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RESUMO: Os estudos dos metabolitos secundarios de plantas se desenvolveram aceleradamente
nos ultimos 50 anos. Estes compostos sdo conhecidos por desempenharem um papel importante
na adaptagdo das plantas aos seus ambientes e também representam uma fonte importante de
substancias farmacologicamente ativas. As técnicas de cultura de células de plantas iniciaram-
se na década de 1960 como uma possivel ferramenta para estudar e produzir os metabodlitos
secundarios de plantas. O uso de cultura de células de planta para a produgdo de substancias
de interesse contribuiu grandemente para avancos em diversas areas da fisiologia e bioquimica
vegetal. Diferentes estratégias, usando sistemas de cultura in vitro, foram estudadas com o objetivo
de aumentar a produgdo de metabolitos secundarios. As plantas dos géneros Aspidosperma e
Tabernaemontana sdo importantes fontes de alcaldides inddlicos biologicamente ativos, sendo
que no Brasil existe um nimero consideravel de espécies destes géneros. As culturas de células
de Aspidosperma e Tabernaemontana foram iniciadas ha pelo menos 16 anos, as quais produzem
um grande numero de alcaldides, o que estimulou o desenvolvimento de diversas técnicas para
sua producio, extracao e identificag@o.

Unitermos: Metabdlitos secundarios, alcaldides indolicos, cultura de células de plantas,
Apocynaceae, Aspidosperma, Tabernaemontana.

ABSTRACT: “Production of plant secondary metabolites in plant cell and tissue culture:
The example of Tabernaemontana and Aspidosperma genera”. Studies on plant secondary
metabolites have been increasing over the last 50 years. These compounds are known to play
a major role in the adaptation of plants to their environment and an important source of active
pharmaceuticals. Plant cell culture technologies were introduced at the end of the 1960s asa possible
tool for both studying and producing plant secondary metabolites. Different strategies, using in
vitro systems, have been extensively studied with the objective of improving the production of
secondary plant compounds. The Aspidosperma and Tabernaemontana genera are an important
source of biologically active alkaloids and in Brazil there is a considerable number of species
of these genera. About 16 years ago cell cultures of Tabernemontana and Aspidosperma were
initiated. These cell cultures did produce a number of alkaloids of pharmaceutical interest that
stimulated the development of several techniques to production, extraction and identification.

Keywords: Secondary metabolites, indolic alkaloids, plant cell culture, Apocynaceae,
Aspidosperma, Tabernaemontana.

INTRODUCAO que foi o primeiro autor a definir os metabolitos
secundarios como opostos aos metabdlitos primarios.

A quase duzentos anos a Quimica e a Biologia Os metabdlitos secundarios tém sido sumariamente

moderna vém descrevendo o papel do metabolismo
primario em fungdes basicas vitais, como por exemplo,
na divisdo, crescimento celular, respiragdo, estocagem e
reprodugdo. Por outro lado o conceito de metabolismo
secundario em biologia foi descrito por Kossel (1891),
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definidos como compostos pouco abundantes, com uma
freqiiéncia inferior a 1% do carbono total, ou pelo fato de
sua estocagem ocorrer em 6rgaos ou células especificos.
O desenvolvimento nas técnicas analiticas no século 20
como, por exemplo, os diversos tipos de cromatografia,
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permitiram isolar mais destas moléculas, constituindo-
se como a base para o estabelecimento da disciplina de
fitoquimica (Harborne, 1998).

Os produtos secundarios tém um papel
importante na adaptagdo das plantas aos seus ambientes;
essas moléculas contribuem para que as mesmas possam
ter uma boa interagdo com os diferentes ecossistemas
(Aerts et al., 1991; Harborne, 1988). Os produtos
secundarios aumentam a probabilidade de sobrevivéncia
de uma espécie, pois sdo responsaveis por diversas
atividades bioldgicas com este fim como, por exemplo,
podem atuar como antibidticos, antifingicos e antivirais
para proteger as plantas dos patogenos, e também
apresentando atividades antigerminativas ou toxicas
para outras plantas, fitoalexinas. Além disso, alguns
destes metabolitos constituem importantes compostos
que absorvem a luz ultravioleta evitando que as folhas
sejam danificadas (Li et al., 1993).

