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RESUMO



LIMA, J.F. Estabelecimento da cultura de células em suspensd@Bauhinia forficatalLink
como fonte de metabdlitos bioativos2009. 100f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculddde

Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Univadsidle S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2009

As plantas medicinais tém sido utilizadas como umportante fonte de prevencéao e
tratamento de doencas para a populagdo pobre desspam desenvolvimento. A literatura
apresenta resultados que demonstram a atividageodeinas e flavonodides presentes nas
folhas, sementes e cascas do caulBaléninia forficataLink com acéo hipoglicemiante. Este
trabalho tem como objetivo estabelecer um protopal@ a obtencdo das células em cultura
de B. forficata para posterior producdo de compostos fendlicosoteipas com atividade
hipoglicemiante. Assim, inicialmente, foram padeamias as condi¢cdes para obtencdo da
culturain vitro de B. forficata Link. Realizou-se a inducédo da calogénese (indugaxima
77%) utilizando-se folhas como explantes em meio BM@lementado com &acido 2,4-
diclofenoxiacético 1 mg/L, cinetina 1 mg/L e 3% {)ndle sacarose. A cultura de células em
suspensao foi estabelecida a partir da transfer@gcindculos de calos frescos (2g) para a 40
mL de meio MS. Apés a padronizacao realizou-sét&fides, com MeJA e ASimol/L, nos
tempo de 0, 3, 6, 9 e 12 dias, monitoradas pelode@ompostos fendélicos e proteinas totais
no meio intra e extracelular. Avaliou-se tambénfait@ da suplementacdo com sacarose (20,
30 e 40 g/L) sobre o sistema celular. O MeJA cawsnwaumento de composto fendélicos no
meio extracelular de 105% e de 126% no meio inlutare em 6 dias. O AS, em 9 dias de
indugcdo, aumentou esse compostos em 106,5% e 132%heio extra e intracelular,
respectivamente. Em 6 dias obteve-se o melhor temgoelicitacdo das proteinas
extracelulares com MeJA (81%) e de 9 dias paradA%o]. A presenca desses elicitores, em 6
e 9 dias, foram capazes de aumentar a atividadendasas fenilalanina amonia liase (FAL) e
tirosina amonia liase (TAL) no meio intracelulass @sultados obtidos demonstraram que AS
e MeJA podem modular a liberagdo de compostos it@®dle proteinas para o0 meio
extracelular, sendo os tempos de 6 e 9 dias osefiaisntes. A suplementacdo do meio com
sacarose contribui para esta liberacdo, sendo homebncentracdo de sacarose 30 g/L.
Portanto, as condi¢cbes estabelecidas foram efesguaira obtencdo da suspenséo celular de

Bauhinia forficataLink e modulacdo de compostos fendlicos e protefieste sistema.

Palavras-chave:Bauhinia forficata Link. Cultura de células. Compostos fendlicos.
Hipoglicemiantes.



ABSTRACT



LIMA, J.F. Establishment of cell suspension culture ddauhinia forficataLink as a source
of bioactive metabolites.2009. 100f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculddée Ciéncias

Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade deéPaélo, Ribeirdo Preto, 2009

