidas para o meio WPM. O isolamento do microrganismo endofitico das raizes
de M. floribunda foi realizado com raizes adventicias axénicas cultivadas in vitro. Foi
realizada a elicitacdo das raizes adventicias de M. floribunda com a cultura filtrada e
com o liofilizado celular do microrganismo endofitico. Os teores dos TQs foram
determinados por CLAE. Para a determinagdo da rota biossintética dos TQs de M.
floribunda raizes cultivadas in vitro foram transferidas para meio de cultura contendo
1-13C-acetato de sodio e 2-3C-acetato de sddio. Foram obtidos espectros de RMN
de 3C dos TQs. A cultura in vitro de raizes de M. floribunda foi estabelecida com
sucesso. Foi detectada a producdo dos TQs: 22B-hidroximaitenina, maitenina,
celastrol e pristimirina nas raizes in vitro. Raizes in vitro de M. floribunda
acumularam mais TQs do que raizes de plantas in situ. Raizes cultivadas em
biorreatores produziram mais triterpenos quinonametideos que as cultivadas em
erlenmeyers. O microrganismo endofitico isolado foi identificado como
Methylobacterium thiocyanatum, e este produziu efeito elicitor na produgéo de TQs.
Os elicitores quimicos terbinafina, ancymidol e a giberelina e associacdo de
giberelina + paclobutrazol aumentou o teor do TQS até 10 dias de estimulo, depois
deste periodo os niveis se mantiveram constantes. Foi determinado que a
biossintese da maitenina ocorre pela via do mevalonato.

Palavras-chaves: Triterpenos quinonametideos. Celastraceae. M. floribunda.
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Abstract

Quinonametide triterpenes (QTs) are natural substances that exhibit anticancer
activity. QTs occur naturally in Celastraceae plants and are chemotaxonomic
markers for those species. However, QTs are produced in small quantities by plants
grown in situ what signify a great obstacle for their obtaining in large scale. Moreover,
because those molecules display high structural complexity, producing them via
organic synthesis is arduous. Based on this, in this work in vitro root cultures of
Monteverdia floribunda were established in order to isolate, identify and evaluate the
role of endophytes on the production of TQs. Furthermore, the biosynthesis of
isolated TQs was investigated. To start in vitro cultures, seeds of M. floribunda were
collected, sterilized and inoculated on semisolid MS medium. After germination,
leaves were excised from plantlets and cultured on WPM culture medium for root
induction. The isolation of the endophytic microorganism from the roots of M.
floribunda was carried out with axenic adventitious roots grown in vitro. The
adventitious roots of M. floribunda were carried out with the filtered culture and with
the cell lyophilisate of the endophytic microorganism.. TQ contents were determined
by HPLC. To verify the biosynthetic route of TQs M. floribunda in vitro roots were
transferred to culture medium added with 1-13C-sodium acetate and 2-13C-sodium
acetate and were analyzed by 13C NMR spectroscopy. Obtained results indicated
that M. floribunda in vitro cultures roots were successfully established and the
production of the TQs 22(3-hydroxy-maytenin, maytenin, celastrol and pristimerin was
determined demonstrating that M. floribunda in vitro roots accumulated more TQs
than in situ plants and that roots cultured in bioreactors produced more TQs than
roots cultured in Erlenmeyer flasks. The host endophyte isolated was identified as
Methylobacterium thiocyanatum it was observed to elicit TQ production. The
chemical elicitors terbinafine, ancymidol, gibberellin and paclobutrazol added with
gibberellin increased yields of TQs up to 10 days of elicitation, but after this period
TQ production remained stable. Finally It was determined that maytenin biosynthesis
occurs via the mevalonate pathway.

Keywors: Quinonamethide triterpenes. Celastraceae. M. floribunda. Eliciation.

Endophytic.



1 INTRODUCAO

Atualmente, a procura por novos farmacos de origem natural tem sido
conduzida por investigagdes interdisciplinares em parcerias com diversos grupos de
pesquisa no Brasil e no mundo. Esta procura por novas moléculas terapeuticamente
ativas se d& devido a crescente agressividade de doengas e a resisténcia aos
medicamentos usuais. Dentre as doencas que mais tém sido estudadas, estd o
cancer, que é a segunda principal causa de morte em todo o mundo (STEWART;
WILD, 2014).

Os triterpenos quinonametideos (TQs), destacam-se entre as moléculas
bioativas com efeitos antineoplasicos que estdo sendo investigadas, pois possuem
efeito antitumoral cientificamente comprovado contra diversos tipos de canceres
(NGASSAPA et al.,, 1994; ALMEIDA et al.,, 2010; ORAMAS-ROYO et al., 2010;
SUNG et al., 2010; SEO et al.,, 2011, HERNANDES et al., 2016). Esta classe de
substancias naturais (alvo desta pesquisa) é produzida apenas por espécies da
familia Celastraceae (BRUNING; WAGNER, 1978; GUNATILAKA, 1996), tais como
Cheiloclinium cognatum, Peritassa laevigata, P. campestris, Monteverdia aquifolium
e M. ilicifolia, sendo estas duas Ultimas, parte da lista da Relacdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse do SUS (RENISUS) no Brasil (BRASIL, 2009).

A busca por outras espécies de Celastraceae produtivas de triterpenos
quinonametideos € de grande importéancia, visto que, o descobrimento de espécies
mais produtoras podera contribuir como fonte potencial de obtencdo destes
compostos, e também existem poucos estudos em relagdo a producdo em escala
destes metabdlitos a partir de técnicas biotecnolégicas como, por exemplo, culturas
de tecidos in vitro, utilizando-se estratégias de elicitagdo (abidticas ou mesmo
bitticas).

Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo investigar a possibilidade
de produgdo in vitro de raizes de Monteverdia floribunda (Reissek) - Lundell
(Celastraceae) como fonte de triterpenos quinonametideos; isolar, identificar e
avaliar a influéncia dos enddfitos que hospedam a espécie na produgdo de TQs e

contribuir ao estudo de elucidag&o da biossintese dos TQs isolados.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O CANCER E SUA TERAPEUTICA

O céancer é a segunda principal causa de morte em todo o mundo. A
ocorréncia mundial da doenga no ano de 2012 foi de aproximadamente 14,1 milhdes
de novos casos e 8,2 milhdes de 6bitos (STEWART; WILD, 2014). Em 2015 o
ndamero de 6bitos subiu para 8,8 milhBes, sendo as mortes mais frequentes nos
canceres de mama (1,7 milhdes), pulméo (1,69 milhdes), figado (788 mil), intestino
(774 mil) e estbmago (754 mil) (WHO, 2018). A estimativa global até 2034 é de um
aumento de até 57 % de novos casos por ano, cerca de 22 milhées que terminardo
em 13 milhdes de mortes (STEWART; WILD, 2014).

Céancer € um termo genérico utilizado para designar um conjunto de doencas
caracterizadas por células anormais que se dividem sem parar, que invadem e se
espalham nos tecidos e 6rgdos adjacentes formando tumores. Além disso, algumas
células cancerigenas podem migrar para outras areas do corpo através do sangue
ou sistema linfatico (metéstase) formando tumores secundarios em locais longe do
tumor original (INCA, 2018; NCI, 2018; WHO, 2018).

A terapéutica do céncer pode ser feita através de cirurgia, imunoterapia,
radioterapia e terapia sistémica (quimioterapia ou terapia endocrina) (WHO, 2018).
Dentre estas, a mais utilizada € a quimioterapia (MANSOORI et al., 2017). Porém,
ainda que diversos tipos de cancer sejam inicialmente suscetiveis a quimioterapia,
estes podem com o tempo desenvolver resisténcia as drogas através de
mecanismos como: inativagao de drogas, alteragdo do alvo das drogas, efluxo de
drogas, reparo de danos ao DNA, inibicdo de morte celular e transicdo epitélio-
mesenquimal, bem como heterogeneidade inerente de células tumorais e efeitos
epigenéticos (HOUSMAN et al., 2014).

Segundo Mansoori et al. (2017) atualmente 90 % das falhas na quimioterapia
estdo relacionadas a resisténcia as drogas. Além disso, a elevada toxicidade
conferida aos quimioterpicos e seus efeitos colaterais reforcam a necessidade de
investigacdo de novas drogas antitumorais com menos efeitos colaterais e/ou com
maior eficiéncia terapéutica (DEMAIN; VAISHNAV, 2010). Diante desta
problematica, a busca por novos farmacos ainda € uma meta prioritaria para a

terapéutica do cancer.



2.1.1 Produtos Naturais Produzidos Por Plantas Como Fonte De Medicamentos

Anticancer

Produtos Naturais (PNs) sdo compostos quimicos convertidos e
transformados por organismos vivos como plantas, animais e microrganismos, para
que estes possam viver, crescer e se reproduzir. A capacidade de transformar e
sintetizar os produtos quimicos varia muito entre os organismos. As vias para
produzir e modificar substancias essenciais como o0s carboidratos, proteinas,
gorduras e acidos nucléicos, em geral, sdo as mesmas em todos 0s organismos com
pequenas variacdes e esses compostos sdo denominados metabdlitos primarios.
Diferentemente dos metabdlitos primarios normalmente encontrados em todos o0s
organismos, existem metabodlitos os metabdlitos secundarios que tém uma
distribuicdo muito mais limitada na natureza. Tais compostos sdo uma expresséo da
individualidade das espécies, sendo encontrados em organismos especificos ou
entdo em grupos de organismos (DEWICK, 2009).

Os metabdlitos secundarios podem ser constitutivos, estando sempre
presente num organismo ainda que possam variar em teor ou até mesmo com
alguma modificag&o estrutural. Além disso, esses compostos podem ser sintetizados
eventualmente como resultado da interagéo entre organismo e meio ambiente, como
por exemplo, substancias toxicas utilizadas na defesa contra predadores e
microganismos; atrativos volateis e corantes destinados a trair ou sinalizar algo
importante para outras espécies, bem como compostos cuja finalidade é contribuir
para a superacao de situacdes de estresse, advindo do ambiente onde o organismo
vive (WRIGHT, 2019).

Os metabdlitos secundarios sdo sintetizados a partir de intermediérios
biossintéticos derivados do metabolismo primério como acetil-coenzima A (acetil-
CoA), acido chiquimico, acido mevalénico e fosfato de metileritritol. Estes, mesmo
sendo poucos, permitem produzir um nimero infinito de PNs (DIAS et al., 2012).

A abundante diversidade de PNs corresponde a variados fatores, mas
principalmente a consideravel biodiversidade de organismos terrestres e marinhos
que ao longo de milh6es de anos vem evoluindo em resposta a pressdes bidticas e
abidticas, elaborando inUmeros metabdlitos secundarios com estruturas complexas e
consequentemente com variadas atividades biolégicas (DEMAIN; VAISHNAYV, 2010;
MISHRA; TIWARI, 2011). Assim, os produtos naturais, ao longo da historia, tem



exercido uma fungéo importante no tratamento de doengas humanas, principalmente
nas terapias contra o cancer (CRAGG; PEZZUTO, 2015).

Os compostos responséveis por estas atividades pertencem a diversas
classes de compostos como antraciclinas, enedienos, indolocarbazéies,
isoprenoides, macrolidiospolicetideos, peptideos néo ribossémicos, alcaloides, entre
outros (ELRAYESS; EL-HAK, 2019).

As moléculas com atividades antitumorais possuem diversos mecanismos de
acdo, como a indugéo de apoptose (morte celular programada) através da clivagem
do DNA mediada pela inibicdo da topoisomerase | ou IlI; permeabilizacéo
mitocondrial; inibicdo de enzimas chaves envolvidas na transducdo de sinais (por
exemplo, proteases) ou metabolismo celular; inibicdo da angiogénese induzida por
tumores (recrutamento de novos vasos sanguineos) (DEAMAIN; VAISHNAYV, 2010).
Em uma analise realizada por Newman e Cragg (2016) que abrangeu o periodo de
1940 até o final de 2014, das 175 pequenas moléculas aprovadas para o tratamento
de cancer, 49 % s&o PNs ou derivados diretamente destes.

Dentre o0s primeiros agentes anticancerigenos derivados de planta
comercialmente disponiveis destacam-se o0s alcaloides inddlicos vimblastina
(Velban®) e vincristina (Oncovin®) isolados a partir da espécie Catharanthus roseus a
partir dos quais, foram desenvolvidos analogos semissintéticos eficazes sendo
estes: vinorelbina (Navelbine®), vindesina (Eldisine®) e o mais recente vinflunina (um
analogo bifluorado de segunda geracdo da vinorelbina) (Javlor®).

Outros dois potentes agentes anticancerigenos semissintéticos foram
desenvolvidos a partir da podofilotoxina extraida das raizes da espécie Podophyllum
peltatum sdo eles: etoposido (Vepesid®) e teniposido (Vumon®). Além destes, os
taxanos sdo considerados uma das classes de quimioterapicos mais importantes
para o tratamento do cancer, e atualmente as duas drogas clinicamente mais
eficazes dessa classe sdo: paclitaxel (Taxol®), isolada originalmente da casca do
tronco da espécie Taxus brevifolia e o analogo semissintético docetaxel (Taxotere®),
sintetizado a partir da bacatina lll, que foi isolada das folhas de Taxus baccata.

Recentemente estdo disponiveis no mercado derivados da camptotecina,
extraida da espécie Camptotheca acuminada, utilizados como ativos anticancer. Sao
eles: o analogo semissintético conhecido como irinotecano (Camptosar®) e o
analogo sintético topotecano (Hycamtin®) (GRAGG; PEZZUTO, 2015).



Os produtos naturais, a par de todas as moléculas sintéticas utilizadas como
anti neoplasicas, sdo ainda a melhor op¢do de descoberta de novos agentes e
modelos para semissintese de ativos efetivos no combate ao cancer (NEWMAN;
CRAGG, 2020).

Além das drogas comercialmente disponiveis, outras moléculas bioativas
com efeitos antineoplasicos estdo sendo investigadas. Entre estas, se destaca as
que sdo produzidas por plantas da familia Celastraceae (HERNANDES et al., 2020).

As espécies da familia Celastraceae sdo produtoras de triterpenos
quinonametideos (TQs), em especial o celastrol e seu éster metilico a pristimerina,
22f3-hidroxi-maitenina e a maitenina que apresentam comprovada atividades

antitumoral (Figura 1).

Figura 1 - Exemplos de triterpenos quinonametideos encontrados em espécies de

Celastraceae.
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Fonte: Mayara Valdevite.



2.1.1.1 Triterpenos quinonametideos com atividade anticancer

A potencialidade anticancer da maitenina foi demonstrada em ensaios clinicos
com pacientes com carcinomas de amigdala, lingua e laringe, reduzindo de 40 a 60
% das lesbes e ndo apresentando toxicidade gastrointestinal e hematolégica
(SANTANA et al., 1971). A maitenina também apresenta atividade em diversos tipos
de células tumorais como: sarcoma 180 (tumor ascite), U343, B16, MCF7, entre
outras (ALMEIDA et al., 2010; COPPEDE, 2013; FOX, 1991; SETZER et al., 2001,
YELANI et al., 2010).

A atividade da pristimirina também foi confirmada por Yang et al., (2008)
frente as linhagens de préostata humana (PC-3, LNCaP e C4-2B), apresentando 3
vezes mais seletividade para células tumorais em relacdo as ndo tumorais. A agéo
antitumoral da pristimirina foi confirmada contra cancer de mama MDA-MB-231,
células tumorais de adenocarcinoma murino de mama (LM3), de pulméo (LPO7) e
células tumorais leucémicas HL-60 (WU et al., 2005; GOMES, 2008; COSTA et al.,
2008). Estudos realizados com o celastrol, outro triterpeno quinonametideo,
confirmaram a atividade citotoxica deste composto frente as linhagens tumorais de
adenocarcinoma, melanoma, células leucémicas e glioblastoma (LU et al., 2009;
CHEN et al., 2009, COPPEDE, 2013).

A promissora molécula celastrol apresenta atividade anti-cancer, anti-
inflamatoria, anti-hipertensiva e anti-diabética em inidmeros modelos celulares ja
executados in vivo. Esta molécula é promissora por apresentar uma potente acéo
contra glioblastoma multiforme, um tipo de tumor maligno agressivo intracranial que
acomete seres humanos. A combinacado de celastrol com outros farmacos promove
adicional estresse nos mecanismos homeostéaticos do tumor e pode acelerar a
resposta da toxicidade mediada por celastrol (BORIDY et al., 2014). Alguns
renomados grupos de pesquisa tém explorado a estrutura quimica do celastrol por
meio do design, sintese quimica e avaliagdo biolégica de analogos indol-celastrol, a
fim de obter moléculas ainda mais promissoras que o produto natural celastrol
(TANG et al., 2015).