Os compostos secundarios de plantas sdo
usualmente classificados de acordo com a sua rota
biossintética (Harbone, 1999). As trés familias de
moléculas principais s@o geralmente consideradas:
os compostos fenolicos, terpénicos e esteroides, e os
alcalodides. A fungdo dos compostos fendlicos esta
envolvida com a sintese das ligninas que sdo comuns a
todas as plantas superiores, atrativos aos seres humanos
devidoaoodor,saborecoloragdoagradaveis, mastambém
paraoutros animais, os quais sdo atraidos para polinizagdo
ou dispersdo de sementes. Além disso, esse grupo de
compostos é importante para proteger as plantas contra
os raios ultravioleta, insetos, fungos, virus e bactérias
(Croteau et al., 2000). Ha inclusive certas espécies
vegetais que desenvolveram compostos fenolicos para
inibir o crescimento de outras plantas competidoras (a¢do
alelopatica). Os alcaldides podem ser definidos como
compostos farmacologicamente ativos, contendo um
nitrogénio e derivados de aminoacidos (Cordell, 1981).
Entretanto os alcaldides ndo s@o distribuidos de maneira
uniforme no reino vegetal e sdo mais especificos para
alguns géneros e espécies de plantas. Esta distribuigdo
restrita dos compostos secundarios constitui a base da
quimiotaxonomia e ecologia quimica (Harborne, 1988).
O papel dos alcaldides nas plantas ainda ¢ uma questdo
dificil de ser respondida, mas de acordo com Croteau et
al. (2000), algumas respostas estdo surgindo amparadas
nas fungdes eco-quimicas destes compostos. O papel dos
alcaloides nas defesas quimicas das plantas é sustentado
pela grande variedade de efeitos fisiologicos que estes
exercem sobre os animais e também por suas atividades
antimicrobianas. Varios alcaldides sdo toxicos aos
insetos e atuam como repelente para herbivoros.

Devido as extensas atividades biologicas dos
metabolitos secundarios de plantas, estes sdo utilizados
ha séculos na medicina popular e nos dias atuais,
como medicamentos, cosméticos, matéria-prima para a
quimica fina, ou mais recentemente como nutracéuticos
(Yunes & Chechinel, 2001; Amaral et al., 2006; Funke
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& Melzig, 2006; Biavatti et al., 2007; Barbosa-Filho et
al., 2007; Satde-Guimardes & Faria, 2007; Barbosa-
Filho et al., 2008). Estudos recentes estabeleceram
que nos paises ocidentais, onde a quimica sintética ¢ a
base da industria farmacéutica, 25% das moléculas alvo
foram originalmente isoladas de plantas (Barreiro, 1991;
Viegas Jr et al., 2006). Apesar dos grandes avangos na
quimica sintética, a producdo de metabolitos secundarios
de plantas, por muito tempo, vem sendo feita por cultivo
das plantas medicinais. Por outro lado, plantas originarias
de bidtipos especificos podem ter muitas dificuldades
para crescer fora de seus ecossistemas locais. Algumas
espécies de plantas comuns ndo podem ser cultivadas em
larga escala devido a sua susceptibilidade a patdogenos
(ex. antracnose para Hypericum ou Arnica montana).
Isto tem conduzido os cientistas ¢ biotecnologistas a
considerar as culturas de células, tecidos e 6rgdos como
umamaneiraalternativa para produzir os correspondentes
metabolitos secundarios in vitro.

A cultura de células de plantas

A producdo de metabodlitos secundarios
empregando cultura de células de plantas vem sendo
amplamente estudada (Charlet et al., 2000). As plantas
que produzem compostos bioativos sdo frequentemente
obtidas a partir de coleta predatoria e indiscriminada
(Villareal et al., 1997), por estes motivos as pesquisas
visando a produgdo destes metabolitos secundarios em
cultura s3o vantajosas tanto do ponto de vista ecologico
como econdmico. Como um sistema experimental,
a cultura de células de plantas fornece uma série de
vantagens sobre os estudos com plantas integras,
incluindo a geragdo de material necessario para os estudos
em torno de um ano, células indiferenciadas, estado de
desenvolvimento das células relativamente uniforme,
auséncia da interferéncia de microrganismos; e mais
importante, o ciclo vegetativo reduzido (Croteau et al.,
2000). As culturas de células de plantas podem sintetizar
grandes quantidades de metabdlitos secundarios dentro
de um periodo de cultivo de duas semanas. Isto ¢ muito
favoravel em relagdo a produgdo na planta, para as quais
o espago de tempo para o acimulo destes metabolitos
pode variar de uma estacdo para plantas anuais ou
diversos anos no caso da plantas perianuais, como por
exemplo as arvores. Nas culturas de células de plantas as
taxas de biossintese podem ser aumentadas, facilitando
grandemente os estudos (Croteau et al., 2000; Santos et
al., 2007).