The medicinal plants have been used as a majocssadiprevention and treatment of diseases
for the poor population in the developing countrielypoglycaemic bioactive compounds
have been found in leaves, seeds and barBswalfinia forficata The aim for this work was to
establish a protocol to obtain tBe forficatacell culture and to product phenolic compounds
and proteins with hypoglycaemic activities. Thelagénesis induction (maximum response:
77%) was developed using leaves as explants on Bum supplemented with 1mg/L 2,4-
diclorophenoxiacetic acid (2,4-D) and 1mg/L kinefaus 3% sucrose (w/v). The cell
suspension culture was established by transfeaimipoculum of fresh callus (2 g) to 40 mL
liquid MS medium. The effects of Imol/L methyl jasmonate (MeJA) or salicylic acid (AS
in the cell culture, supplemented with sucrose (20, and 40 g/L), was evaluated by
monitoring the proteins and phenolic compoundsha éxtra and intra cellular medium after
0, 3, 6, 9 and 12 days. In the extracellular frawdi the best time for phenolic compounds
induction in the presence of MeJA (105%) and AG(8%) was 6 and 9 days, respectively.
In the intracellular fractions, the highest effecas observed 6 days after induction in the
presence of MeJA (126%) or AS (132.6%). The besietifor protein induction in the
extracellular medium was 6 days in the presenddeA (81%) and 9 days in the presence of
AS (41%). In addition, the activity of phenylalasimmmonia lyase (PAL) and tyrosine
ammonia lyase (TAL) increased in the intracellutegdium in the presence of MeJA and AS
after 6 and 9 days, respectively. In conclusiom®, tlonditions we used were efficient for
obtention of cell suspension culture ®f forficata MeJA and AS can be used as elicitors of

phenolic compounds and protein in this cellulatesys

Keywords:Bauhinia forficataLink. Cell culture. Phenolic compounds. Hypoglytee
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INTRODUCAO



INTRODUGAO 8

1 INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

1.1 Cultura de Células

A cultura de células e tecidos vegetais é uma d¢acde grande aplicacdo para o
desenvolvimento de pesquisa em diversas areas rdedmento, como: para producdo de
mudas, manipulagdo de material vegetal, para rmeetemto de culturas em fase de declinio,
producao de agregados celulares (calos), para g&odie metabdlitos bioativos, ou ainda para
o estudo de vias de sintese (THORPE, 2007).

A histdria da cultura de células vegetais se inicien Apud (1838) que postulou que
algumas células eram capazes de serem separadargiaismo e continuarem crescendo
independente, em meios especificos para sua mytiicgue foi confirmado mais tarde por
Haberlandt (1902). Logo apods, Kogl e colaborad(t881) descobriram o primeiro hormonio
de crescimento de planta, acido indolacético (IAg)e é um regulador de crescimento
responsavel pelo desenvolvimento de raizes.

O cientista francés Roger J. Gautheret, em 193@éyebresultados encorajadores com
cultivo de tecidos cambiais de cenoura. Neste mesmog Philip R. White (1934) realizou o
cultivo de raizes de tomaite vitro. Gautheret (1939), estudando cultura de tecidadss de
cenoura, verificou que podia manté-las por vario®sarealizando subculturas. Estas
experiéncias demonstraram que as culturas podendm, somente ser iniciadas, como
igualmente serem mantidas durante um longo perdediempo. Mais tarde, Miller & Skoog
(1955) publicaram a descoberta do horménio cingtina regulador de crescimento vegetal
pertencente a classe das citocininas, que foi moifrtante para impulsionar o interesse
sobre a cultura de tecidos vegetais. Murashigeoe@KL962) publicaram a composi¢cdo de um
meio de cultura para tecido de plantas que veier @lenominado de MS, em referéncia aos
autores Murashige & Skoog, o qual se tornou um nbdisico para o estabelecimento de
muitas culturas vegetais vitro, sendo um marco no desenvolvimento desse processo.

O grande interesse pela cultura de tecidos vegé&tanssido determinante na superacao
de obstaculos para os avancos do conhecimento &aesssaviuitas possibilidades tém surgido
em funcéo das diversas aplicacGes, no campo daéigerda fisiologia, da bioquimica vegetal,

seja para estudos de rotas metabdlicas, maniputhgitecidos de plantas, ou ainda, ampla
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aplicacdo para finalidades industriais, producdo etigimas vegetais, metabdlitos com
propriedades aromatizantes e corantes (CALDAS, ;IPORRES et al., 2000).

Chatuvrvedi (2007) mostrou a ampliacdo do uso dwireude tecidos, utilizada em
microreatores para testes farmacéuticos. Estudoerddram a importancia das técnicas de
cultura de tecidos frente a moderna biotecnolog@&a 0s processos envolvendo plantas
medicinais. Sao notdrias as possibilidades que laraude tecidos pode oferecer nas
resolucdes dos desafios da interdisciplinaridade endltiplos usos que se pode fazer dessa
técnica (TITANJI, 2007; MUHARMMED et al., 2008; FUMIKO et al., 2008).