Apesar do extenso potencial farmacologico dos TQs, existem fatores
limitantes a producdo de medicamentos a partir dessas moléculas: 1) essas
substancias sdo acumuladas exclusivamente nas raizes; 2) as raizes apresentam

crescimento lento; 3) a concentracdo dessas moléculas na raiz € muito baixa, menos



de 0,001 %; 4) a sintese quimica, até 0 momento, € inviavel em funcdo da elevada
complexidade estrutural. Nesta circunstancia, ferramentas biotecnolégicas como a
cultura de tecidos vegetais apresentam-se como uma alternativa viavel para
producdo dessas moléculas (PAZ, 2016; HERNANDES et al., 2016).

2.2 TECNICAS BIOTECNOLOGICAS PARA ESTUDO E OBTENCAO DE
METABOLITOS SECUNDARIOS

As culturas in vitro de células e 6rgdos vegetais tem sido fonte potencial de
metabdlitos secundarios, que sdo utilizados como produtos farmacéuticos,
agroquimicos, aromas, entre outros (MURTHY et al., 2014), a exemplo da cultura de
células e tecidos de Taxus brevifolia que resultou na producdo da substancia
antitumoral paclitaxel (Taxol®) e de Catharanthus roseus produtora dos alcaloides
vincristina e vimblastina (COLLIN, 2001; WEI, 2010).

A cultura de tecidos e 6rgdos possui inimeras vantagens, dentre estas se
destaca: 1) producdo continua e monitorada de metabdlitos de interesse, sem que
haja interferéncia sazonal; 2) a extracdo e isolamento da biomolécula facilitada
quando comparada a extracdo da planta inteira, devido a auséncia (ou menor
quantidade) de compostos como hidrocabonetos, pigmentos e outros e, 3) 0
rendimento dos metabdlitos secundarios de interesse pode ser otimizado através do
uso de fitorreguladores e elicitores (PAZ, 2016).

Estudos visando a otimizagdo da produgédo de triterpenos quinonametideos in
vitro tem sido realizado com as espécies de Salacia campestres, Maytenus ilicifolia e
outras espécies de Celastracea (PAZ et al., 2013; COPPEDE et al., 2013; 2014;
INACIO et al. 2017; 2019) comprovando que a cultura de tecido é uma técnica viavel

para a produgdo dessas moléculas (Tabela 1).
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Tabela 1 — Concentragéo (ug.g™* PS) de triterpenos quinonametideos em calos,

células em suspenséo e cultura de raizes de espécies de Celastraceae.

Espécies Fonte Celastrol Maitenina Netzahual- Pristimirina  22B-hidroxi- Referencias
coieno maitenina
Maytenus Calos - 90 - - 30 Corsino et al.
aquifolium (1998)
Maytenus Calos - 40 - - 24 Buffa Filho et
ilicifolia al. (2004)
Calos - 1150 - - 1030 Coppede et
Células em 300 4290 - 130 2330 al. (2014)
suspensao
Peritassa Raiz - 970 - - - Paz et al.
campestres (2013)
Raiz - 2484 - - 700 Inécio et al.
(2017)
Peritassa Raiz - 4020 - - 3200 Pina et al.
laevigata (2016)
Tripterygium Células em 140 - - - - Kutney et al.
wilfordii suspenséao (1981)
Calos 10 - - - - Su et al.
Células em 130 - - - - (2014)
suspensao
Cheiloclinium Raiz - 6266,8 143 - 4250 Pina et al.
cognatum (2016)

Fonte: (Pina et al., 2016 — modificada).

2.2.1 Elicitag&o

Uma das estratégias mais eficazes para melhorar a produgéo biotecnolégica
de compostos secundarios é a elicitacdo. Embora uma proliferagdo de células possa
ser induzida por fatores fisicos tais como lesdo mecéanica, a adicdo de elicitores
bidticos ou abiodticos ao meio de cultura € a principal estratégia biotecnolégica
aplicada a culturas de células para modular a produgédo de bioativos (RAMIREZ-
ESTRADA et al., 2016; NAIK; AL-KHAYRI, 2016).

Elicitagdo é um método bem conhecido e amplamente aplicado para
aumentar a producéo de diversas classes de metabdlitos secundarios em sistemas
vegetais (PERASSOLO et al., 2011). Um elicitor € uma substancia de origem biotica
ou abidtica que, quando adicionado a uma cultura, mimetiza situacdes de estresse
nas ceélulas vegetais, causando respostas adaptativas que aconteceriam no
ambiente natural da planta. Isso geralmente causa o efeito de maior acimulo de

metabdlitos secundarios, pois o0s elicitores causam alteracfes fisioldgicas que



11

envolvem aumenta o nivel de expressdo de genes relacionados ao metabolismo
secundario (ZHANG et al., 2012; ZHAO et al., 2005).

Elicitores como jasmonatos, &cido salicilico e também extratos de
microrganismos tém sido empregados com sucesso para estimular a producdo de
metabdlitos secundarios (RAMIREZ-ESTRADA et al., 2016).

Em nosso grupo de pesquisa o efeito do metil jasmonato (MeJA) em culturas
de células em suspensdo tem sido investigado quanto ao acumulo de triterpenos, e
como resultado, foi observado que células em suspenséo de M. ilicifolia elicitadas
com MedA, acumularam os TQs maitenina e 22B-hidroxi-maitenina em
concentragdes muito maiores do que as células néo elicitadas (COPPEDE, 2013).
Outro trabalho realizado pelo nosso grupo de pesquisa é a elicitacdo com extratos
de microrganismos endofiticos da propria espécie. Assim, a associagdo da cultura
de raizes in vitro de Peritasssa campestres com o microrganismo endofitico Bacillus
megaterium isolado de P. cancestres aumentou 2,3 vezes a concentragdo de
maitenina e até quase trés vezes a concentracdo de 22-hidroxi-maitenina (INACIO
et al. 2017).

2.2.2 Associacao Planta e Microrganismos Endofiticos

Diversos microrganismos que coabitam simbioticamente com plantas séo
denominados enddfitos, incluindo fungos, actinobactérias e outras bactérias. Estes
sdo capazes de inter-relacionar-se com as plantas povoando os tecidos internos de
orgdos como raizes, folhas, caules, frutos, flores e sementes, tanto nos espacos
intercelulares como nos intracelulares (QIN et al., 2010; MANO; MORISAKI, 2008).

A técnica biotecnoldgica de co-cultivo in vitro, € um método utilizado com éxito
no estudo das interagbes simbidticas de planta+microrganismo. Essa técnica tem
mostrado que existe uma relacdo positiva entre plantas e microrganismos na
producdo de biomoléculas de interesse farmacolégico. Um exemplo interessante é o
da espécie Artemisia annua, que teve a producéo de artemisinina aumentada em 52
%, quando estimulada com o fungo Colletotrichum gloesporioides (endofitico da
espécie) (WANG et al.,, 2006). Outro exemplo é o da espécie Dracaena
cochinchinensis, muito empregada na medicina chinesa, que quando contaminada
com um endofitico do género Fusarium sp. acumulou flavonoides em grandes

concentragdes nos tecidos inoculados (JIANG et al., 2003). Além dos exemplos
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citados anteriormente, um estudo realizado com Atractylodes lancea mostrou que
células em suspenséo foram elicitadas com extrato autoclavado do fungo endofitico
do género Cunninghamella sp. aumentando a biomassa e o teor de 6leo essencial,
em especial a quantidade de 3-eudesmol que foi 42 % maior do que o grupo controle
(GANG et al., 2012).

Raizes em suspensédo de Taverniera cuneifélia produtoras de &cido glicirrizico
(AG) foram elicitadas com culturas microbianas vivas, como resultado houve um
aumento de seis vezes na producdo de AG in vitro, quando utilizado o elicitor fangico
Mucor hiemalis e o bacteriano Rhizobium leguminosarum, mostrando que indutores
vivos podem ser considerados um sistema (til para a producéo de AG (AWAD, et al.
2014).

Estudos realizados com a espécie medicinal Echinacea purpurea tém
mostrado que a interacdo entre bactérias endofiticas e raizes cultivadas in vitro
podem interferir positivamente no aumento de metabdlitos secundarios (MAGGINI et
al., 2017; 2019).

2.2.3 Elicitacdo Quimica com Inibidores do Complexo Citocromo P450

Alguns inibidores do complexo citocromo p450 s&o utlizados como
retardantes de crescimento em plantas, promovendo baixa taxa da diviséo celular,
sem causar fitotoxicidade. Os retardantes de crescimento sdo antagonistas das
giberelinas e auxinas, sendo alguns desses compostos conhecidos por conter um
nucleo heterociclico com atomo de nitrogénio. Exemplos desses inibidores séo
ancimidol e flurprimidol os quais sdo comercialmente utilizados na producdo de
plantas ornamentais (RADEMACHER et al., 2000).

O inibidor flurprimidol atua como retardante de crescimento, porém promove
desenvolvimento de folhas e raizes (SINGH et al., 2015). Estes retardantes de
crescimento também atuam como inibidores de monooxigenases, que sdo enzimas
capazes de catalisar etapas oxidativas durante a biossintese de metabdlitos
secundarios. Durante a biossintese das giberelinas os inibidores ancimidol,
flurprimidol, uniconazol-P, paclobutrazol e tetciclacis (Figura 2) atuam como
inibidores do complexo enzimético citocromo P450 (CYP), bloqueando a converséo
de ent-kaureno em acido kaurendico (Figura 3) (RADEMACHER, et al., 2000).
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A molécula flurprimidol é similar a ancimidol, ambos atuam na inibicdo da
biossintese das giberelinas, no entanto, flurprimidol é mais ativo e mais estavel que
ancimidol (SINGH, et al., 2015). Muitos destes derivados azois inibem a agédo de
uma grande variedade de enzimas do complexo enzimético citocromo P450 (CYP),
que j& foram relatados em estudos biossintéticos dos brassinosterdides e do acido
abscisico (SUTTLE et al., 2012). Estudos utilizando inibidores desta natureza s&o
importantes para identificar intermediérios biossintéticos e auxiliar na elucidacao das

rotas biossintéticas.

Figura 2. Retardantes de crescimento que também atuam como inibidores do
citocromo P450 (CYP).

OH
W
NTX
LI T o
N O N OF; N

ancimidol flurprimidol uniconazol-P

OH ol
N \Zé\
G AT
LN
paclobutrazol inabenfida tetciclacis

Fonte: Mayara Valdevite

Figura 3. Ancimidol atuando como bloqueador da etapa de oxida¢éo do intermediario

ent-kaureno durante a formagéo do &cido kaurendico na biossintese das giberelinas.
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2.3 BIOSSINTESE DOS TRITERPENOS

A biossintese destes terpenoides tém como precursor-chave as unidades de
pirofosfato de isopentenila (IPP) e o seu isbmero, pirofosfato de dimetilalila
(DMAPP). O &cido mevalbnico era conhecido, na década de noventa, como o Unico
precursor responsavel pela biossintese universal que levava a formacdo das
unidades de IPP (ADAM et al, 1998). Outra via envolvida na formacdo de
compostos terpenoidicos, denominada de via alternativa (via independente do
mevalonato) ou via 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato (triose/piruvato) foi estabelecida
(ROHMER et al., 1993; 1996). Assim, as unidades de IPP podem ser formadas por
meio de duas vias biossintéticas: a via do mevalonato (MVA), que envolve
condensagbes de unidades de acetil-CoA, e a via da triose/piruvato (MEP), que
envolve a condensacao de gliceraldeido-3-fosfato e piruvato (ROHMER et al., 1993;
1996; ADAM et al., 1998).

A investigacdo da biossintese que leva a formacdo das unidades de IPP é
geralmente feita através de incorporacéo de 1-3C-D-glicose. Dependendo da via de
metabolizagdo envolvida, a marcagcédo dos carbonos das unidades isoprénicas sera
diferenciada. No caso da via mevalonoidica, os carbonos C-2, C-4 e C-5 estardo
enriquecidos, enquanto que se a via triose-piruvato (MEP) for determinante os
carbonos C-1 e C-5 estardo enriquecidos. Ambas as vias podem ocorrer
concomitantemente, ou seja, as duas vias de metabolizacdo estdo operantes e
assim todos os carbonos, exceto C-3, podem estar enriquecidos (Figura 4).

A avaliagéo da incorporacéo é feita através de experimentos de Ressonéancia
Magnética Nuclear de 3C quantitativa, ou seja, através do aumento da intensidade
dos sinais de carbonos distintos que levam a diferenciagdo das vias envolvidas na
formacdo do metabdlito em andlise (ADAM et al., 1998). Os estudos de marcacéo
isotopica sdo de grande importancia, uma vez que permitem a determinac¢do da via
operante, além de predizer as principais organelas ou compartimentos envolvidos na
biossintese dos metabdlitos considerados (KIRBY; KEASLING, 2009).

Outros precursores isotopicos também podem ser utilizados para investigar
qual rota terpendidica é a via operante no vegetal. Se a via é do MVA utiliza-se 1-
13C-acetato de sodio, 1,2-*C-acetato de sodio, ou 5-*C-mevalonolactona. Se a via
do MEP for determinante utiliza-se 1-3C-piruvato de sédio ou 2-*C-gliceraldeido-3P.

Estudos prévios descritos por Corsino et al. (2000) mostraram que houve
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incorporacdo radiotépica de 5-H-mevalonolactona durante a biossintese de
pristimerina e maitenina nas raizes de Maytenus aquifolium (Celastraceae).
Recentemente, trabalhos realizados por nosso grupo demonstraram que a via do
mevalonato é a rota biossintética envolvida na formacdo do triterpeno
quinanometideo 22B-hidroxi-maitenina nas raizes in vitro de Peritassa levigata
(Celastraceae) (PINA et al., 2016).

Figura 4 - Rotas biossintéticas envolvidas na formacédo dos terpenoides.
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Fonte: DEWICK 2009; HIRAI 2000.

2.4 A FAMILIA CELASTRACEAE

A Familia Celastraceae engloba 55 géneros com aproximadamente 855
espécies, sendo de habito arboreo, arbustivo ou liana. Geralmente suas flores sédo

pequenas e regulares, sendo a maioria pentamera e simétrica. Os frutos séo
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carnudos, capsulares, bagas, aquendides ou sdmaras. As sementes apresentam
dois cotilédones, largos e foliaceos. E considerada nativa de regides tropicais,
subtropicais e do Cerrado (SMITH, 1940; LORENZI, 2002; ALVARENGA; FERRO,
2006; SIMMONS, 2004).

Em raz8o de seus extratos possuirem propriedades medicinais, as plantas
desta familia tém sido utilizadas por comunidades tradicionais como estimulante,
bloqueador de apetite, sedativo, emético, purgativo, restaurador de memodria,
contraceptivo masculino, anti-tumoral, anti-leucémico, anti-bacteriano, inseticida e
repelente de insetos (SPIVEY et al., 2002).

Estudos realizados com enfoque etnoboténico, quimico e farmacolégico
comprovaram as atividades antioxidante (VELLOSA et al., 2006), antimicrobiana
(CUNICO et al., 2002) entre outras, sendo que as principais espécies estudadas
foram Maytenus ilicifolia (LIAO et al., 1994; COPPEDE et al., 2014), Cheiloclinium
cognatum (BUFFA-FILHO et al.,, 2002b), Maytenus vitis-idaea (ALMEIDA et al.,
2010), Triterygium regelli (CORSINO et al.,, 2000; SEO et al., 2010) e Salacia
campestris (PAZ et al., 2013).

Os marcadores quimitaxonémicos dessas espécies sdo o0s triterpenos
quinonametideos. Além desses compostos, foram isolados triterpenos pentaciclicos,

fenilalquilaminas, maitansindides e flavonoides (SPIVEY et al., 2002).

2.4.1 Monteverdia floribunda (Reissek) Biral

Segundo o Missouri Botanical Garden (2020), a espécie Monteverdia
floribunda possui algumas sinonimias botanicas: Maytenus floribunda (Reissek),
Maytenus erythrocarpa Rusby e Maytenus cardenasii Rusby; e estd classificada
como:

Divisdo Angiospermae Magnoliophyta

Classe Equisetopsida C. Agardh
Subclasse Magnoliidae Novék ex Takht
Superorder Rosanae Takht
Ordem Celastrales Link
Familia Celastraceae R. Br.
Género Monteverdia A. Rich.

Espécie Monteverdia floribunda (Reissek) Biral



17

Monteverdia floribunda (Reissek) Biral, (Synonym Maytenus floribunda) é
uma espécie arbdérea da familia Celastraceae amplamente distribua no Brasil,
incluindo os  biomas Amazonia, Cerrado e Mata Atlantica ocorrendo em altitudes
que variam de 250 a 1400 m (Biral et al. 2015, 2017).