A selecéo das plantas

As principais abordagens em um programa de
pesquisa para producdo de metabdlitos secundarios em
cultura de plantas estdo apresentadas na Figura 3. Na
primeira fase dos estudos os farmacognosistas e quimicos
procuram descobrir os principios ativos presentes nas
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plantas (Hamburguer & Hostettmann, 1991). Uma
vez que os compostos de interesse sdo identificados
nos extratos das plantas, a primeira parte do trabalho
consiste em reunir uma grande variedade de amostras de
diferentes individuos da mesma espécie que produzam as
substancias desejadas. Este trabalho permite selecionar
plantas hiperprodutoras que apresentam o metabolito
secundario de interesse.

O estabelecimento da cultura das linhagens celulares
in vitro

Aposaselecdo dos individuos mais promissores,
tem inicio o trabalho de cultura de células in vitro, com a
inducdo dos calos. Para a obtengao dos calos € necessario
determinar o meio de cultura adequado para a inoculagdo
e manutencdo destes tecidos. A otimizagdo do meio
de cultivo ¢é realizada modificando-se a composi¢do
mineral e organica com atengdo especial para o balango
de reguladores de crescimento (auxina/citocinina)
que governam os mecanismos de diferenciacdo e
desdiferenciagdo celular. Esta é uma etapa empirica,
relativamente longa, mas que pode ser facilitada pelo
uso de experimentos fatoriais incompletos ou métodos
de resposta de superficie (Box, 1954; Barros Neto et al.,
1996).

Para um planejamento fatorial ¢é preciso
primariamente especificar os niveis em que cada fator
sera estudado, isto é, os valores dos fatores (concentragéo
de auxinas e citocininas) que serdo empregados nos
experimentos (Barros Neto et al., 1996). Para estudar
o efeito das concentragdes de auxina em quatro niveis,
por exemplo, 0,5 mg/L, 1,0 mg/L, 2,0 mg/L e 4,0 mg/L,
e o efeito das citocininas em trés niveis, 0,5 mg/L, 1,0
mg/L, 2,0 mg/L ¢ necessario um planejamento fatorial
que requer a execugdo de experimentos para todas as
combinagdes possiveis dessas concentragdes. Cada um
desses experimentos, em que o sistema ¢ submetido aum
conjunto de niveis definidos, ¢ um ensaio experimental.

Apbs a inducdo dos calos, ¢ necessario um
periodo de subculturas periodicas (transferéncia de
fragmentos dos calos para um meio de cultura novo)
para garantir a estabilidade e/ou uniformidade dos
tecidos de calos. Isto porque, variacdes somaclonais
geradas in vitro podem ocorrer com relativa freqiiéncia
em tecidos de calos (Machado & Colleti, 1991). Esta
variagdo gerada in vitro pode determinar uma produ¢do
de metabolitos secundarios frequentemente variavel,
entre um ciclo e outro dos subcultivos. De acordo
com Bourgaud et al. (2001), sdo necessarios varios
ciclos de subculturas para que os calos apresentem um
crescimento uniforme e possam ser considerados como
um agregado de células homogéneas, como se fossem
derivados de uma unica célula clonada.

Culturas de células em suspensao

Quando a estabilidade genética é alcangada, ¢é
necessario selecionar as diferentes linhagens de calos
de acordo com a sua competéncia celular para garantir
uma producdo eficiente do metabolito de interesse.
Portanto, cada calo deve ser testado separadamente,
para avaliar a velocidade de seu crescimento, bem como
as concentra¢des intracelulares e extracelulares do
metabdlito. Isto permite uma avaliagdo da produtividade
de cada linhagem celular (mg do produto g' de célula
dia' ou mg do produto L-'dia!) para que somente as
linhagens mais produtoras sejam empregadas nos
estudos de células em suspensdo ou biorreatores.

Na cultura de células em suspensdo, quando
comparada a cinética de crescimento celular a qual ¢é
usualmente uma curva exponencial, a maioria dos
metabdlitos secundarios é produzida durante a fase
de platd. Este déficit na produgdo durante os estagios
iniciais pode ser explicado pela alocagdo de carbono
estar distribuida preferencialmente com o metabolismo
primario (construgdo das estruturas celulares e
respiragdo) quando o crescimento ¢ muito ativo. Por
outro lado, quando o crescimento cessa, quantidades
elevadas de carbono ndo s3o mais necessarias para
o metabolismo primario € os compostos secundarios
podem ser sintetizados mais ativamente (Machado et
al., 2006).

De acordo com Scott et al. (1981) e Verpoorte &
Maraschin. (2001) as células em suspensdo constituem
um bom material bioldégico para estudos sobre rotas
biossintéticas. Quando comparado as culturas de calos,
as células em suspensdo permitem a recuperacdo de
grandes quantidades de células das quais as enzimas
podem ser facilmente isoladas.

Selecdo de linhagens altamente produtivas

As culturas de células de plantas representam
uma populacdo heterogénea nas quais as caracteristicas
fisiologicas das células sdo individualmente diferentes.
Berlin & Sasse (1985) descrevem alguns critérios que
devem ser utilizados na selegdo e pesquisa de linhagens
celulares com alta capacidade de producdo de diversos
produtos. A identificagdo de linhagens celulares com
alta produtividade tem sido feita através do cultivo de
protoplastos, mas um dos métodos mais promissores € a
seleg@o de pequenos agregados celulares (Verpoorte &
Maraschin, 2001). No caso do cultivo de protoplastos
as dificuldades associadas ao isolamento e cultivo das
células isoladas limitam a aplicagdo deste método,
enquanto que a selecdo de agregados celulares, a despeito
de ser um processo laborioso, ¢ de mais facil execugdo e
apresenta maiores indices de sucesso (Yamada & Fugita,
1983). Um exemplo do uso de agregados celulares de
Coptis japonica permitiu obter uma linhagem celular,
a qual cresceu mais rapidamente ¢ produziu altas
quantidades do alcaldide berberina (Yamada & Sato,
1981). Estudos empregando agentes de selegdo como
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o S-metil-triptofano, o glifosato e a biotina foram
feitos com o objetivo de selecionar linhagens celulares
altamente produtivas (Collin, 2001).

Aumento da produtividade em cultura de células de
plantas

Muitas estratégias podem ser utilizadas
para induzir ou aumentar a producdo de metabdlitos
secundarios (Shepherd, 1995). Uma das maneiras mais
efetivas, em muitos casos, ¢ a adicdo de compostos
precursores ou intermediarios ao meio de cultivo celular
(Silvestrini et al., 2002). Outra estratégia interessante ¢
a elicitacdo que representa usualmente uma das técnicas
de maior sucesso, esta técnica consiste na aplicagdo de
um estresse quimico ou fisico nas células em suspensao
para induzir a producdo de metabdlitos secundarios
que frequentemente ndo sdo produzidos. Isto ¢ feito
geralmente com elicitores bidticos (quitosanas, micélios
de fungos patogénicos, varios extratos de proteinas) ou
fatores abidticos (temperatura, luz, metais pesados,
pH, etc.). Os elicitores normalmente atuam reduzindo
0 tempo necessario para se atingir altas concentragdes
do produto de interesse. O uso de diferentes tipos
de elicitores para induzir e aumentar a producdo de
metabolitos secundarios de interesse comercial tem sido
descrito em diversos trabalhos (Wang & Zhong, 2002;
Dong & Zhong, 2001; Hu et al., 2001; Lee & Shuler,
2000).