Analises fitoquimicas tém sido realizadas com M. floribunda e uma grande
variedade de metabdlitos secundarios foi identificada, com destaque a classe dos
triterpenos. A partir de extratos da casca da madeira foi isolado polioldulcitol, os
esteroides: B-sistosterol e B-sistosterol-BD-glicosideo; os flavonoides: 4'-O-metil-(-)-
epigalocatequina e a proantocianidina A ; e os triterpenos: friedelina, friedelinol e 28-
hidroxi-3-oxo-friedelano. Os extratos produzidos da folha mostram a presenca de (-
sistosterol e B-sistosterol-BD-glicosideo (SALAZAR, 1993) (Figura 5).

Figura 5 - Estrutura dos constituintes isolados de M. floribunda.
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3 JUSTIFICATIVA

Centenas de substancias naturais sdo anualmente confirmadas quanto a
atividade antineoplasica. Entretanto, o baixo rendimento destes compostos
produzidos pelas plantas e a impossibilidade de sintese quimica inviabiliza o
desenvolvimento de novos medicamentos, a serem utilizados na terapéutica do
cancer. O principal obstaculo a producdo de medicamentos antineoplasicos a partir
de triterpenos quinonametideos, € que estes estéo restritos a uma fina camada de
tecidos que recobre as raizes de plantas da familia Celastraceae. Portanto, esse
trabalho propds o cultivo in vitro de raizes da espécie M. floribunda, a fim de se obter
um bioprocesso vidvel de produgcdo de extratos ricos em triterpenos

quinonametideos.
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4 HIPOTESE

E viavel a producio de triterpenos quinonametideos a partir do cultivo de
raizes in vitro de M. floribunda e a elicitagdo quimica ou por microrganismo

endofitico induz o aumento no teor dos metabdlitos bioativos.
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5 OBJETIVO

5.1 OBJETIVOS GERAIS

Estabelecer a cultura de raizes in vitro de Monteverdia floribunda visando
obtencéo de triterpenos quinonametideos por meio de elicitagédo bidtica e abiotica,
além de avaliar a rota biossintética da maitenina com o uso de precursores

marcados isotopicamente.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1°- Estabelecer a cultura in vitro de raizes da espécie M. floribunda;

2°- Isolar, identificar e multiplicar microrganismo endofitico presente nas culturas in
vitro de raizes de M. floribunda;

3%- Avaliar o perfil quimico via CLAE-DAD dos triterpenos quinonametideos
produzidos in vitro e comparar com o perfil de metabdlitos de raizes produzidas ex
Vitro;

4°- Determinar a curva de crescimento e acimulo de TQs em raizes in vitro de M.
floribunda;

5°- Estabelecer cultivo em biorreator das raizes in vitro de M. floribunda;

6°- Realizar elicitagdo com os microrganismos endofiticos isolados das raizes in vitro
de M. floribunda e determinar a melhor concentragc&o na producgéo dos TQs;

7°- Realizar elicitagdo utilizando inibidores do citocromo P450 (ancimidol,
uniconazol-P, terbinafina e paclobutrazol) e giberelina nas raizes in vitro de M.
floribunda e determinar a melhor concentracdo e melhor tempo de estimulagdo na
producgéo dos TQs;

8- Confirmar a participacdo mevalonato na biossintese da maitenina por meio da

incorporacgao de 1-13C-acetato de sédio e 2-1*C-acetato de sadio.
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 COLETA E BENEFICIAMENTO DE RAIZ DE M. FLORIBUNDA

Para a realizacdo dos experimentos, foram coletadas sementes e raizes de
planta localizada em Jardinépolis-SP, habitat de ocorréncia natural da espécie.

Raizes foram coletadas de uma Unica planta, secas em estufa de ar circulante
a 45 °C, e posteriormente foram trituradas em moinhos de facas para o preparo de
extratos.

Ramos floridos foram seccionados para a confecgédo de exsicata a qual foi
identificada pelo Dr. Leonardo Biral (Universidade tecnolégica Federal do Parana-
UTFPR) e depositadas no Herbario de Plantas Medicinais da Universidade de
Ribeirdo Preto (HMURP — UNAERP, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil) com o
voucher 1569.

A espécie de Monteverdia floribunda usada no estudo foi autorizada pelo
Conselho de Gestao do Patriménio Genético / Ministério do Meio Ambiente (CGEN /
MMA; protocolo no. A049425) através dos escritérios do Conselho Nacional de

Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPQ).

6.2 INTRODUCAO DE M. FLORIBUNDA IN VITRO

Sementes de M. floribunda foram coletadas e desinfestadas com Captan
(Orthocide® 500) e Tiofanato-metilico (Cercobin® 700WP) a 1 % por 24 horas.
Posteriormente, foram transferidas para solucdo com os antibiéticos ampicilina,
cefotaxima, gentamicina e estreptomicina (10 mg.L* de cada antibiético) por 24
horas; em seguida foram imersas em hipoclorito de célcio (0,5 %) por 30 min e
lavadas com &gua destilada estéril (3 X). ApOs esses procedimentos estas foram
inoculadas em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) basal, semissélido
suplementado com 30 g.L! de sacarose e 2,5 g.L™ de agente gelificante Phytagel®.

As sementes foram mantidas em sala de cultura a 25 + 2 °C, com 55-60 % de
umidade relativa, além do controle de fotoperiodo; 16 h de luz e 8 h em auséncia de
luz.

Apos a germinacao, as plantulas foram repicadas, os segmentos nodais foram
transferidos para o meio de cultura MS/2 (MURASHIGE; SKOOG, 1962) basal,
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semissolido suplementado com 15 g.L™* de sacarose e 2,5 g.L™* de agente gelificante
Phytagel®, as folhas e raizes foram utilizadas como explantes para indugéo de raizes
e para isto, estas foram seccionadas e transferidas para o meio WP suplementado
com 19,68 uM de IBA, 20 g.L* de glicose, 899,74 uM de PVP (polivinilpirrolidona) e
2,5 g.L! de agente gelificante Phytagel®.

O tecido foliar 70 dias ap0s a inoculacdo apresentou rizogénese e as raizes
foram transferidas para erlenmeyer com o mesmo meio de cultura, porém sem o
agente gelificante, estes foram depositados em mesa agitadora orbital a 90 rpm, na
auséncia de luz. Para a multiplicac&o das raizes, foi realizada repicagem a cada 60

dias.

6.3 ISOLAMENTO, CULTIVO, ESTOQUE E IDENTIFICACAO DE
MICRORGANISMO ENDOFITICO DE RAIZES ADVENTICIAS DE M. FLORIBUNDA
IN VITRO

O isolamento dos microrganismos endofiticos das raizes de M. floribunda foi
realizado com raizes adventicias axénicas cultivadas in vitro. Essas raizes foram
trituradas com o auxilio de grau e pistilo (autoclavados). A trituragdo ocorreu com
solugéo salina 0,85 % e uma aliquota das raizes trituradas foi plaqueada.

Para o plagueamento da amostra, foram utilizados dois meios de cultura:
Batata dextrose agar (BDA) e Tripsina soja agar (TSA). As placas com as amostras
inoculadas foram mantidas em estufa a 28 °C, até a visualizacdo das col6nias.

Posteriormente, as coldnias isoladas foram reinoculadas em meio de cultura
TSA e mantidas em estufa nas mesmas condigdes por 48 horas, a fim de garantir a
pureza das col6nias. Foram realizados trés repiques antes da identificago.

Para a obtencdo do estoque, a bactéria foi crescida em meio de cultura
liqguido DSMZ 805 (ATLAS, 2010) em estufa a 28 °C por 48 horas a 120 rpm.
Posteriormente, 800 uL de meio de cultivo contendo os microrganismos, foram
transferidos para microtubos e sobre eles foram adicionados 200 pL de glicerol 70
%. Logo apds, foram estocados em freezer -20 °C, por 24 horas, e transferidos para

freezer -80 °C, onde permanecem estocados até o momento atual.
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6.3.1 Identificacdo do Microrganismo Endofitico

A amostra com o0 microrganismo isolado de raizes in vitro de M. floribunda foi
identificada por genética molecular pela Fundagéo André Tosello, Campinas, SP e o

relatorio de identificagdo encontra-se em anexo (anexo ).

6.3.2 Microscopia Eletronica de Raizes de M. floribunda In Vitro Colonizadas Com

Microrganismo Endofitico

Plantula e raiz cultivadas in vitro foram seccionada com 0,5 cm a partir da
coifa e na parte terminal contraria ao meristema da raiz, foi realizado o corte
transversal manualmente. O fragmento da raiz foi colocado diretamente no cilindro
do microscopio (Olympus-micronal BX41) e a imagem foi obtida utilizando camera
digital DCE-5C USB 2.0 e microscopio de varredura (Hitachi TM3030PLUS). Esse
experimento foi realizado no laboratério de farmacologia da Universidade Federal do

Amapa.

6.4 EXPERIMENTOS REALIZADOS COM RAIZES ADVENTICIAS IN VITRO DE M.
FLORIBUNDA

6.4.1 Estabelecimento da Curva de Crescimento das Raizes In Vitro de M. floribunda

Para o estabelecimento da curva de crescimento de raizes com 60 dias em
meio liquido, foram pesadas 1,00 * 0,20 g de raizes e inoculadas em erlenmeyers de
150 mL contendo 50 mL de meio WPM liquido com 20 g.L! de glicose,
suplementado com 19,68 puM de IBA e 899,74 uM de PVP. O pH foi ajustado para
6,00 = 0,05 e os erlenmeyers foram mantidos em agitador orbital a 90 rpm em sala
de crescimento de 25 + 2 °C na auséncia de luz.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés repeticoes
em triplicata, totalizando 9 frascos por ponto de coleta.

A coleta do material foi realizada a partir do dia inicial de cultivo (tempo zero)
até o nonagésimo dia. Com intervalo de cinco dias, entre cada ponto de coleta, as
raizes foram retiradas do meio de cultura, pesadas e secas em estufa de ar

circulante por 48 horas a 45 °C.
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6.4.2 Cultivo de Raizes de M. floribunda em Biorreatores de Coluna de Bolhas

Para o cultivo em biorreatores do tipo coluna de bolhas, 10 g de raizes
adventicias com 90 dias de idade foram transferidas para biorreatores de 1L
contendo 500 mL de meio de cultura (descrito no item 6.4.1). Os biorreatores foram
ligados a bombas de ar (Big Air®, modelo: A420, poténcia: 5w, velocidade: 3,
capacidade: 4,5 L/min de vazdo de ar.), e mantidos no escuro em sala de
crescimento a 25 + 2 °C, com 55-60 % de umidade relativa.

Para comparagdo entre a produgdo de biomassa e acumulo de TQs no
biorreator e erlenmeyer, 2 g de raizes com 90 dias de idade foram transferidas para
erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio de cultura (idéntico ao meio usado
no biorreator). Estes também foram mantidos no escuro em sala de crescimento sob
agitagcao constante de 90 rpm.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés repeticdes
em cada tratamento

A avaliacdo das raizes foi realizada aos 40 dias de cultivo. Estas foram
retiradas do meio de cultura, pesadas e secas em estufa de ar circulante por 48
horas a 43 °C.

6.4.3 Elicitagdo de Raizes In Vitro de M. floribunda com seu Microrganismo

Endofitico

A elicitacdo das raizes adventicias de M. floribunda com microrganismo
endofitico, foi realizada conforme descrito por Savithaet et al. (2006). Inicialmente, o
microrganismo mantido em estoque foi reativado em placas de petri contendo o meio
de cultura DSMZ 805 e foi incubado em estufa a 28 °C, por cinco dias. Apos a
reativacdo, os microrganismos foram transferidos para erlenmeyers contendo o
mesmo meio nutritivo, porém liquido e mantido a 28 °C em mesa agitadora a 120
rpm por 72 horas. Os microrganismos foram quantificados em espectrofotometro a
550 nm antes e apds o crescimento em meio liquido. A absorbancia obtida em
espectrofotdmetro no momento da inoculagdo dos microrganismos em meio liquido
foi 1,042+0,08 e apdés 72 horas de crescimento 1,367+0,06, indicando um

crescimento de aproximadamente 1,31 vezes.
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Apos aferir a absorbancia, os microrganismos foram autoclavados por 15 min
a 121 °C e latm, sendo em seguida, centrifugados na velocidade maxima (26300 Q)
por uma hora, em temperatura ambiente. Esse material foi entdo separado em
sedimento e sobrenadante obtidos da cultura do microorganismo endofitico. O
sobrenadante sem nenhum processamento e sedimento liofilizado foram utilizados
no experimento de elicitag&o.

A elicitagéo foi realizada em Erlenmeyer (125 mL) contendo 15 mL de meio
de cultura (descrito no item 6.4.1), 1 g de raiz (cultivada por 60 dias) e sedimento
celular liofilizado nas concentracdes de 0,10, 0,25 e 0,50 % (p/v) ou sobrenadante
nas concentragbes de 5, 7,5 e 10 % (v/v). Apds adicdo dos elicitores o meio de
cultura foi autoclavado. As raizes foram mantidas sob agitagdo constante em mesa

orbital a 90 rpm na auséncia de luz por um periodo de 15 dias.

6.4.4 Elicitacdo Quimica Das Raizes in vitro De M. floribunda

Para a elicitagdo quimica de M. floribunda, 1 g de raizes adventicias com 60
dias de idade foram inoculadas em Erlenmeyers de 125 mL contendo 50 mL de meio
de cultura (descrito no item 6.4.1). Os erlenmeyers contendo as raizes foram
mantidos em agitador orbital a 90 rpm em sala de crescimento de 25 (x 2) °C na
auséncia de luz por um periodo de 50 dias.

Posteriormente, o meio de cultura foi trocado por um novo meio (descrito
acima) acrescido dos agentes elicitores: ancymidol, uniconazol, paclobutrazol, &cido
giberélico (todos Sigma®) e cloridrato de terbinafina (InfinityPharma®), nas
concentragdes 25, 50 e 100 pM. Apés a troca do meio de cultura contendo os
agentes elicitores, as raizes foram mantidas nas mesmas condi¢fes de agitacao, luz
e temperatura descritas anteriormente.

A avaliacdo do efeito dos agentes elicitores foi realizada em trés periodos
diferentes (10, 15 e 20 dias de exposicao). Em cada periodo de avaliacao foi retirada
uma triplicata de cada tratamento. As raizes coletadas foram secas e extraidas

conforme metodologia descrita no item 6.5.2.
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6.5 CONFIRMACAO DO MEVALONATO NA BIOSSINTESE DA MAITENINA

A confirmacdo de etapas iniciais da rota biossintética foi realizada com o

auxilio da Prof2 Dr2 Adriana Aparecida Lopes - Universidade de Ribeir&o Preto.

6.5.1 Estudo da Rota Biossintética por Meio da Incorporagédo de 1-3C Acetato de

Sodio e 2-13C Acetato de Sodio nas Raizes de M. floribunda

Para a confirmacdo do mevalonato como precursor na biossintese da
maitenina, 1 g de raizes adventicias cultivadas in vitro foram inoculadas em
erlenmeyers de 125 mL contendo 50 mL de meio de crescimento (WPM liquido com
20 g.L* de glicose, suplementado com 19,68 uM de IBA e 899,74 uM de PVP). O pH
foi ajustado para 6,00 + 0,05 e autoclavado. Apds a autoclavagem, foi adicionado ao
meio 0,25 % de 1-'3C-acetato de sédio e/ou 2-3C-acetato de sodio.

Para o preparo dos marcadores isotopicos adicionados ao meio de cultivo,
estes foram solubilizados em &gua destilada e esterilizados através de membrana
Whatman® 0.2 pm.

As culturas enriquecidas com 3C-acetato de s6dio mais o controle (raizes
inoculadas em meio de crescimento sem adicdo do *C-precursor) foram mantidas
em agitador orbital a 90 rpm em sala de crescimento de 25 (+ 2) °C na auséncia de
luz por um periodo de 20 dias.

Decorrido o periodo de incubacdo, as raizes foram secas, pulverizadas e
extraidas com diclorometano conforme descrito no item 6.6.2. Os extratos foram
submetidos & FR-CLAE semi-preparativa conforme descrito no item 6.8.1

Apés purificagdo da maitenina enriquecida com 1-3C-acetato de sddio,
2-13C-acetato de sodio e controle (ndo enriquecida), esta foi analisada por RMN de
13C (conforme descrito no item 6.8.1.1) e os resultados obtidos foram comparados a

dados espectroscopicos oriundos da literatura (TAKAISHI et al., 2015).
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6.6 OBTENCAO DOS EXTRATOS DE M. FLORIBUNDA

6.6.1 Obtencdo do Extrato das Raizes de M. floribunda Cultivadas in situ

Casca das raizes de M. floribunda foram lavadas e colocadas para secar em
estufa de ar circulante (Marconi®) a 45 °C, durante 4 dias. Posteriormente estas
foram trituradas em moinho de facas (Marconi® MA680). Em seguida foram
submetidas a extragdo com diclorometano (volume duas vezes superior ao de
matéria seca) em banho ultrassom Unique® (Indaiatuba, SP, Brazil) por 30 minutos.
Este procedimento foi repetido por 3 vezes.