O aumento de escala e 0 uso de biorreatores

Os estudos em biorreatores representam a
ultima etapa que leva a uma possivel producdo de
um metabolito secundario por cultura de células de
plantas. Esta ¢ uma fase importante, pois os problemas
aumentam quando se tenta transpor o trabalho realizado
em frasco de cultivo para uma escala maior. Um dos
aspectos a ressaltar é que o crescimento ¢ modificado
consideravelmente quando as células sdo cultivadas
em grandes tanques ¢ a produgdo de biomassa se
mantem como um ponto critico para produtividade
em biorreator. Isto ocorre devido principalmente a
limitagdes de transferéncia de massa do oxigénio (Hulst
et al., 1985), de nutrientes (Jones & Veliky, 1981), bem
como devido aos sistemas de cultura ndo homogéneos
que causam a sedimentag@o ¢ morte celular. Estudos de
Steward et al. (1999) confirmaram a baixa porcentagem
de viabilidade celular, em torno de 50%, normalmente
presente nos sistemas liquidos, exceto nos primeiros
dias das culturas. Outra forte limitagdo ao crescimento
¢ decorrente da alta sensibilidade da célula vegetal ao
estresse provocado devido ao atrito entre as células;
este ¢ responsavel por grande parte da morte celular.
Esta lise ¢ uma conseqiiéncia da agitacdo do meio de
cultura. Esta lise tende aumentar quando as células estdo
mais velhas, pois nessa fase elas estdo maiores. Muitos
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estudos descrevem processos de agitagdo alternativos
os quais foram desenvolvidos para reduzir esta lise
como os reatores por dispersdo de ar ou geradores de
bolhas ao invés das tradicionais hélices propelentes
(Dixon & Gonzales, 1994). Isto permite que a produgédo
de biomassa aumente até um nivel compativel com o
processo. Apds uma etapa bem sucedida de otimizacao
da producdo de biomassa nos biorreatores, a cultura
de células de planta deve passar por um processo de
adaptagdo de maneira a alcangar uma boa produgio dos
metabdlitos de interesse.

Andlise e identificacdo dos metabdlitos secundarios
produzidos em cultura de plantas

Existem diversos métodos para a analise e
identificagdo de metabdlitos secundarios conhecidos
produzidos em culturas de plantas. A analise de misturas
complexas ¢ usualmente feita por cromatografia em
camada delgada (CCD), por comparagdo com os valores
de fator de retengdo (Rf) de substincias conhecidas
em diferentes sistemas eluentes e pela sua reatividade
frente a diferentes produtos cromogénicos (Van Beek
& Van Gessel, 1988). A CCD ainda permanece como
um dos métodos preferidos para analise qualitativa de
compostos conhecidos, pois ndo requer equipamentos
sofisticados ou uma preparacao laboriosa de amostra.

Para andlise quantitativa, sistemas de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
acoplada com detector de UV-VIS ¢ a técnica mais
utilizada (Theodorides et al., 1998; Giroud et al.,
1991). Os trabalhos mais recentes estdo empregando a
CLAE acoplada a espectrometria de massas na analise
qualitativa e quantitativa (Lépine et al., 2002).

A cromatografia a gas capilar (CG) também
¢ bastante utilizada (Dagnino et al., 1991) e uma
importante caracteristica da CG ¢ o seu grande poder de
detecgdo e separagdo dos compostos. A utilizagdo da CG
acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) permite
a identificagdo dos compostos presentes em quantidades
minimas, mesmo em misturas complexas (Zocoller et
al., 2005).

A cromatografia de fluido supercritico (CFS)
¢ um outro método empregado, que utiliza colunas
empacotadas similares as de CLAE ou colunas capilares
semelhantes as usadas em CG/EM (Choi et al., 2002).
A CFS tem um grande potencial de aplicabilidade em
razdo de sua grande resolugdo e alta estabilidade dos
compostos sob as condigdes de uso.

A eletroforese capilar (EC) ¢ uma técnica que
vem sendo utilizada com relativo sucesso, pois apresenta
grande sensibilidade associada a alta resolugdo. A
eletroforese capilar ¢ aplicavel na determinagdo de
uma grande variedade de amostras, incluindo vitaminas
hidro-lipossoluveis, aminoacidos, ions inorganicos,
acidos organicos, farmacos, catecolaminas, substancias
quirais, proteinas, peptideos e muitos outros (Guttman
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et al., 2004; Mazak et al., 2000). Uma caracteristica que
difere a EC das outras técnicas ¢ a sua capacidade tnica
para separar macromoléculas carregadas eletricamente
de interesse tanto em industrias de biotecnologia quanto
em pesquisas bioldgicas. Outro aspecto importante é a
possibilidade de acoplamento da EC a espectrometria
de massas utilizando-se técnicas de ionizagdo suaves
como eletrospray, termospray € ionizagdo a pressdo
atmosférica (Guttman et al., 2004, Mazak et al., 2000).

Cultura de células de
Tabernaemontana

plantas do género

A taxonomia da familia Apocynaceae ¢
bastante complexa, havendo dificuldades quanto a
sua classificagdo e nomenclatura, porque existe um
numero grande de espécies sindnimas. Existe um total
de 100 espécies, das quais foram isolados cerca de 300
diferentes alcaldides inddlicos (Van Beek et al., 1984).