Decorrido o periodo de extragdo/ultrassonicacdo, as solucdes das extracdes
das raizes obtidas in situ foram filtradas em papel filtro. O filtrado foi rotaevaporado

para concentracdo dos constituintes e obtengéo dos extratos brutos secos.

6.6.2 Obtencao dos Extratos das Raizes Produzidas In Vitro de M. floribunda

As raizes foram submetidas & secagem em estufa a 45 °C por 24 horas e
posteriormente foram maceradas em gral com pistilo. Em seguida foram submetidas
a extragdo com diclorometano (1 g PS/10 mL solvente) em banho de ultrassom
Unique® (Indaiatuba, SP, Brazil) por 30 min, esse procedimento foi repetido por 3
vezes.

Decorrido o periodo de extracdo/ultrassonicacdo, as solucbes das extracdes
das raizes obtidas in vitro foram filtradas em papel filtro e secas em capela de

exaustao.

6.7 ANALISE DOS TRITERPENOS QUINONAMETIDEOS DAS RAIZES DE M.
FLORIBUNDA

6.7.1 Preparo de Amostras Obtidas na Curva de Crescimento Para Analise em
CLAE-DAD-FR

Os extratos brutos obtidos da biomassa nos diferentes periodos da curva de
crescimento foram solubilizados em MeOH:H.O (85:15), na concentragdo de 3

mg.mL™* e foi aplicado em cartucho de silica gel de fase reversa (Sigma Aldrich®
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C18 ec, 6 mL/500 mg), previamente ativado com 5 mL de MeOH e equilibrado com 3
mL de MeOH:H»O (85:15), em seguida, 1 mL do extrato das amostras foi eluido com
2 mL de MeOH:Hz0 (85:15) e analisadas em CLAE.

6.7.2 Andlise Quali e Quantitativa do Extrato Bruto e Padrbdes de Triterpenos
Quinonametideos Por CLAE-DAD-FR

6.7.2.1 Andlise por CLAE-DAD-FR de raizes de M. Floribunda

Os TQs presentes em extratos de raizes cultivadas in situ e in vitro foram
quantificados por FR-CLAE usando um sistema AVP LC Shimadzu (Kyoto, Jap&o)
equipado com injetor SIL-10AF, um detector de matriz de fotodiodo SPD-M20A
(PDA) e uma coluna Phenomenex (Torrance, CA, EUA) Luna® (250 x 4,6 mm, 5 pm
de tamanho de particula). O volume de injecdo foi de 20 pL de amostras, e estas
foram eluidas em uma mistura de 0,1 % de acido férmico (solvente A) e metanol
(solvente B); 15 (A) : 85 (B) por 10 min; de 15 (A) : 85 (B) para 0 (A) : 100 (B) por 10
min; e 0 (A) : 100 (B) por 5 minutos (tempo total: 25 min) com um fluxo de 1,0
mL.mint. Os componentes foram monitorados por PDA com o comprimento de onda

ajustado a 420nm.

6.7.3 Andlise do Extrato Bruto e Padrdes de Triterpenos Quinonametideos em
cromatografo liquido de ultra eficiéncia com detector de arranjo de diodos e de
massas (CLUE-EM)

Extratos brutos (1 mg) dos tratamentos controle, ancymidol, uniconazol,
paclobutrazol, terbinafina, &cido giberélico e &cido giberélico + paclobutrazol ( 50 pM
com 15 dias de cultivo) e dos padrbes auténticos de maitenina, 22-B-hidroxi-
maitenina, celastrol e pristimerina, foram solubilizados em 1,0 mL de metanol (grau
CLAE) obtendo-se uma concentracdo de 1,0 mg/mL. A solucéo estoque foi diluida
para obter uma concentragédo final de 50 pg/mL, e posteriormente, analisada em um
sistema ACQUITY UPLC H-Class (Waters Corporation) de cromatografia liquida de
ultra-performance (CLUE) acoplado aos detectores de arranjo de diodos (DAD, do
inglés, DiodeArray Detector) e ao espectrometro de massas Xevo TQ-S tandem

guadrupole (Waters Corporation, Milford, MA) operando com uma fonte de ionizagao
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quimica a pressao atmosférica (APCI, do inglés, Atmospheric Pressure Chemical
lonization) em modo positivo de andlise. Um volume de 5 pL de amostra foi injetada
em uma coluna Ascentis® Express Cig (100 x 4,6 mm, 2,7 um o didmetro da
particula) da Supelco. A fase movel consistiu de 0.1 % de Acido Formico (solvente
A) e Metanol + 0.1 % de Acido Formico (solvente B). A separagdo dos compostos foi
realizada em modo gradiente de 30 a 95 % de Metanol a uma taxa de fluxo de 500
pL/min. O tempo total de analise foi de 15 min. Os compostos foram monitorados no
DAD na faixa de 210 a 600 nm. Os parametros de operagéo utilizados na fonte de
APCI foram: voltagem da corona = 7 pA, voltagem do cone = 40 V, source offset =
60 V, temperatura da fonte API = 150 °C, temperatura da probe de APCI = 400 °C,
fluxo do gés de dessolvatacdo = 250 L/h. A faixa de massas usada no modo de
andlise Full-scan foi de 100 a 600 Da.

A analise em cromatégrafo liquido de ultra eficiéncia com detector de arranjo
de diodos e de massas (CLUE-EM) foi realizada no Departamento de Quimica
Orgénica da Universidade de S&o Paulo, com a colaboragcédo do Dr. Eduardo José

Crevelin.

6.8 PURIFICACAO E IDENTIFICACAO DOS EXTRATOS DE M. FLORIBUNDA

6.8.1 Isolamento De Maitenina Por CLAE Preparativo

Os extratos obtidos foram solubilizados na concentragdo de 10 mg.mL? e
submetidos a FR-CLAE semi-preparativa usando o cromatégrafo liquido de alta
eficiéncia Shimadzu®, acoplado a bombas de modelo LC-6AD Shimadzu, com
controlador de sistema CBM-20A Shimadzu, degaseificador DGU-20A, detectores de
arranjo de diodos UV/VIS SPD-M20A Shimadzu, injetor automético SIL-10AF
Shimadzu e software Class VP. Para as andlise semi-preparativa foi acoplada ao
cromatdgrafo uma coluna Phenomenex (Torrance, CA, EUA) Luna® (250 x 10,0 mm,
5 um de tamanho de particula). Foi injetado 100 puL de amostra e eluida em um
sistema (A:B; A-H>O; B-MeOH (80%) + ACN (20%)); de 0-35 min. isocrético (20:80);
de 35-50 min. gradiente (15:85 até 00:100); de 50-60 min. isocratico (20:80). O
tempo de andlise total foi de 60 minutos. O fluxo utilizado foi de 3 mL/min, e a

deteccéo feita em A=420 nm.
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6.8.1.1 Ressonéancia magnética nuclear da maitenina

Os espectros de RMN 2C foram obtidos em um espectrémetro Bruker:
Avance Il HD 600 (equipado com criossonda), operando a 500 MHz na frequéncia
do H e a 100 MHz na frequéncia do 3C, localizado na Universidade Estadual

Paulista “Julio de Mesquita Filho” no Instituto de Quimica (UNESP-Araraquara).

6.8.2 Isolamento De Uniconazol-P Por CLAE Preparativo

O extrato obtido no experimento de elicitacdo das raizes in vitro com
uniconazol foi solubilizado na concentragdo de 50 mg.mL™* e submetidos a FR-CLAE
semi-preparativa usando um sistema AVP LC Shimadzu (Kyoto, Jap&o) equipado
com injetor SIL-10AF, com controlador de sistema CBM-20A, degaseificador DGU-
20A, um detector de matriz de fotodiodo SPD-M20A (PAD) e uma coluna
Phenomenex (Torrance, CA, EUA) Luna® (250 x 10,0 mm, 5 um de tamanho de
particula). O volume de injecao foi de 100 pL de amostra, e estas foram eluidas em
gradiente (A:B; A-Acido férmico 0,1 %; B-metanol + Acido férmico 0,1 %) de 20:80
para 05:95 em 30 min; de 05:95 para 00:100 em 6 min e 20:80 por 4 min fluxo: 3,0
mL/min; tempo: 50 min; Os componentes foram monitorados por PAD com o

comprimento de onda ajustado a 225 nm.
6.8.2.1 Ressonancia magnética nuclear do uniconazol-P

A identificagdo da uniconazol-P foi realizada por RMN 1D e 2D no “Instituto
Julio de Mesquita Filho”, UNESP, Araraquara-SP utilizando Espectrdmetro Bruker
Avance lll 600MHz e utilizando o solvente MeOD como solvente de referéncia.
6.9 CURVA ANALITICA DOS PADROES

O método utilizado na quantificacdo foi o de padronizacdo externa, que

consistiu na construgdo de curvas analiticas para cada padrdo (2283-hidroxi-

maitenina, maitenina, celastrol e pristimirina) (ANEXO II). Foram preparadas
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solucdes estoque, diluindo-se 1 mg do padrdo em 1 mL de MeOH (grau CLAE) e a
partir destas, foram preparadas as solugdes de trabalho (RIBANI et al., 2004).

Os padrdes 22B-hidroxi-maitenina e maitenina foram fornecidos pela Prof2 Dr2
Ana Maria Soares Pereira (foram obtidos os dados espectroscépicos de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio e carbono-13 - RMN de *H e 13C) ) e celastrol e

pristimirina foram comprados de Sigma-Aldrich®.

6.10 ANALISES ESTATISTICAS

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado. Os
resultados foram submetidos & ANOVA através do programa SISVAR V.5.1
(FERREIRA, 2005), sendo as médias dos tratamentos comparados pelo teste de
Scott-Knott a 0,5 % de significancia (SCOTT-KNOTT, 1974).
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 INTRODUCAO IN VITRO E ESTABELECIMENTO DE CULTURA DE RAIZES
DE M. FLORIBUNDA

A rizogénese a partir de folhas oriundas das plantulas cultivadas in vitro
ocorreu no septuagésimo dia apés a inoculacédo e os segmentos de folhas contendo
raizes ao serem transferidos para meio de cultura liquido, apés 90 dias, produziram

raizes independentes do tecido foliar (Figura 6).

Figura 6 - Plantula in vitro de Monteverdia floribunda (A), rizogénese a partir de

folhas (B), inicio do desenvolvimento da cultura de raizes (C) e raizes cultivadas em

meio liquido utilizadas nos experimentos (D).

Fonte: Mayara Valdevite

7.2 ISOLAMENTO, CULTIVO, ESTOQUE E IDENTIFICACAO DO
MICRORGANISMO ENDOFITICO DE RAIZES ADVENTICIAS DE M. FLORIBUNDA
CULTIVADAS IN VITRO

Raizes cultivadas por mais de um ano in vitro apresentaram microrganismo
endofitico com coloragdo résea. Apds isolamento do mesmo e o cultivo em meios
BDA e TSA o microrganismo cresceu apenas no meio TSA. A classificacdo
taxondmica realizada por método molecular identificou o microrganismo como
Methylobacterium thiocyanatum (Anexo I).

Esse microrganismo foi isolado pela primeira vez em Allium aflatunense e ndo

h& dados até o momento sobre o seu efeito na producdo do metabolismo secundario
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das plantas (WOOD et al., 1998). Entretanto, h4 relato do efeito positivo de
Methylobacterium extorquens, que esté estreitamente relacionada do ponto de vista
genético com a M. thiocyanatum, sobre a produgdo do composto furanoide
denominado 2,5-dimetil-4-hidroxi-2H-furanono (DMHF), responsavel pelo aroma do
morango (VERGINER et al., 2010).

O género Methylobacterium é caracterizado por bactérias Gram-negativas
que possuem geralmente pigmentacao rosa devido & sintese de carotenoides (VAN
DIEN et al., 2003). Estes organismos se apresentam na forma de haste, estritamente
aerobica e crescem usando compostos contendo apenas um carbono, como metanol
e metilamina (TOYAMA et al., 1998). Assim, essas bactérias sdo designadas por
metilotroficos facultativos pigmentados rosa (pink-pigmented methylotrophic bacteria
- PPFMs).

Os membros do género Methylobacterium ocupam diferentes habitats devido
a sua grande plasticidade fenotipica, incluindo solo, agua, superficies foliares,
noédulos, graos e ar (MADHAIYAN et al., 2006; TANI et al., 2011; WELLNER et al.,
2019). Crescem em tecido meristematico, podendo atingir populacdes de 104 a 106
unidades formadoras de col6nias (CFU) por grama de tecido vegetal (DORONINA et
al., 2002). Além disso, eles podem formar biofilmes (ANDREOTE et al., 2006) e usar
0 metabolismo metilotréfico como uma vantagem adaptativa durante a colonizacao
do hospedeiro vegetal (SY et al., 2005).

A associagao entre Methylobacterium spp e as plantas hospedeiras variam
podendo ser: fortes ou simbidticas (JOURAND et al., 2004), a fracas ou epifitas
(OMER et al., 2004) e intermediarias ou endofiticas (LAVACA et al., 2004). Algumas
espécies podem fixar nitrogénio e consequentemente formar nédulos (SY et al.,
2001), outras produzem fitoregulador promovendo o crescimento das plantas
(MEENA et al., 2011; MADHAIYAN et al., 2006; TANI et al., 2011), também existem
aquelas que induzem maior atividade fotossintética (CERVANTES-MARTINEZ et
al., 2004) ou interagem com patogenos das plantas (LACAVA et al., 2004; ARAUJO
et al., 2002).
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7.2.1 Microscopia Eletrdnica de Raizes de M. floribunda in vitro Colonizadas com

Microrganismo Endofitico

A imagem de microscopia eletrénica de raiz e caule de plantulas cultivada in
vitro, bem como de raizes adventicias de M. floribunda, obtidas a partir de folhas,
cultivadas in vitro evidenciou a presenga de microrganismos endofiticos, localizados
nos espacos intercelulares. As colbnias estdo presentes no parénquima e no
sistema vascular da raiz (Figura 7).

Microrganismos endofiticos podem interagir intimamente com as plantas e
colonizar seus tecidos internos (MANO; MORISAKI, 2008), vivendo em simbiose nos
diferentes 6rgdos, principalmente nos espacos inter e intracelulares (QIN et al.,
2010). Atualmente, existe um grande nimero de estudos mostrando a importancias
desses organismos para a planta, pois atuam na adaptacdo a ambientes
estressantes, na protegcdo a patdégenos e na biossintese de fitoreguladores e
metabolitos secundarios (KUUNIAR et al., 2019).

A presenca desses microrganismos em culturas de tecidos vegetais sob
condigdes axénicas era, até pouco tempo, desconsiderada. Na grande maioria das
vezes, os endofitos ndo séo visiveis, podendo ser observados somente através de
andlise microscopica (BARROW et al., 2004) ou quando h4d um extravasamento do
microrganismo para 0 meio de cultura com intenso crescimento.

Diversas substancias de interesse econdmico como taxol, camptotecina,
acido glicirrizico e rubrolona (KUUNIAR et al., 2019; AWAD et al 2014; KAPOOR et
al 2019). Assim, a presenca e identificacdo de microrganismos endofiticos em
culturas de tecidos deve ser considerada como um fator importante, considerando

gue pode promover a produgéo de compostos de interesse.
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Figura 7 - Imagem de microscopia eletronica do corte transversal da raiz da plantula
(A) e imagem ampliada da raiz da plantula (Al); imagem do caule da plantula (B) e
imagem ampliada do caule da plantula (B1); imagem da raiz oriunda da cultura de
raizes (C) e imagem ampliada da raiz oriunda da cultura de raizes (Cl) de
Monteverdia floribunda cultivada in vitro colonizadas com microrganismos

endofiticos.
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7.3 ANALISE DOS EXTRATOS DAS RAIZES DE M. FLORIBUNDA CULTIVADAS
IN SITU E IN VITRO

7.3.1 Andlise do Extrato das Raizes de M. floribunda Cultivada In Situ e In Vitro e
Determinacao de TQs por FR-CLAE

Raizes obtidas in situ foram extraidas com diclometano e o rendimento de
extrato bruto foi de 3,47 %.

Os rendimentos das raizes cultivadas in vitro variam de 2,95 a 4,31 % entre
os dias de cultivo (Tabela 2). Nao houve um padréo para o rendimento dos extratos
obtidos conforme os dias de cultivo. O mesmo foi observado em um trabalho

realizado por Paz (2011) com uma espécie (S. campestris) da mesma familia.

Tabela 2 - Rendimento do extrato diclorometéanico em relacdo a biomassa seca
das raizes in vitro de Monteverdia floribunda em diferentes dias de cultivo.

Dia de cultivo Rendimento do extrato DCM em relagcdo a massa seca (%)
Zero 3,60+ 0,61
5 3,46 + 0,41
10 3,30 + 0,06
15 3,55+ 0,15
20 3,11 +0,10
25 3,06 +0,12
30 2,95+0,17
35 3,16 +0,11
40 3,55+ 0,36
45 4,05+ 0,22
50 3,64 +0,92
55 3,64 +0,43
60 3,44 +0,18
65 4,05+0,74
70 4,15+0,21
75 4,31+0,41
80 3,44 +0,58
85 3,99 + 0,27

90 4,02+0,51
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N&o houve diferenca no perfil quimico das raizes de M. floribunda cultivadas
in situ e in vitro. Os triterpenos 22B-hidroxi-maitenina (1), maitenina (2), celastrol (3)
e pristimirina (4) foram encontrados tanto nas raizes cultivadas in situ quanto nas
produzidas in vitro (Figura 8), porém o que diferiu foi a concentragdo desses
compostos. O acumulo de 22B-hidroximaitenina na raiz cultivada in vitro foi 6,47
vezes maior que na raiz cultivada in situ (1.196,87 e 184,91 pg.g* de PS de extrato,
respectivamente). A concentracdo de maitenina (substéncia majoritaria das raizes
cultivadas in vitro) também foi superior nas raizes in vitro (5.586,08 ug.g™ de PS de
extrato), acumulando 9,33 vezes mais do que as raizes in situ (599,03ug.g'de PS
de extrato). Houve também uma producdo acentuada de celastrol nas raizes in vitro
(1.943,61 pg.g* de PS de extrato), acumulando 17,08 vezes mais que as raizes in
situ. Quanto a pristimirina, esta foi a substancia majoritaria encontrada nas raizes
cultivadas in situ e o seu acumulo nestas raizes foi 20,28 vezes superior aos
encontrados nas raizes in vitro (2.558,94 e 126,17 pg.g' de PS de extrato,
respectivamente) (Tabela 3).

Estudos comparativos realizados com cultura de células em suspencao
de Maytenus Ilicifolia visando a producdo de maiteninae raizes de Peritassa
laevigata (Celastraceae) objetivando o acumulo de 22f3-hidroxi-maitenina também
mostraram que os teores desses TQs foram mais elevados no material cultivado in
vitro do que nas raizes coletadas in situ (Coppede et al.,, 2014; Pina et al.
2016a). Esses exemplos permitem inferir que a técnica de cultura de tecido pode
ser uma solucdo mais viavel para a obtencdo desses compostos do que a producédo
no campo, principalmente considerando o fato de que essas espécies sao
arboreas, necessitam de maos de 10 anos para atingir a fase adulta, e que ao ser

retirada as raizes, a planta é exterminada.

Tabela 3- Variagdo na concentracdo de 22B-hidroxi-maitenina, maitenina, celastrol

e pristimirina em raizes de Monteverdia floribunda cultivadas in situ e in vitro.

Material Triterpenos quinonametideos (ug.g™? PS de extrato)
analisado 22@3-hidroxi- Maitenina Celastrol Pristimirina
maitenina
In situ 184,91 b 599,03 b 113,82 b 2.558,94 a
In vitro 1.196,87 a 5.586,08 a 1.943,61 a 126,17 b
CV (%) 26,76 9,30 14,36 4,71

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste Scott Knott a 0,5% de
probabilidade, separadamente para 223-hidroxi-maitenina, maitenina, celastrol e pristimirina
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Figura 8 - Cromatogramas do extrato de raizes de Monteverdia floribunda obtidos

por CLAE: a) raizes cultivadas in situ; b) raizes cultivadas in vitro; 22f3-hidroxi-

maitenina (1), maitenina (2), celastrol (3) e pristimerina (4).
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7.4 DETERMINACAO DA CURVA DE PRODUCAO DE TQs EM
FLORIBUNDA CULTIVADAS IN VITRO

256

RAIZES DE M.

7.4.1 Andlise do Extrato das Raizes de M. floribunda e Determinacao da Curva de

Producéo de TQs In Vitro por FR-CLAE

A curva de crescimento mostrou que a produgdo de biomassa dobrou em

quinze dias e o maior acumulo ocorreu de 50 a 60 dias (1,65 a 1,68 g de PS), que

representou aumentos de 3,5 vezes em relagdo & massa de in6culo empregada.

Apo6s 70 dias houve um declinio que se manteve até o Ultimo dia de avaliagéo

(Figura 9). Este resultado corrobora com estudos com outras espécies da familia
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Celastraceae, como Salacia campestris (PAZ et al., 2013) e Peritassa laevigata
(PINA et al., 2016).

As andlises em CLAE das raizes de M. floribunda cultivadas por 90 dias in
vitro evidenciaram que as mesmas produziram pristimirina (TR = 30,2 min), celastrol
(TR = 21,7 min), maitenina (TR = 9,5 min) e 22B-hidroxi-maitenina (TR = 7,8 min) em
concentracgdes variadas no decorrer dos dias de cultura.

A producdo de pristimirina pelas raizes de M. floribunda foi relativamente
estavel durante todo o periodo experimental. A maior acumulacdo de celastrol
(1.943,61 + 512,74 pg.g'de PS de extrato) ocorreu aos 65 dias, enquanto que
maitenina e 22B-hidroxi-maitenina foram produzidos em maior quantidade aos 70
dias (5.586,08 + 405,67 ug.g* de PS de extrato e 1.196,87 + 101,35 ug.g™* de PS de
extrato, respectivamente).

Trabalhos publicados com raizes de espécies pertencentes a familia
Celastraceae, mostraram também que no sexagésimo e septuagésimo dia do
crescimento das raizes houve o maior acumulo de maitenina (PAZ, 2013; PINA et
al., 2016).

Figura 9- Concentracéo de 223-hidroxi-maitenina, maitenina, celastrol e pristimirina
nas raizes de Monteverdia floribunda cultivadas in vitro por 95 dias.
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7.4.2 Avaliacdo do Perfil Quimico e Quantificacdo dos TQs Exudados em Meio de

Cultivo das Raizes de M. floribunda in vitro

Foi quantificado no meio de cultura 22B-hidroxi-maitenina (5,33+ 0,08 pg.g*
de peso seco de extrato), maitenina (10,53+ 0,47 ug .g™* de PS de extrato) e celastrol
(8,27+ 3,0 pg.g* de PS de extrato) (Figura 10). Esses resultados mostram que as
raizes excretam para o meio de cultura, em média, 0,3 % do teor de TQs que
produzem nas raizes (Tabela 4).

A excregdo de 22B-hydroxy-maitenina e maitenina no meio de cultura por
raizes cultivadas in vitro foi anteriormente relatada em C. cognatum (Pina et al.
2016). Entretanto, este € o primeiro relato de celastrol excretado no meio de cultura.

As plantas liberam, na rizosfera, uma variedade de compostos biologicamente
ativos na forma de exsudato, cuja finalidade esta relacionada as interacdes
ecoldgicas com a comunidade microbiana, agindo ndo apenas como moléculas de
sinalizagdo, atrativas e estimulantes, mas também como inibidoras ou repelentes de
organismos, que podem ser prejudiciais para a planta. Em geral, os compostos
secretados pelas raizes pertencentes a classe dos fendlicos que promove atracdo
de microrganismos benéficos a planta e os terpendides que apresentam uma funcéo
de combater ou regular de forma direta ou indireta a presenca de patégenos e
endofiticos (BAETZ; MARTINOIA, 2014).

A presenca de TQs no exsudato no meio de cultura, em que foram cultivadas
as raizes in vitro de M. floribunda, pode elucidar o papel desses terpendides no
controle do endofiticos, considerando que em estudo realizado com raizes de outra
espécies de Celastraceae (Peritassa campestres), também cultivada in vitro, foi
demonstrado que houve correlagdo positiva entre o teor de TQs o crescimento de
Bacillus Megaterium que é endofitico da espécies (INACIO et al., 2019).

A producdo de TQs em meio de cultura, demonstrada no presente estudo,
abre uma nova perspectiva para a obtencdo em larga escala desses metabdlitos,
considerando que nesse caso ndo ha necessidade da destruicdo da raiz para
obtencdo dos metabdlitos de interesse, os quais podem ser obtidos de modo

continuo.
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Tabela 4 - Comparacédo dos teores de triterpenos quinonametidios encontrados
no meio de cultura e nas raizes Monteverdia floribunda cultivadas in vitro entre
60 e 70 dias de cultivo.

Material analisado Triterpenos quinonametidios (ug.g'de PS de extrato)
22B-hydroxy- maitenina celastrol
maitenina
Raiz in vitro 1.196,9 (+ 261,44) 5.586,1 (+ 405,67) 1.943,6 (+ 512,74)
Meio de cultura 5,33 (x 0,08) 10,53 (x 0,47) 8,27 (x 3,0)

Figura 10 - Concentragéo de 22f3-hidroxi-maitenina, maitenina e celastrol no meio de

cultura das raizes de Monteverdia floribunda cultivadas in vitro por 90 dias.
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7.4.3 Analise do Extrato da Curva de Crescimento das Raizes e Meio de Cultura de
M. floribunda cultivadas In Vitro e Padrdes de Triterpenos Quinonametideos por

Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (CLUE)

A analise em CLUE detectou os triterpenos quinonametideos 22B-hidroxi-
maitenina (Figura 11-C), maitenina (Figura 11-D) celastrol (Figura 11-E) e
pristimerina (Figura 11-F), no extrato bruto de raizes adventicias de M. floribunda
cultivadas in vitro (Figura 11-A). Além disso, também foram detectados no meio de
cultura em que as raizes foram cultivadas os mesmos triterpenos, exceto a

pristimerina (Figura 11-B).
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Figura 11 - Cromatogramas obtidos por CLUE dos padrdes de 223-hidroxi-maitenina
(C), maitenina (D), celastrol (E) e pristimirina (F) e dos extratos de raizes cultivadas
in vitro de Monteverdia floribunda (A) e extrato obtido do meio de cultivo das raizes

(B).
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7.5 CULTIVO DE RAIZES DE M. FLORIBUNDA EM BIORREATORES DE COLUNA
DE BOLHAS

Em quarenta dias, a producdo de biomassa fresca de raizes cultivadas em
Erlenmeyer aumentou de 2,86 vezes em relacdo ao peso inicial e no biorreator o
aumento foi de 1,44 vezes mais em relagdo a massa de in6culo empregada.

Os triterpenos 22f3-hidroxi-maitenina, maitenina, celastrol e pristimirina foram
produzidos tanto nas raizes cultivadas em biorreatores quanto nas cultivadas em
erlenmeyers, o que diferiu foi a concentracdo desses compostos. O acumulo de 22(3-
hidroxi-maitenina na raiz cultivada em biorreator foi 2,13 vezes maior do que na raiz
cultivada em erlen (314,80 e 147,76 ug.g* de PS de extrato, respectivamente). A
concentracdo de maitenina, o composto majoritario das raizes, também foi superior
nas raizes cultivadas em biorreatores (2.426,79 pg.g! de PS de extrato),
acumulando 3,10 vezes mais que as raizes cultivadas em erlen (782,79 ug.g* de PS
de extrato). A producdo de celastrol nas raizes cultivadas em biorreatores também
foi superior (704,44 pg.g* de PS de extrato), acumulando 2,07 vezes mais que as
raizes cultivadas em erlen. Assim como os outros TQs a pristimirina teve seu teor
aumentado (2,21 vezes) quando as raizes foram cultivadas em biorreatores (16,37
ug.g* de PS de extrato) (Tabela 5).

Assim ficou evidenciado que a produgdo dos TQs foi maior em biorreator,
entretanto, considerando o acumulo de biomassa e o teor de TQs produzidos no
Erlenmeyer e no biorreator, conclui-se que ndo houve diferenga, em termos de
produtividade das substancias 22[3-hidroxi-maitenina, celastrol e pristimirina,
enquanto que a produtividade de maitenina foi maior quando as raizes foram
produzidas no biorreator.

O suprimento de ar ideal dentro do recipiente de cultura do biorreator € um
fator importante e quando ha quantidade excessiva de ar pode ocorrer a formagéo
de espuma em grande quantidade, o que prejudica o cultivo em funcdo do
expressiva concentracdo de proteina que se forma nos tecidos (BAQUE et al 2012).
Isso néo foi observado nas culturas de M. floribunda, mostrando que a vazéo de ar
utilizada foi adequada e um fato importante observado nas raizes cultivadas em
biorreator foi que a partir de vigésimo dias do inicio da cultura houve visivelmente a

multiplicagdo do microrganismos endofitico, que apresenta uma coloracdo rdsea.
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Esse microrganismo se manteve fixado na estrutura de vidro esmerilhada, por onde
o ar era liberado, comprometendo a aeragdo do meio e intensificando a proliferagéo
até o quadragésimo dia de cultura (Figura 12).

Essa proliferagdo ndo foi observada na cultura em erlenmeyer, Assim,
inferimos que o aumento no teor dos TQs nas raizes cultivadas em biorreatores esta
relaciona a presenca do endofitico M. thiocyonatum. Em trabalho realizado com
Peritassa campestri, outra espécie de celastraceae, foi elucidado que existe uma
modulacdo na produgdo de maitenina quando raizes sdo cultivadas na presencga de
bactéria endofitica (INACIO et al., 2019).

A contaminacdo bacteriana endofitica quando atinge niveis elevados nos
tecidos pode assumir um carater patogénico, e na cultura de tecido pode ocorrer
mudancga de pH do meio de cultura, redugdo da multiplicagdo celular e causar
necrose de tecidos (LEIFERT; CASSELLS, 2001). Assim, uma proporc¢édo adequada
entre o crescimento da planta e a multiplicagdo do endofitico deve ser estabelecida,
para que haja uma relacdo simbidtica e mutualistica, evitando portanto o
estabelecimento de uma condicdo patogénica, o que tem sido observado com
outros organismos (WHEELER et al., 2019).

Tabela 5 - Variagdo na concentracdo de 22B-hidroxi-maitenina, maitenina,
celastrol e pristimirina em raizes de Monteverdia floribunda cultivadas em

biorreator e em erlenmeyer.

Tratamento Triterpenos quinonametideos (ug.g-1 PS de extrato)
22B-hidroxi- Maitenina Celastrol Pristimirina
maitenina
Erlenmeyer 147,76 b 782,79 b 340,53 b 7,40 b
Biorreator 314,80 a 2.426,79 a 704,44 a 16,37 a
CV (%) 24,18 19,94 24,14 23,61

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste Scott Knott a 0,5% de

probabilidade, separadamente para 223-hidroxi-maitenina, maitenina, celastrol e pristimirina.
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Figura 12 - Cultivo de raizes de Monteverdia floribunda em biorreatores do tipo

coluna de bolhas, com capacidade para 1 L (A), formacao de biofilme do endofitico

(B).

7.5.1 Andlise do Extrato das Raizes de M. floribunda Cultivadas em Biorreatores e

em Erlenmeyers e Padrdes de Triterpenos Quinonametideos por CLUE

A analise em CLUE detectou os triterpenos quinonametidios 22f-hidroxi-
maitenina (Figura 13-D), maitenina (Figura 13-E), celastrol (Figura 13-F) e
pristimerina (Figura 13-G), no extrato bruto das raizes de M. floribunda cultivadas em
biorreatores (Figura 13-A) e cultivadas em Erlenmeyer (Figura 13-B). Nao houve

diferenca qualitativa no perfil quimico entre os diferentes tratamentos.
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Figura 13 - Cromatogramas obtidos por CLUE dos padrdes de 223-hidroxi-maitenina
(C), maitenina (D), celastrol (E) e pristimirina (F) e dos extratos de raizes de
Monteverdia floribunda cultivadas em biorreatores (A), e em erlenmeyers(B).
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7.6 ELICITACAO DE RAIZES IN VITRO DE M. floribunda

7.6.1 Elicitagdo De Raizes Cultivadas in vitro De M. floribunda Com o Microrganismo

Endofitico M. thiocyanatum

A elicitacdo de raizes de M. floribunda, com M. thiocyanatum, de modo geral
aumentou a producdo de 22[B-hidroxi-maitenina, maitenina e celastrol, tanto com a
utilizagéo de liofilizado de células da bactéria, quanto do filtrado do meio de cultura
em que o microorganismo se desenvolveu. Houve diferenga significativa na
producdo dos TQs nas raizes quanto a concentracdo e tipo de elicitor aplicado,
sendo o melhor resultado foi obtido com o filtrado a 7,5 % que promoveu acumulo de
1,80 vezes mais maitenina do que o controle (Figura 14).