H;COOC_ g

No Brasil, os géneros Tubernaemontana e Peschiera sdo
alvos de polémica, porque ambos 0s nomes genéricos
tém sido utilizados (Weisback et al., 1963).

Varias espécies do género Tabernaemontana
sdo utilizadas na medicina popular contra diversos tipos
de enfermidades: diarréia, doengas de pele, verrugas,
sifilis, hanseniase, cancer e picadas de insetos (Van Beek
& Van Gessel, 1988; Agra et al., 2007 & 2008).

Os principais constituintes quimicos dos
metabdlitos secundarios do género Tabernaemontana
sdo alcaldides inddlicos. Dentre estes a voacamina
(1), voacamidina (2), vobasina (3), voacangina (4),
afinisina (5), perivina (6), ibogaina (7), tabernantina
(8), coronaridina (9). Segundo Federici et al. (2000) os
alcaloides indolicos sdo uma classe de substancias com
amplo espectro de atividades farmacologicas: analgésica,
antiinflamatoria, bactericida, estrogénica, estimulante e
depressora do sistema nervoso central (Van Beek et al.,
1984) e com fun¢do hipotensiva e atividade muscular

H;COOC_ g

H;CO \

3 vobasina

H;CO. \ \

H;COOC

= Z

6 perivina

HyC

4 voacangina

7 ibogaina

2 voacamidina

5 afinisina
N

CH,CH3

;HCOOC

9 coronaridina

8 tabernantina

Figura 1. Estruturas quimica de alguns alcaloides do género Tabernaemontana.
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COCH,

10 aspidospermina

"
CH;00C ™"

11 olivacina

12 ioimbina

Figura 2. Estrutura quimica de alguns alcaldides do género Aspidosperma.

relaxante (Taesotiku et al., 1998) (Figura 1).

Dentro das espécies existentes no Brasil
destaca-se a Peschiera fuchsiaefolia, recentemente
reclassificada como Tabernaemontana catharinensis L.
(Almeida et al., 2004) e que é popularmente conhecida
pelos nomes de “leiteira”, “leiteiro” ou “leiteiro de
vaca”, por produzir latex nas folhas, caules e frutos,
com muita abundancia (Correia, 1984).

Casado et al. (1984) relataram que o extrato
bruto obtido das cascas dos caules de T. catharinensis
apresentou atividade depressora sobre o SNC e provocou
estimula¢des em utero isolado de rata. (Federici et al.,
2000) também relataram que estes extratos obtidos das
cascas do caule e das cascas dasraizes de T catharinensis
apresentam uma atividade in vitro contra Plasmodium
falciparum, o agente etioldgico da malaria. Outros
trabalhos também descrevem atividades bioldgicas
interessantes para os extratos de cascas, caules e raizes
de T catharinensis como, por exemplo, propriedades
antiofidicas (Almeida et al., 2004; Batina et al., 2004) e
antileishmania (Delorenzi et al., 2001).

Os estudos visando a micropropagagdo
e a producdo de alcaldides, bem como de outros
metabolitos secundarios em cultura de células, tecidos
e orgdos de espécies do género Tabernaemontana
estdo sendo realizados ha muitos anos (Van der
Heijden et al., 1986; 1988; 1989; Sierra et al., 1991),
mas estes se concentram somente em trés espécies:
T. pandacaqui, T. elegans e T. divaricata. A Tabela 1
mostra as espécies deste género ja estudadas, os tipos
de culturas empregadas e os alcaldides ja identificados
e a Figura 4 ilustra as estruturas individuais de cada
um dos alcaldides. A espécie T. catharinensis apesar
de sua importancia farmacoldgica destacada foi alvo
somente de investigagdes preliminares, no que se refere
a produgdo de alcalodides ou triterpenodides em cultura de
calos e células (Pereira et al., 1995; 1996). Em relacao
aos estudos de micropropagacdo com esta espécie
existe somente um trabalho relacionado na literatura
especializada (Oliveira et al., 2003).