O estimulo de producdo dos TQs por elicitacdo com endofitico parece ser
uma estratégia viavel para essa classe de compostos, pois anteriormente foi
verificado que raizes de P. campestris cultivadas in vitro e elicitadas com o seu
microrganismo endofitico Bacillus megaterium produziram até trés vezes mais TQs
do que o controle (INACIO et al., 2017).

Essa estratégia também tem sido utilizada com outras espécies de planta que
também tiveram os teores de metabdlitos secundarios aumentados quando
elicitadas com microrganismos endofiticos (SINGH et at., 2017; YUE et al. 2014; LI;
TAO, 2009).



Figura 14- Variag@o na concentracdo de TQs produzidos por raizes in vitro de
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Monteverdia floribunda elicitadas com a cultura filtrada (CF) e liofilizado celular (LC)

do endofitico Methylobacterium thiocyanatum em diferentes concentracdes, apos 15

dias. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste

Scott Knott a 0,5 % de probabilidade, separadamente para 22(3-hidroxi-maitenina,
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7.6.1.1 Andlise do extrato das raizes de M. floribunda elicitada com microrganismo

endofitico por CLUE.

A analise em CLUE, detectou os triterpenos quinonametideos 22p-hidroxi-
maitenina (Figura 15-D), maitenina (Figura 15-E), celastrol (Figura 15-F) e
pristimerina (Figura 15-G), no extrato bruto das raizes de M. floribunda elicitadas
com o filtrado (Figura 15-C), com o liofilizado celular (Figura 15-B) e controle (Figura
15-A). N&o houve diferenca qualitativa no perfil quimico entre os diferentes

tratamentos e controle.
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Figura 15 - Cromatogramas obtidos por CLUE dos padrdes de 223-hidroxi-maitenina
(D), maitenina (E), celastrol (F) e pristimirina (G) e dos extratos de raizes de
Monteverdia floribunda elicitadas com o filtrado (C), com o liofilizado celular (B) e

com o controle (A).
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7.6.2 Elicitacdo Quimica das Raizes In Vitro de M. floribunda

A producgéo de promotores de crescimento a exemplo de GA ou a utilizagao
exdgena de GA3 interfere positivamente na sintese de metabdlitos secundarios os
quais, de modo geral, contribuem para a superacao de estresse biético e abidtico em
gue a planta esta submetida e os inibidores de crescimento vegetal atuam inibindo a
biossintese de giberelina (GA) por bloqueio da formagdo de monooxigenases
dependentes do citocromo P450, o que interfere direta ou indiretamente na formagé&o
de é&cido abscisico, etileno, esterdis, flavonoides, terpendides, alcaloides, entre
outras classes de metabdlitos secundarios (RADEMACHER, 2000). Desse modo, é
importante avaliar em cultura de células e tecidos esses compostos atuam como
elicitores de metabdlitos secundérios de interesse.

No experimento realizado in vitro com raizes de M. floribunda houve um
aumento do teor do TQS (223-hidroxi-maitenina) nas raizes cultivadas sem adic&o
de ilicitores, entre o décimo e o décimo quinto dia de cultura, enquanto que de modo
geral na presenca de ilicitores a producao desse composto se manteve estavel ao
longo do tempo, com excecao da terbinafina que promoveu uma redugdo de 22(3-
hidroxi-maitenina com o passar dos dias (Tabela 6).

A resposta de producao dos TQs frente aos elicitores quimicos ndo seguiu um
padréo. O ancymidol na concentracéo de 25 e 100 pM por 10 dias de cultivo e 50 pM
por 15 dias elicitou 22p-hidroxi-maitenina, produzindo em média 2 vezes mais desse
composto do que o controle. A acdo da giberelina (100 uM) com 10 dias também foi
positiva, com incremento de 1,3 vezes mais 22(3-hidroxi-maitenina do que o controle
e em relacdo a maitenina o cultivo com 50 pM de GA3 por 10 dias também
promoveu um aumento de 1,5 vezes mais que o controle (Tabela 7).

Estudo realizado com aplicacdo de GA3 em Cannabis sativa mostrou que
esse regulador tem um efeito positivo na producéo de terpendides, produzidos pela
via do mevalonato, com aumento da 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA redutase
(MANSOURI et al., 2010). Isso pode explicar o aumento do teor de maitenina nas
raizes de M. floribunda, uma vez que foi elucidado no presente trabalho (item 7.7)
gue a biossintese desse composto se faz através da via do mevalonato.

O cultivo de raizes in vitro por 10 dias em meio de cultura contendo a
associagéo de giberelina (25 pM) + paclobutrazol (25 e 100 uM) aumentou o teor da

maitenina nas raizes em 1,6 vezes mais do que o controle. Um resultado ainda
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melhor foi obtido com giberelina (50 pM) + paclobutrazol (100 pM), também em 10
dias, com uma producgao de 2,5 vezes mais do que o controle (Tabela 7).

E comum a utilizagdo do paclobutrazol em cultura de raizes de plantas
medicinais. Entretanto, o seu efeito na producdo de metabdlitos secundarios pode
ser neutro como observado com os TQs acumulados nas raizes de M. floribunda,
negativo como demonstrado com a espécies Ophiopogon japonicas quanto a
producéo de saponinas esteroidais (ZHANG, et al 2019) ou positivo a exemplo de
Catharanthus roseus, quanto ao acumulo de ajmalicina (JALEEL et al., 2007), sendo
sempre necessario avaliar caso a caso. Contudo, quando o efeito € negativo ou
neutro, a associagao do paclobutrazol com GA3, pode contribuir para um aumento
no composto de interesse, como observado com a produgdo de maitenina em M.
floribunda e o acumulo de &cido caftarico, nas raizes de Echinacea purpura
cultivadas in vitro (JONES et al., 2009).

Um dado relevante do presente trabalho foi a constatacao de que raizes de
M. floribunda absorveram e acumularam paclobutrazol nos tecidos (Figura 16). Isso
deve ser um alerta quanto ao uso indiscriminado dessa substancia, em plantas
alimenticias e medicinais, pois tem sido enquadrada na categoria de pesticida e
tanto os Estados Unidos quanto a Unido Europeia estipulam que os residuos de
paclobutrazol nos vegetais devem estar abaixo de 0,01 mg kg™ (JIANG et al., 2019).
Além disso, quando o paclobutrazol é aplicado em plantas que estdo no campo ha
um acumulo no solo, prejudicando véarias espécies sensiveis a esse produto,
podendo se tornar um grave problema ambiental (SHARMA; AWASTHI, 2005). O
uso dessa substancia em cultura in vitro podera contribuir para a producdo de
compostos de interesse farmacéutico, desde que o teor residual do paclobutrazol no
tecido das plantas e extratos seja bem controlado e que haja cuidado com o
descarte do meio de cultura na natureza.

Raiz de M. floribunda cultivada, in vitro por 10 dias, na presencga de terbinafina
(25 pM) aumentou a producéo de celastrol em 1,12 vezes mais do que o controle
(Tabela 8).

O aumento do teor de celastrol nas raizes cultivadas in vitro na presenca de
terbinafina pode ser explicada pela inibicdo que essa substancia promove quanto a
producéo do 2,3-oxidoesqualeno, que ocorre através da oxidagdo do esqualeno pela
enzima esqualeno monooxigenase. Varios estudos tém mostrado uma relacéo direta

e positiva da terbinafina e 2,3-oxidoesqualeno na biossintese de triterpenos, tanto
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em plantas cultivadas no campo quanto em cultura de tecidos (HENRY et al., 1992 ,
FULTON et al., 1994; FLORES-SANCHES et al., 2002). Assim, considerando que M.
floribunda produz friedelina, friedelinol e 28-hidroxi-3-oxo-friedelano e que os
quinonametidios s&o biossintetizados a partir desse triterpenos pentaciclicos
(SALAZAR, 1993; CORSINO et al., 2000) é possivel afirmar que a terbinafina tem
um efeito positivo na biossintese do celastrol.

A pristimirina produzida em raiz de M. floribunda, ao contrario da 22f3-hidroxi-
maitenina, maitenina e celastrol, ndo foi elicitada pelo GA3 e por nenhum dos
inibidores de crescimento utilizados (Tabela 9) e além disso, a produgéo desse TQs
foi reduzida com o aumento da concentragdo de uniconazol nas raizes cultivadas
por 10 dias na presenca dessa substancia.

O uniconazol é ao mesmo tempo um inibidor de monoxigenase e um
promotor de malonil CoA (ILAN; DOUGALL 1992; 1994). E considerado um
regulador do crescimento de planta e atua na protecdo ao estresses biotico e
abiotico, estimula a biossintese de lignina e portanto, fornece resisténcia mecéanica
as plantas (AHMAD et al., 2018)

O cultivo das raizes por 15 dias na presenca de ancymidol, na concentracao
de 50 uM, aumentou a produgédo de maitenina em 1,6 vezes quando comparado ao
controle. O acymidol inibe a sintese de &cido giberélico e de celulose, tendo como
principal mecanismo de agcdo na célula a inibicAo do ent-kaureno oxidase, uma
monooxigenase dependente do citocromo P450, que catalisa a oxidagédo do ent-
caureno em acido ent-caurendico (SHIVE; SISLER, 1976; COOLBAUGH et al.,
1978; HOFMANNOVA et al., 2008). Em fungéo disso, esse inibidor de crescimento
tem sido utilizado em cultura de tecido para elicitar terpendides a exemplo do taxol
(VEERESHAM et al 2003).

Os melhores resultados desse experimento para a producédo de TQs foram
obtidos com os elicitores ancymidol, GA3 e associagdo de GA3 + placlobutrazol
(Figura 17).

Todos os dados apresentados quanto ao efeito dos eleitores quimicos foram
monitorados por analises cromatograficas obtida por CLUE e por espectros de
massas que confirmaram a presenca dos TQs nas raizes cultivadas com o0s
elicitores abioticos (Figura 16). Além disso, foi isolado por CLAE preparativo o pico
majoritario apresentado na Figura 16-C e foi realizada a identificag@o estrutural por

RMN (1D e 2D) de 'H (Figura 21 e 22), em conjunto com o espectro dos mapas de
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contorno HMQC (correlacdo heteronuclear de quantum mdultiplo “Heteronuclear
multiple-quantum correlation”) e HMBC (correlagdo heteronuclear a mudltiplas
ligagdes “Heteronuclear multiple-bond correlation”) (Figura 23 e 24; Tabela 11). Os
dados obtidos mostraram dois sinais caracteristicos na regido de hidrogénios
pertencentes ao grupamento triazol; d8H 8,9 s (1H) e dH 8,0 s (1H); hidrogénios
arométicos; 6H 7,43 m (4H), um hidrogénio de liga¢do dupla; um hidrogénio ligado a
grupamento oxigenado; 6H 4,63 s, além de trés grupos metilicos d6H 0,65 (9H), o que
permitiu identificar a substancia isolada das raizes, cultivadas in vitro, como sendo o
uniconazol (Figura 18). A tabela 10 apresenta os dados comparativos espectrais do
uniconazol obtidos experimentalmente em conjunto com dados da literatura.

O isolamento e a identificacdo do uniconazol é um dado importante porque
mostra que essa substancia foi absorvida do meio de cultura e incorporada aos
tecidos das raizes. Embora essa substancia ndo tenha, de modo geral, promovido
efeito significativo quanto ao acumulo de TQs ela passou a ser uma substancia
halogénica. Quando um composto é adicionado ao meio de cultura e passa a fazer
parte da planta é necessério questionar se a presenca da substancia é positiva ou
negativa, pois pode modificar a agéo terapéutica do extrato ou exigir processos
adicionais de purificagdo para eliminar o composto quando é indesejavel.

Assim como foi identificado a presenc¢a do uniconazol nas raizes também foi
confirmada por espectroscopia de massa a incorporagdo do acymidol, paclobutrazol

e terbinafina nos tecidos das raizes (ANEXO ll).
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Tabela 6 - Variagao na concentracao de 22B-hidroxi-maitenina (ug/g PS) produzida por raizes in
vitro de M. floribunda elicitadas por ancymidol, uniconazol, paclobutrazol, terbinafina e
giberelina nas concentracdes 25, 50 e 100 uM e associacao de giberelina (25, 50 e 100 uM) +
paclobutrazol (25, 50 e 100 uM), ap6s 10, 15 e 20 dias de cultivo.

Elicitor Concentragéao 22B-hidroxi-maitenina (ug.g* PS)
(UM) Dias de cultivo
10 15 20 CV(%)
Ancymidol 0 277,87 cB 426,51 bA 478,24 aA 7,26
25 553,38 aA 444,23 bB 405,74 aB 4,35
50 414,69 bB 580,85 aA 432,71 aB 5,13
100 568,66 aA 470,25 bB 464,71 aB 3,64
CV(%) 3,08 3,02 7,83
Uniconazol 0 277,87 aB 426,51 aA 478,24 aA 7,26
25 252,94 aA 411,28 aA 329,42 bA 13,58
50 434,29 aA 307,24 bA 304,14 bA 17,88
100 220,79 aA 256,50 bA 259,78 bA 7,10
CV(%) 18,25 6,76 12,32
Paclobutrazol 0 277,87 aB 426,51 aA 478,24 aA 7,26
25 350,97 aA 323,70 aA 246,65 bA 9,46
50 252,18 aA 288,82 aA 313,06 bA 12,75
100 249,31 aA 205,18 aA 259,51 bA 8,60
CV(%) 11,86 8,70 8,12
Terbinafina 0 277,87 aB 426,51 aA 478,24 aA 7,26
25 599,48 aA 296,71 bA 386,90 bA 18,41
50 372,93 aA 380,05 bA 190,80 cB 8,27
100 430,53 aA 282,79 bB 236,95 cB 7,95
CV(%) 16,86 5,51 9,09
Giberelina 0 277,87 bB 426,51 aA 478,24 aA 7,26
25 250,61 bA 369,47 aA 262,62 aA 16,84
50 286,63 bA 313,40 aA 324,04 aA 9,47
100 358,08 aA 221,96 aA 388,10 aA 12,08
CV(%) 6,17 11,97 13,25
Giberelina 25 pM 0 277,87 aB 426,51 aA 478,24 aA 7,26
+ 25 476,19 aA 389,10 aA 365,63 aA 9,28
Paclobutrazol 50 354,66 aA 303,86 bA 251,32 aA 9,41
100 372,24 aA 311,80 bA 305,73 aA 7,31
CV(%) 5,87 7,82 11,03
Giberelina 50 uM 0 277,87 aB 426,51 aA 478,24 aA 7,26
+ 25 411,64 aA 250,29 aA 319,68 bA 16,89
Paclobutrazol 50 403,16 aA 304,08 aA 237,10 cA 12,50
100 558,94 aA 331,95 aA 224,32 cA 13,05
CV(%) 16,32 8,47 7,20
Giberelina 100 uM 0 277,87 aB 426,51 aA 478,24 aA 7,26
+ 25 285,47 aA 383,72 aA 327,90 bA 8,78
Paclobutrazol 50 249,52 aA 283,04 bA 282,63 bA 5,70
100 233,92 aA 184,08 cA 209,88 bA 19,95
CV(%) 12,29 10,14 7,91

Médias seguidas pela mesma letra mindscula separadamente para as diferentes concentracdes e
mailscula, separadamente para os diferentes dias nao diferem estatisticamente pelo teste Scott Knott
a 0,5% de probabilidade.
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Tabela 7- Variacdo na concentracdo de maitenina (ug/g PS) produzida por raizes in vitro de M.
floribunda elicitadas por ancymidol, uniconazol, paclobutrazol, terbinafina e giberelina nas
concentracdes 25, 50 e 100 uM e associacdo de giberelina (25, 50 e 100 uM) + paclobutrazol
(25, 50 e 100 uM), ap6s 10, 15 e 20 dias de cultivo.