Cultura de células de
Aspidosperma

plantas do género
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As espécies do género Aspidosperma, familia
Apocynaceae também  Dbiossintetizam  alcaldides
inddlicos com inumeras aplicagdes farmacoldgicas,
tais como aspidospermina (10) (diurético, hipotensivo,
estimulante respiratorio) (Farnsworth et al., 1973),
olivacina (11) (anticancerigeno) (Guilbaud et al.,
1996), ioimbina (12) (bloqueador alfa-adrenérgico). Por
tratar-se de espécies silvestres produtoras de madeiras
nobres de grande durabilidade, as espécies deste género
estdo sob risco de extingdo. A espécie Aspidosperma
ramiflorum, por exemplo, esta seriamente ameacada de
extingdo. Estas espécies possuem diversos compostos
com interesse farmacoldgico, e pesquisas em nosso
laboratério mostraram que a espécie possui uma
marcada atividade antileishmania e antimicrobiana
contra bactérias Gram positivas (Ferreira et al., 2004,
Tanaka et al., 2006, Tanaka et al., 2007) (Figura 2 ¢ 5).

A propagacao tradicional das plantas do género
Aspidosperma apresenta uma série de inconvenientes:
as sementes possuem um tempo de viabilidade muito
curta, o que inviabiliza a estocagem das mesmas; a
produgdo das sementes € bi-anual ou tri-anual; a coleta
de sementes das espécies ¢ muito trabalhosa em razédo
do alto porte destas arvores e também porque algumas
espécies possuem sementes aladas que s@o facilmente
dispersas pelo vento.

Os primeiros trabalhos nos quais foram
estabelecidos os cultivos in vitro de espécies do género
Aspidosperma, bem como a producdo de alcaldides
inddlicos, foram relatados por Aimi et al. (1991,
1994), Tabela 1 e Figura 3, que utilizaram o hipocétilo
de plantulas jovens como fonte de explantes. Nestes
trabalhos os autores descrevem a producao de alcaldides
novos que nao eram biossintetizados originalmente pela
planta matriz. Apds estes trabalhos, apenas outros trés
estdo disponiveis na literatura recente, os realizados por
Ribas et al. (2003, 2005) ¢ o de Hubner et al. (2007)
que focalizam a micropropaga¢do em A. polyneuron e
A. ramiflorum, respectivamente, e o trabalho de Oliveira
et al. (2002) que descreve a producdo dos alcaldides
ramiflorina A (47) e ramiflorina B (48), Tabela 1 e Figura
5, em cultura de calos de 4. ramiflorum.
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Tabela 1. Alcaldides identificados nas culturas de plantas dos géneros Tabernaemontana e Aspidosperma.

Espécie
Tipo de cultura e Referéncia

Alcaldides Identificados

Tabernaemontana divaricata
Suspensao celular
Van Der Heijden et al. (1988)

Tabernaemontana pandacaqui
Células em suspens@o e calos
Sierra et al. (1991)

Tabernaemontana elegans
Calos
Van Der Heijden et al. (1986)

Tabernaemontana elegans
Células em suspensio
Van Der Heijden et al. (1989)

Aspidosperma quebracho-blanco
Células em suspensao
Aimi et al. (1991, 1994)

Aspidosperma ramiflorum
Cultura de calos
Oliveira et al. (2002)

vobasina (3), perivina (6), tabernaemontanina (13),
vofilina-

(1988) hidroxiindolenina (14), 16-hidroxi-16,22-
desidroaparicina (15), aparicina (16), voafilina (17),
valesamina (18), o-acetil-valesamina (19), tubotaivina
(20), coronaridina (21), 19-S-heineanina (22),
periciclivina (23).

aparicina (16), voafilina (17), 3-S-hidroxivoacangina
(24).

vobasina (3), tabernaemontanina (13), 16-hidroxi-16,22
desidro-aparicina (15), aparicina (16), isovoacangina
(25), 3-R/S-hidréxi-isovoacangina  (26), 3-oxo0-
isovoacangina (27), 3-R/S-hidréxi-coronaridina (28),
isositsiriquina (29), geissochizol (30), vobasinol (31),
tubotaivina (20), monogagaina (32), dregamina 33),
dregaminol (34), tabernaemontaninol (35),
tabernaclegantina A (36), tabernaclegantina B (37),
tabernaelegantina C (38), tabernaelegantina D (39),
dregaminol-metil-éter (40), 3-R/S-hidroxi-
tabernaelegantina B (41), 3-metoxi-tabernaelegantina C
(42).

vobasina (3), perivina (6), aparicina (16), O-acetil-
valesamina (19), tubotaivina (20), isositsiriquina (29),
vobasinol (31), triptamina (43).

aspidochibina (44), 3-oxo0-14,15-desidrorhazinilam (45),
11-Hidroxitubotavina (46).

ramiflorina A (47), ramiflorina B (48) e 10-metdxi-
geissoschizol (49).