Elicitor Concentragéao maitenina (ug.g? PS)
(UM) Dias de cultivo
10 15 20 CV(%)
Ancymidol 0 1273,80 aA 1439,28 bA 1618,97 aA 7,95
25 2223,08 aA 1489,42 bA 1132,99 bA 8,81
50 1391,25 aB 2365,03 aA 1252,12 bB 10,78
100 1804,04 aA 1543,26 bB 1503,67 aB 2,56
CV(%) 7,84 9,52 6,06
Uniconazol 0 1273,80 aA 1439,28 aA 1618,97 aA 7,95
25 1061,54 aA 1033,32 aA 1235,04 aA 7,10
50 1723,56 aA 1086,96 aA 1213,22 aA 19,44
100 1511,92 aA 867,88 aA 962,17 aA 14,49
CV(%) 18,70 8,75 7,03
Paclobutrazol 0 1273,80 aA 1439,28 aA 1618,97 aA 7,95
25 1458,37 aB 1646,40 aA 998,00 bC 3,22
50 1454,87 aA 1327,77 aA 1653,78 aA 8,43
100 1397,95 aA 1039,64 aB 1041,23 bB 1,10
CV(%) 6,62 6,67 5,99
Terbinafina 0 1273,80 aA 1439,28 aA 1618,97 aA 7,95
25 2623,72 aA 1387,29 aA 1801,28 aA 11,11
50 1628,44 aA 950,96 aA 744,01 bA 21,34
100 2062,59 aA 1298,47 aA 701,89 bA 17,74
CV(%) 13,56 16,44 11,69
Giberelina 0 1273,80 bA 1439,28 aA 1618,97 aA 7,95
25 1366,23 bA 1198,70 aA 1269,63 bA 0,83
50 1917,73 aA 1038,69 aB 1177,03 bB 4,99
100 1165,19 bB 957,87 aB 1803,58 aA 8,68
CV(%) 6,72 8,05 4,94
Giberelina 25 pM 0 1273,80 bA 1439,28 aA 1618,97 aA 7,95
+ 25 2064,25 aA 1339,58 aA 1641,94 aA 10,91
Paclobutrazol 50 1378,91 bA 1483,70 aA 991,96 bB 4,88
100 2076,54 aA 791,82 aA 1132,80 bA 27,48
CV(%) 7,37 24,21 12,77
Giberelina 50 uM 0 1273,80 bA 1439,28 aA 1618,97 aA 7,95
+ 25 1400,26 bA 1062,28 aA 1552,08 aA 10,99
Paclobutrazol 50 1324,63 bA 1202,29 aA 1001,63 bA 15,34
100 3224,14 aA 1594,95 aB 1415,29 aB 12,71
CV(%) 15,39 8,34 8,29
Giberelina 100 uM 0 1273,80 aA 1439,28 aA 1618,97 aA 7,95
+ 25 1700,12 aA 2133,93 aA 1668,40 aA 6,93
Paclobutrazol 50 1531,57 aA 1093,97 aA 1422,05 aA 16,16
100 1482,84 aA 856,57 aA 854,18 bA 20,56
CV(%) 12,98 11,61 12,48

Médias seguidas pela mesma letra mindscula separadamente para as diferentes concentracdes e
mailscula, separadamente para os diferentes dias nao diferem estatisticamente pelo teste Scott Knott
a 0,5% de probabilidade.
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Tabela 8 - Variacdo na concentracdo de celastrol (ug/g PS) produzida por raizes in vitro de M.

floribunda elicitadas por ancymidol, uniconazol, paclobutrazol, terbinafina e giberelina nas

concentracdes 25, 50 e 100 uM e associacdo de giberelina (25, 50 e 100 uM) + paclobutrazol
(25, 50 e 100 uM), ap6s 10, 15 e 20 dias de cultivo.

Elicitor Concentragéao Celastrol (ug.g™ PS)
(UM) Dias de cultivo
10 15 20 CV(%)
Ancymidol 0 925,07 aA 821,54 aA 826,65 aA 8,17
25 1049,12 aA 596,17 aC 711,51 aB 4,21
50 863,27 aA 851,38 aA 657,61 aA 13,08
100 673,29 aA 711,32 aA 580,04 aA 2,97
CV(%) 5,24 8,83 11,50
Uniconazol 0 925,07 aA 821,54 aA 826,65 aA 8,17
25 717,04 aA 812,48 aA 658,07 aA 11,59
50 674,80 aA 606,49 bA 507,09 aA 7,69
100 776,58 aA 434,45 bA 481,53 aA 20,53
CV(%) 14,93 9,51 9,28
Paclobutrazol 0 925,07 aA 821,54 aA 826,65 aA 8,17
25 746,15 aA 762,63 aA 622,59 aA 6,60
50 710,10 aA 582,74 bA 786,91 aA 4,81
100 428,33 aA 586,54 bA 529,60 aA 12,37
CV(%) 6,54 7,04 9,97
Terbinafina 0 925,07 bA 821,54 aA 826,65 aA 8,17
25 1036,89 aA 620,27 bA 758,02 aA 6,73
50 798,16 cA 873,62 aA 642,63 aA 7,65
100 687,54 dA 609,41 bA 380,58 bB 6,86
CV(%) 4,26 9,58 8,87
Giberelina 0 925,07 aA 821,54 aA 826,65 aA 8,17
25 410,90 cB 767,13 aA 468,32 aB 9,64
50 829,34 aA 537,15 bA 633,06 aA 6,40
100 618,56 bA 398,29 cB 700,49 aA 7,30
CV(%) 6,98 7,45 9,49
Giberelina 25 pM 0 925,07 aA 821,54 aA 826,65 aA 8,17
+ 25 710,61 bA 761,03 aA 623,82 bA 6,23
Paclobutrazol 50 587,59 bB 712,81 aA 555,30 bB 4,59
100 664,99 bA 685,30 aA 508,50 bA 9,73
CV(%) 4,36 8,41 9,44
Giberelina 50 uM 0 925,07 aA 821,54 aA 826,65 aA 8,17
+ 25 683,46 bA 545,12 bA 579,46 bA 8,01
Paclobutrazol 50 618,73 bA 590,47 bA 479,86 bA 11,67
100 990,68 aA 616,88 bB 474,45 bC 5,59
CV(%) 8,01 7,23 10,00
Giberelina 100 uM 0 925,07 aA 821,54 aA 826,65 aA 8,17
+ 25 669,09 aA 754,16 aA 620,07 aA 3,71
Paclobutrazol 50 527,97 aA 482,26 bA 603,90 aA 6,57
100 737,10 aA 493,53 bA 506,19 aA 12,21
CV(%) 9,08 6,74 8,26

Médias seguidas pela mesma letra mindscula separadamente para as diferentes concentracdes e
mailscula, separadamente para os diferentes dias nao diferem estatisticamente pelo teste Scott Knott
a 0,5% de probabilidade.
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Tabela 9 - Variacdo na concentragao de pristimirina (ug/g PS) produzida por raizes in vitro de
M. floribunda elicitadas por ancymidol, uniconazol, paclobutrazol, terbinafina e giberelina nas
concentracdes 25, 50 e 100 uM e associacdo de giberelina (25, 50 e 100 uM) + paclobutrazol
(25, 50 e 100 uM), ap6s 10, 15 e 20 dias de cultivo.

Elicitor Concentragéao Pristimirina (ug.g* PS)
(UM) Dias de cultivo
10 15 20 CV(%)
Ancymidol 0 259,77 aA 94,32 aB 101,31 bB 10,50
25 130,27 bA 65,75 aA 218,64 aA 13,73
50 80,94 cA 131,68 aA 71,35 bA 28,01
100 90,06 cA 108,35 aA 88,35 bA 13,64
CV(%) 9,05 24,43 15,75
Uniconazol 0 259,77 aA 94,32 aB 101,31 aB 10,50
25 187,70 bA 81,90 aA 110,23 aA 15,80
50 85,98 cA 310,34 aA 192,27 aA 26,67
100 48,51 dB 179,82 aA 64,42 aA 16,60
CV(%) 7,91 25,97 23,17
Paclobutrazol 0 259,77 aA 94,32 bB 101,31 bB 10,50
25 71,13 cB 184,85 aA 84,34 bA 12,27
50 75,56 cA 72,83 bA 83,71 bA 12,72
100 133,17 bA 59,94 bA 184,27 aA 13,72
CV(%) 8,43 14,94 14,38
Terbinafina 0 259,77 aA 94,32 cB 101,31 aB 10,50
25 250,88 aA 70,56 cB 125,57 aB 14,34
50 126,52 bA 286,28 aA 168,28 aA 14,10
100 71,62 bC 237,04 bA 109,33 aB 4,56
CV(%) 12,61 8,68 15,87
Giberelina 0 259,77 aA 94,32 bB 101,31 aB 10,50
25 164,22 aA 244,80 aA 139,51 aA 39,57
50 226,17 aA 60,45 bB 187,16 aA 16,95
100 120,34 aA 80,84 bA 147,31 aA 26,90
CV(%) 16,54 17,97 43,45
Giberelina 25 pM 0 259,77 aA 94,32 bB 101,31 aB 10,50
+ 25 134,37 bA 87,94 bA 114,70 aA 15,58
Paclobutrazol 50 141,28 bA 177,52 aA 94,27 aA 13,40
100 135,89 bA 178,97 aA 80,03 aA 16,64
CV(%) 11,77 13,81 17,74
Giberelina 50 uM 0 259,77 aA 94,32 bB 101,31 aB 10,50
+ 25 181,32 bA 88,66 bB 76,63 aB 18,87
Paclobutrazol 50 142,32 bA 81,60 bA 148,76 aA 15,91
100 141,67 bA 180,04 aA 195,32 aA 22,83
CV(%) 7,75 24,06 25,29
Giberelina 100 uM 0 259,77 aA 94,32 aB 101,31 bB 10,50
+ 25 170,89 aA 121,41 aA 251,84 aA 16,65
Paclobutrazol 50 140,28 aA 193,68 aA 132,84 bA 15,82
100 81,20 aB 154,37 aA 64,87 bB 17,16
CV(%) 11,22 14,10 20,81

Médias seguidas pela mesma letra mindscula separadamente para as diferentes concentracdes e
mailscula, separadamente para os diferentes dias nao diferem estatisticamente pelo teste Scott Knott
a 0,5% de probabilidade.
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Figura 16 - Cromatogramas obtidos por CLUE dos extratos de raizes de Monteverdia floribunda
cultivadas in vitro e elicitadas: (A) controle, (B) ancymidol, (C) uniconazol, (D) paclobutrazol, (E)
terbinafina, (F) giberelina-GA3, (G) associacao de giberelina + paclobutrazol, e dos padrdes: (H) 2283-

hidroxi-maitenina, (1) maitenina, (J) celastrol e (K) pristimirina.
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Figura 17 - Elicitores quimicos e a producgéo de triterpenos quinonametidios em

raizes de Monteverdia floribunda.
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Fonte: Mayara Valdevite

Figura 18 - Estrutura quimica do uniconazol-P.

Fonte: Mayara Valdevite
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Tabela 10 - Dados de RMN *H e 3C (mapa de contorno HMQC) do uniconazol

em comparac¢ao com o uniconazol da literatura*

uniconazol(cbsoD) uniconazol*cbcls)

*H () 3C (ppm) °C (ppm)
C-1 - 133,6 133,05
C-2 7,43 m (4H) 130,2 129,95
C-3 7,43 m (4H) 128,7 128,80
C-4 - 133,9 134,99
C-5 7,43 m (4H) 128,7 128,80
C-6 7,43 m (4H) 130,2 129,95
C-7 7,08 s (1H) 128,9 128,65
C-8 - 138,4 138,34
C-9 4,63 s 74,0 75,48
C-10 - 35,8 36,06
C-11 | 0,65 s (9H) 25,2 25,93
Cc-3 8,09 s (1H) 150,7 151,02
C-5 8,9 s (1H) 144.6 143,14

*Sugiura, M.; Kimura, A.; Fujiwara, H. Discrimination of enantiomers by means of NMR spectroscopy
using chiral liquid crystalline solution: application to triazole fungicides, uniconazole and diniconazole,
Magn. Reson. Chem. 44, 121-126, 2006.

Tabela 11 - Mapa de contorno HMBC do uniconazol.
e C-5(8,9) 150,7 (C-3))
e C-3(80) —» 144,6 (C-5)
e 7,0(C-7) ——» 138,4(C-8); 130,2 (C-2); 74,0 (C-9)
e 4,6(C-9) 128,9 (C-7); 35,8 (C-10); 25,2 (C-11)
e 0,65 (C-11) 74,0 (C-9); 35,8 (C-10)




Figura 19 - Espectro de RMN de *H do uniconazol (600 MHz, MeOD).
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Figura 20 - Espectro de RMN de *H do uniconazol com integrais (600 MHz, MeOD).
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Figura 21 - Mapa de contorno de gHMQC do uniconazol (600 MHz, MeOD).
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Figura 22 - Mapa de contorno de gHMBC do uniconazol (600 MHz, MeOD).
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7.7 CONFIRMACAO DA VIA DO MEVALONATO NA BIOSSINTESE DA MAITENINA

7.7.1 Isolamento do Triterpeno Maitenina de M. floribunda

A identificacdo da substancia maitenina (Figura 23) isolada de M. floribunda
foi realizada por meio da analise dos espectros obtidos por RMN 1D, em
comparagao com os dados descritos na literatura (TAKAISHI et al., 1997).

Até o presente momento ndo h& estudos fitoquimicos para a espécie M.
floribunda, sendo este o primeiro relato sobre a ocorréncia de maitenina nesta
planta. Essa substancia € da classe dos triterpeno quinonametideos, os quais séo

denominados marcadores quimiotaxondmicos da familia Celastraceae.

Figura 23 - Estrutura quimica da maitenina isolada de Monteverdia floribunda.

Fonte: Mayara Valdevite

7.7.2 Estudo da Rota Biossintética por Meio da Incorporagéo de 1-*C Acetato de

Sodio e 2-13C Acetato de Sodio nas Raizes de M. floribunda

Para a determinacdo da via biossintética de formagdo da maitenina (Figura
23), foram realizados experimentos de incorporacdo com 1-13C acetato de sodio e 2-

13C acetato de sddio.
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Apbs 20 dias de cultivo das raizes enriquecidas com o 1-*C acetato de sadio,
2-13C acetato de sodio e sem o acetato de sodio (controle), os compostos de
interesse foram purificados e apenas a maitenina (composto majoritario) apresentou
massa suficiente para realizacdo de andlises por RMN de **C. A andlise do espectro
de RMN de BC de maitenina marcada com 1-3C acetato de sddio, maitenina
marcada 2-13C acetato de sédio e controle indicaram os carbonos onde ocorreu a
incorporagédo (Figura 24, 25 e 26) (Tabela 12).

De acordo com o espectro de RMN de 3C realizado na amostra enriquecida
com 1-13C acetato de sédio (Figura 24), pode-se observar um aumento significativo
na intensidade dos sinais C-2 (6 178,4), C-4 (& 117,2), C-6 (& 133,7), C-8 (5 168,8),
C-10 (& 164,7), C-11 (& 33,7), C-12 (6 30,0), C-14 (d 44,7), C-16 (& 35,5), C-17 (
38,2), C-20 (6 41,9) e C-21 (d 213,7), em um padréo correspondente a formagao da
maitenina enriquecida com 1-13C acetato de sédio. Na figura 24, podemos observar
que além do aumento na intensidade visualizou-se uma multiplicidade dos sinais dos
carbonos C-8, C-11, C-12, C-14, C-16, C-17, C-20 e C21. Estes sinais sao
chamados de satélites de acoplamento *C-*C, e sdo um fendmeno que ocorre
quando um *3C acopla mutuamente com um segundo *C adjacente.

No espectro de RMN de 3C realizado na amostra enriquecida com 2-13C
acetato de sodio (Figura 25), pode-se observar um aumento significativo na
intensidade dos sinais C-1 (6 118,8), C-3 (d 146,1), C-5 (6 127,7), C-7 (6 118,1), C-9
(642,7), C-13 (5 40,6), C-15 (& 28,4), C-18 (6 43,5), C-19 (4 32,1), C-22 (4 52,6), C-
23 (6 10,3), C-25 (& 39,0), C-26 (& 21,6), C-27 (& 19,7), C-28 (& 32,5) e C-30 (
15,1), em um padrdo correspondente a formagdo da maitenina enriquecida com 2-
13C acetato de sédio. E também podemos observar a formacdo de satélites de
acoplamento nos carbonos C-9, C-13, C-18, C-19, C-25 e C27 (Figura 25).

Quando a unidade isoprénica é formada utilizando como substrato o 1-13C
acetato de sédio, o IPP tera a marcagdo nos carbonos 2 e 4 (Figura 27), e quando
utilizado 2-13C acetato de sodio o IPP ficara marcado na posicéo 1, 3 e 5 (Figura 28).
Sendo assim, pode-se afirmar que as unidades isoprénicas estdo envolvidas na
formagdo de maitenina que procedem da via do mevalonato, pois as unidades IPP

apresentaram o padrao de marcagéo esperado.
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Tabela 12 - Dados de RMN de *3C (600 MHz, CDClIs;, 25°C) da Maitenina isolada

das raizes in vitro de Monteverdia floribunda, ap6s a incorporacgéo de 1-13C
acetato de sodio e 2-13C acetato de s6dio(CDCls, 25°C).

dGunatilaka et al., Magnetic Resonance in Chemistry, 27, 803-811, 1989.