CONCLUSOES

O uso de cultura de células de planta para a
produgdo de substancias quimicas e medicamentos
contribuiu grandemente para avangos em diversas areas
da fisiologia e bioquimica vegetal. O uso de ferramentas
genéticas e o grande conhecimento atual sobre a
regulag@o das vias do metabolismo secundario poderao
fornecer a base para a produgdo destes metabolitos em
niveis aceitaveis comercialmente.

Estas evidéncias somadas a grande demanda
atual no uso de produtos naturais com propositos
medicinais somados com as pequenas quantidades
normalmente existentes nas plantas e as preocupantes
implicagdes ambientais geradas pela coleta predatdria
e indiscriminada das plantas em seu ambiente natural,
renovam o interesse pela utilizagdo das tecnologias de

cultura de células de plantas.
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| Pesquisa de plantas que
produzam o metahdlito
secundirio de interesse.

Fragmentos estéreis de
plantas ou plintulas
{advindas de sementes)

Fragmentos estéreis de
plantas ou plintulas
(advindas de sementes)

Indugiio de calos
(estudos dos meios de
cultura).

E
melhores gendtipos
(andlise quimica).

Subcultivos (onde a
produgiio do
metabdlito & instavel).

Estabilidade genética
(normalmente a
produgio do metabolite
torna-se estiavel).

Avaliaciio da produtividade para escolha
das melhores linhagens celulares (avalia-
se o crescimento celular e produgdo do
metabdlito).

Estudo com células em suspensio (rotas
metabalicas, elicitacio, imobilizacdo,
modificagdes genéticas).

Estudos em biorreatores (crescimento,
produtividade, permeabilizagio, engenharia de
Processos),

Figura 3. Estratégias gerais para produgdo de metabolitos secundarios em cultura de células de plantas.
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14 voafilina-
hidroxiindolenina

R, R,

13 CH;  B-C,Hs tabernaemontanina
6 H =CH-CH; perivina
3 CH; =CH-CH; vobasina
33 CH; a-C,Hs dregamina

17 voafilina

18 OH valesamina
19 H;-COO  O-acetil-valesamina

43 triptamina

Hi;C

23 periciclivina

HO CHs

15 16-hidroxi-16, 22-desidro-
aparicina

CH,

16 aparicina

N
Et

N/ N

| H

H COOCH;

20 tubotaivina

22 19-S-heineanina

Figura 4. Estruturas quimica dos alcaldides identificados em cultura de calos e células em suspensdo de espécies do género

Tabernaemontana.
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R; R, R, Ry R; R¢
21 H H H H COOCH; H coronaridina
25 H H H H COOCH; H isovoacangina
26 H H OCH; H COOCH; OH  3-R/S-hidréxi-isovoacangina
27 H H OCH; H COOCH; O 3-oxo-isovoacangina
28 H H H H COOCH; OH  3-R/S-hidroxi-coronaridina

H

31 vobasinol

34 H  dregaminol
40  CH; dregaminol-metil-éter

. 32 monogagaina
35 tabernaemontaninol

(Continuagdo da Figura 4)
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H;CO0C u

R, R, R, R,
38 H OCH,4 COOCH;4 H ligagdo em 12'  tabernaelegantina C
42 H OCH;4 COOCH;4 OCH;  ligagdo em 12' 3-metoxi-tabernaelegantina C
39 OCH;4 COOCH;4 H ligagdo em 10"  tabernaelegantina D

R; R, R3 R,
36 H OCH;3 COOCH; H ligagdo em 12'  tabernaelegantina A
37 H OCH;4 COOCH; H ligagdo em 10' tabernaelegantina B
32 H OCH;4 COOCH; OH ligagdo em 10"  3-R/S-hidroxi-

tabernaelegantina B

(Continuagao da Figura 4)
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H3CO.

H-17
47 o ramiflorina A
48 B ramiflorina B

45 14,15-desidrorhazinilam

HO

| H
H COOCH3

Ry R, Rs 46 11-hidroxi-tubotaivina
29 H CH,0H CO,CHj; isositsiriquina
30 H H CH,OH geissoschizol
49 OCH; CH,OH H 10-metoxi-geissoschizol

Figura 5. Estruturas quimica dos alcaldides identificados em cultura de calos e células em
suspensao de espécies do género Aspidosperma.
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