C 5 & &
1-13C-acetato | 2-13C-acetato
c1 119,8 | 1198 119,8
c2 178,4 | 1784 1784
c3 146,1 | 146,1 146,1
c4 1171 |117,2 117,2
C5 1278 | 1277 127,7
C6 1335 | 1337 133,7
c7 118,1 |1181 118,1
c8 168,6 | 168,8 168,8
C9 42,7 42,7 42,7 (t)
C-10 164,7 | 164,7 164,7
C-11 33,8 337() |337
c12 30,0 300 () |300
c-13 40,6 40,6 40,6 (t)
C-14 44,7 44,7 44,7
c-15 28,4 28,4 28,4
C-16 35,5 355 () | 355
c17 38,2 382 () |382
c-18 43,6 435 43,5 (t)
C-19 32,1 32,1 32,1 (t)
C-20 41,9 419 () |41,9
c21 2137 |213,7(1) |213,7
c-22 52,5 52,6 52,6
c-23 10,3 10,3 10,3
C-25 39,1 39,0 39,0 (t)
C-26 21,6 21,6 21,6
c-27 19,7 19,7 19,7 (t)
c-28 32,6 32,5 32,5
C-30 15,1 15,1 15,1

dados experimentais

(t) triplete



Figura 24 — Espectro de RMN de *C da maitenina isolada de raizes in vitro de

Monteverdia floribunda enriquecidas com 1-'3C acetato de sodio.
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Figura 25 — Espectro de RMN de *C da maitenina isolada de raizes in vitro de

Monteverdia floribunda enriquecidas com 2-13C acetato de sédio.
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Figura 26— Espectro de RMN de *C da maitenina isolada de raizes in vitro de

Monteverdia floribunda.
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Figura 27— Via biossintética do triterpendide maitenina procedente da via MVA apés
a metabolizacio de 1-'3C acetato de sédio.

1."*C.acetato
4 0
x
-/ﬁ‘SCoA
%3) o o oH§ NADPH ... @ AOH
= H20¢. M4 DPH Ho£ . DX e,
PO DOTSNATRSCOA T S0H
“# ~7"SCoA
j\ HMG-CoA mevalonic acid
O senz leATP
s i i 2 o
AN Bor e gfFfytoe 2 b Z o
Y >

e
YPhALFS

2 3-oxidosqualene ‘ﬂ

: (
} olite T
H ;L T%j, ;§§5 — o ?% i;%ig

Rz

HO /a'\y HOY SR No”
dammarenyl cation baccharenyl cation

l :
e s

MY \2: NADPH ,\ ,r@t}‘)l\ T\&o :f
Hoj:?’jF‘I % {L HO K‘in

3-friedelanol oleanyl cation lupanyl cation
PASU‘
PN hod po4
il PasD “"’L 7 o = 4’ o
H T’H %’IK - 1, ¥H \%lH < - H T‘H\%zH ~
PANLPS NI S P N PN R
JO PO Rl
i T T | P4s0
friedelin
N o p 4
rj T o\,PA:Y

o""\:/[ < PasD 01\ '- ; i f S
e ST vl S

HO™ " HO ‘Tf N HO”\\"O/\G:O
celastrol

o}

» Maitenina



73

Figura 28 — Via biossintética do triterpendide maitenina procedente da via MVA apés
a metabolizacdo de 2-13C acetato de sédio
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8 CONCLUSAO

Raizes de M. floribunda foram produzidas in vitro com sucesso e
biossintetizam maior teor de triterpenos quinonametideos do que as raizes
cultivadas in situ. Além das raizes produzirem esses compostos in vitro, elas
também excretaram 22f-hidroxi-maitenina, maitenina e celastrol para o0 meio de
cultura.

Raizes produzidas em biorreatores acumularam maior teor de triterpenos
quinonametideos que as cultivadas em erlenmeyers.

A espécie Methylobaterium thiocyanatum é um microrganismo simbionte de
M. floribunda e apresentou efeito elicitor sobre a producéo de 223-hidroxi-maitenina,
maitenina e celastrol, em raizes cultivadas in vitro.

As substancias terbinafina, ancymidol, giberelina, bem como a associagéo de
giberelina + paclobutrazol aumentaram, nas Raizes de M floribunda, o teor do TQs.

A rota biossintética de maitenina, em raizes de M. floribunda, foi confirmada

como sendo a via do mevalonato
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Relatério Técnico Final

Servigo: |dentificaggo de microrganismos por analise Relatério: 170029
molecular

Interessado: Ronaldo Biondo Data de recebimento: 26/05/2017

Servigo No. Descrigao da Amostra
0S 170029 1- Maytenus floribunda (Mayara)

0OS 170029 2- Maytenus ilicifolia (Juliana)

OBJETIVOS

Classificar taxonomicamente os micro-organismos das amostras através do acesso ao gene barcode.

METODOLOGIA
2.1 Cultivo e extragdo de DNA

Os micro-organismos das amostras foram cultivados em placa de SDA (Saboraud Dextrose
Agar) para aferigo de pureza e coloragéo de Gram, além de SDB (Saboraud Dextrose Broth) para
amostras bacterianas, utilizado na extracac de DNA, que foi obtido através de kit comercial High Pure

PCR Template Kit (Roche), segundo informagées do fabricante.

Apos extragio de DNA para ambos os casos, o material foi estocado a -20°C até o uso.

2.2 Manipulagédo do DNA

A amplificag8o do DNA alvo, através da Reagéo em Cadeia da Polimerase (PCR), se deu por
meio dos oligonucleotideos iniciadores (primers) 27F (5' - AGAGTTTGATCMTGGCTCAG — 3)
1492R (5~ TACGGYTACCTTGTTACGACTT — 3') (WEISBURG et al., 1891)

Apos corrida eletroforética em gel de TBE-agarose 1,0% (p/v),
EasyPure PCR Purification Kit (

e

0 produto foi purificado através do
TransGen Biotech), segundo as informagdes do fabricante.

Os produtos purificados foram quantificados, aliquotados e acrescidos dos respectivos

oligonucleotideos para seglienciamento, este (ltimo realizado na plataforma ABI 3500 Genetic
Analyzer (Life Technologies)
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2.3 Analises das sequéncias

A sequéncia consenso foi gerada (BicEdit) a partir das sequéncias obtidas pelos primers
supracitados. A classificagio taxondmica das amostras se baseou na comparagao entre a sequéncia
consenso e as depositadas no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/) via MEGABLAST. A sequéncia Unica
foi alinhada com as similares disponiveis no banco de dados e foi construida uma arvore de distancia
filogenética com auxilio do programa MEGA?7.

3. RESULTADOS

Na Tabela 1 estao apresentadas as caracteristicas dos isolados.

Tabela 1. Caracteristicas de colénia das amostras.

Cod. Seqgiiéncia Morfologia da colénia Caracteristica Celular
; Colénia rosa, opaca, cremosa, convexa, superficie lisa, .
RBio / MF P ki p Bastonete gram positivo
margem inteira.
- Colénia rosa escuro, brilhante, cremosa, convexa,
RBio / MI

Bastonete gram positivo

superficie lisa, margem inteira.

As fichas a seguir apresentam os dados referentes a cada isolado, indicando a classificagao
taxondmica, o autor, a sequéncia obtida e uma arvore de distancia filogenética, construida a partir do
alinhamento encontrado no site do NCBI, através da ferramenta BLAST.

N
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Amostra RBio / MF (>99%)

Methylobacterium thiocyanatum (Wood et al. 1999)
Classificagio

. Bacteria; Protecbacteria; Alphaproteobacterias Rhizobiales;
Taxondémica

Methylobacteriaceae; Methylobacterium.

>RBio / MF
GAACGTGCCCTTCGGTTCGGAATAACTCAGG GAAACTTGAGCTAATACCGGATACGCCCTTATGGG
GAAAGGTTGACTGCCGAAGGATCGGCCCGCGTCTGATTAGCTTGTTG GTGGGGTAACGGCCTACC
AAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAG GATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCA
GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGG GCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCC
GCGTGAGTGATGAAGGCC[TAGGGHGTAAAGCTC’]TWGTCCG GGACGATAATGACGGTACCGG
AAGAATAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAG CAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTC
GGAATCACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGG CCGATTAAGTCGGGGGTGAAAGCCTGTGGCTC
AACCACAGAATTG CCWCGATACTGGTTGGCI_I'GAGACCGGAAGAGGACAGCGGAACTGCGAGTG
TAGAGGTGAAAHCGTAGATATTCGCAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCCGGTTC
TGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAG CAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTA
AACGATGAATGCCAGCCGTTG GCCTGCTTTGCAGGTCAGTGGCGCCGCTAACGCATTAAG CATTCC
GCCTG GGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATFGACGGGG GCCCGCACAAGCGGTG
GAGCATGTGGTWAATFCGAAGCAACGCGCAGAACCITACCATCCCWGACATGGCATGTTACCTC
GAGAGATCGGGGATCCTCTTCGGAGGCGTGCACACAGGTG CTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGT
CGTGAGATGTTG GGTFAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTCCT[AGTTG CCATCATTCAGTTG
GGCACTL—TAGGGAGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGTGGATGACGTCAAGTCCFCAT
GGCCCTTACGGGATG GGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAGTGG GACGCGAAACCGCGA
GGTTGAGCAAATCCCCAAAAG CCGTCTCAGTTCGGATTGCACTTGCAACTCGG GTGCATGAAGGC
GGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCACGCCACG GTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGC
CCGTCACACCATGGGAGTTGGTTT

Arvore de distancia filogenética

Sequéncia FASTA

Methylabacterium suomiense NCIMB 13778
Methylobacterium aminovorans JCM 8240

. Figura 1. Arvore de distancia filogenética a partir do
Methylobacterium extarquens CM4

Methylobacterium zatmanii DSM 5688 gene 165 rRNA. Construida com o auxilio do
Methylobacterium populi BJOD1 software  MEGA 7.0 pelo método de
Methylobacterium thiocyanatum ALL/SCN-P Neighbor-Joining com pardmetro Tamura 3,
Methylobacterium thiocyanatum DSM 11430

S Gamma Distribution e Bootstrap de 1000
”Mm‘hylubac:erium rhodesianum DSM 5687 réplicas.

Methylobacterium lusitanum NCIMB 13779

y
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Amostra RBio / Ml (>99%)

" ~ Methylobacterium dankookense (Lee et al. 2009)
Classificagdo
Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacterias Rhizobiales;
Taxondmica ) )
Methylobacteriaceae; Methylobacterium.

>RBio / MI

CTAGTG GCAGACGGGTGAGTAACACGTGGGAACGTACCUTTGGWCGGGACAACTCTGGGAAAC
TGGAGCTAATACCG GATACGCCCTTTTGGGGAAAGGTTTACTGCCGAAGGATCGGCCCGCGTCTG
A‘I'I'AGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCI'ACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGI'CFGAGAGGATGAT
CAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAG CAGTGGGGAATATTGGA
CAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTT, AGGGTTGTAAAGCTC
TTTTATCCGGGACGATAATGACGGTACCGGAGGAATAAGCCCCGGCT, AACTTCGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGAAGGGGGCI'AGCG'I'I'GCTCGGAATCACI'GGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGCG
TTTTAAGTCGGGGGTGAAAGCCTGTGGCTCAACCACAGAATGGCCTTCGATACTGG GACGCTTGA
GTCTGGTAGAGGTTGGTG GAACTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAAGAACACC
Sequéncia FASTA GGTGGCGAAGGCGGCCAALTGGACCAGCACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGGTGGGGAGCAAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGAATGCTAGCT GTTGGGGTGCATGCATC
TCAATAGCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCG CAAGATTAAAACTCAAA
GGAATTGACGG GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACG CGCAGAAC
CTTACCATCCTTTGACATGGCGTGTTACT GGGAGAGATTCCAGGTCCTCTTCGGAGGCGCGCACAC
AGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGS GTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
ACCCACGTCCTCAG'ITGCCATCA'ITCAG'ITGGGCACTCTGGGGAGACI'GCCGGTGATAAGCCGCGA
GGAAGGTGTGGATGACGTCAAGTCCTCATGG CCCTTACGGGATGGGCTACACACGTGCTACAATG
GCGGTGACAGTGGGACGCGAGACCGCGAGG'ITGAGCAAATCCCCAAAAGCCGTL‘FCAGTTCGGAT
TGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAG GTGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCATGCCACGGT

GAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG CCCGTCACACCATGGGAGTTGGTCTTACCCGACGGCG
C

Arvore de distancia filogenética

Methylobacterium mesophilicum DSM 1708

Methylobacterium mesophilicum JCM 2829
Methylobacterium brachiatum B0021
Methylobacterium phyllosphaerae CBMB27
Methylobacterium phyllostachyos BL47
Methylobacterium cerastii C15 softwsle MEGA. 7.0 Pelo métado  de
Methylobacterium trifolii TA73

Methylobacterium dankookense SWOB-7
{RBio / M
Methylobacterium hispanicum DSM 16372
Methylobactetium hispanicum GP34

Figura 2. Arvore de distancia filogenética g partir do

gene 165 rRNA. Construida com o auxilio do

Neighbor-Joining com pardmetro Tamura 3;

Gamma Distribution e Bootstrap de 1000

réplicas.

H
0.0050
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4. HISTORICO

Methylobacterium thiocyanatum: Comumente encontrado em solo, superficie foliar ou outras partes de
vegetais. Pode usar o tiocianato como sua unica fonte de nitrogénio enquanto cresce
heterotréficamente em agucares ou acidos organicos, formiato como fonte de carbono e energia ou

pode crescer metilotroficamente em metanol (WOOQD et al., 1998).

Methylobacterium dankookense: Contém as caracteristicas esperadas para o género em relagio as

necessidades e capacidades de seu metabolismo. A cepa tipo foi isolada de agua filtrada na Coréia
(LEE et al., 2009).
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Observagdes:

Os resultados tém significagéo restrita e se g
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plicam somente a amostra recebida para analise.
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Anexo |l

Figura All 1: Curva de calibracdo do padréo 22f3-hidroxi-maitenina para quantificacéo

do analito em extrato diclorometano de raizes adventicias de Monteverdia floribunda.
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Figura All 2: Curva de calibragéo do padréo maitenina para quantificagéo do analito

em extrato diclorometano de raizes adventicias de Monteverdia floribunda.
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Figura All 3: Curva de calibracdo do padrdo celastrol para quantificacéo do analito

em extrato diclorometano de raizes adventicias de Monteverdia floribunda.

Celastrol
12000000

10000000 -

8000000 -

6000000 -

f(x) = 40978x - 29772

4000000 - R2=0,9976

2000000

0 50 100 150 200 250 300
Concentracao (ug/mL)

Figura All 4: Curva de calibragéo do padréo pristimirina para quantificagéo do analito
em extrato diclorometano de raizes adventicias de Monteverdia floribunda.
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Anexo Il

(Ancymidol) A formula molecular de (Figura 15-B TR:7,50 min) foi
determinada como C15H16N202 baseada nos espectros de massas de

alta resolugcdo com ionizagao por eletrospray (ESI), no modo positivo. A

molécula protonada [M + H]+ apresentou m/z = 256,30.
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(Uniconazol) A férmula molecular de (Figura 15-C TR:10,71 min) foi
determinada como C15H18CIN30O baseada nos espectros de massas de
alta resolucdo com ionizacédo por eletrospray (ESI), no modo positivo. A

molécula protonada [M + H]+ apresentou m/z = 291,78.
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(Paclobutrazol) A féormula molecular de (Figura 15-D TR:9,87 min) foi

determinada como C15H20CIN30O baseada nos espectros de massas de

alta resolugcdo com ionizagao por eletrospray (ESI), no modo positivo. A

molécula protonada [M + H]+ apresentou m/z = 293,79.
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(Terbinafina) A formula molecular de (Figura 15-E TR:10,71 min) foi
determinada como C21H25N — HCL baseada nos espectros de massas de
alta resolucdo com ionizacédo por eletrospray (ESI), no modo positivo. A

molécula protonada [M + H]+ apresentou m/z = 291,43.

[MFT
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(Paclobutrazol em associacdo com Giberelina) A formula molecular de
(Figura 15-F TR:9,89 min) foi determinada como C15H20CIN30O baseada
nos espectros de massas de alta resolugédo com ionizacdo por eletrospray
(ESI), no modo positivo. A molécula protonada [M + H]+ apresentou m/z =
293,79.
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(Giberelina em associacdo com Paclobutrazol) A formula molecular de
(Figura 15-G TR:0,85 min) foi determinada como C19H2206 baseada nos
espectros de massas de alta resolucdo com ionizagdo por eletrospray
(ESI), no modo positivo. A molécula protonada [M + H]+ apresentou m/z =
346.37 e aduto de m/z 75.
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