1.2 Plantas com propriedades terapéuticas

A utilizacdo de plantas para finalidades terapéstieem de relatos tdo antigos quanto a
civilizagcdo humana. Por muito tempo produtos dgemn vegetal, animal e mineral foram as
principais bases da terapéutica. Cerca de 25% @wsatos prescritos mundialmente séo
obtidos de plantas, 80% dos farmacos utilizadopaizes em desenvolvimento sdo extraidos
de produtos naturais, 50% sao sintéticos, no entanis protétipos tém origem nos principios
isolados de plantas. Além disso, entre 252 farmamossiderados como essenciais pela
Organizagdo Mundial de Saude (OMS), 11% sdo exaosnte de origem vegetal (YUE-
ZHONG, 1998; CECHINEL FILHO e YUNES, 1998; RATESQ([®).

A literatura apresenta registros de mais de 12p8osss de plantas com propriedades
hipoglicemiantes, as quais séo utilizadas populaten@o controle dos teores de glucose.
Embora, parte destas espécies ndo possua uma cawaligentifica cuidadosa para
comprovacdo dos seus efeitos, sendo que 80% destpécies comprovadamente
demonstraram atividade antidiabética (LEDUC et24Q6). Varios medicamentos modernos,
utilizados na medicina convencional, tém origemptitas medicinais dos quais podemos
citar: metformina, medicamento muito utilizado natamento do diabetes que foi isolado das
flores da espéci€&alega officinalis atropina obtida datropa belladonal.; morfina e a
cordeina isoladas da espéétapaver somniferunt., entre outras (CECHINEL-FILHO e
YUNES, 1998; SIMOES et al., 2001; YEH, 2003; LEDECal., 2006).

O Brasil é detentor da maior biodiversidade do gfanporém 20% de sua populacéo
sdo responsaveis por 63% do consumo de medicam@atosgem sintética disponiveis. O
restante da populacdo tem nos produtos de orig&ummahgprincipalmente nas plantas, muitas

vezes, a Unica fonte terapéutica (SIMOES et a0120
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A Organizacdo Mundial da Saude procura estimulatilizacdo de plantas medicinais
para o tratamento de varias enfermidades, inclumd@betes, doenca que atinge milhdes de
pessoas no mundo, principalmente em paises onciEsemaos tratamentos convencionais nao
sao disponiveis (ABDEL-BARRY et al., 1997).

Tendo como base o0 conhecimento e uso popular,cuigase comprovacao dos efeitos
dos constituintes de plantas usadas na medicideittaal como hipoglicemiantes, tornam-se
necessario, considerando que estas substancias gedédr como agentes hipoglicémicos que
mimetizam os efeitos da insulina. Sendo assim jaeser substituidas as dolorosas injecdes
de insulina, aliviando os tratamentos dos diabstigm 1 e minimizariam os efeitos colaterais
dos agentes hipoglicemiantes orais nos pacientd®tittos do tipo 2, além de diminuir os
elevados custos com tratamentos de pessoas derbade(ABDEL-BARRY et al., 1997).

1.3 Diabetes

Diabetes € uma doenca cronica que ocorre por ufi@édeia herdada e/ou adquirida
na producéo de insulina ou ainda pela resisténitiaudina. Esta deficiéncia pode ser absoluta
ou relativa provocando um aumento da concentragiglucose no sangue ocasionando,
assim, muitos danos sistémicos, em sua maioriavagss sanguineos e nervos. O diabetes
afeta cerca de 1 a 2% da populagdo mundial (AHVEEDS).

Ha relatos da existéncia de duas formas clinicagipais de diabetes. O diabetes do
tipo 1, conhecida como diabetes juvenil, o qualuatlg tal denominagdo por ocorrer
predominantemente em individuos jovens, na sua emamdécada de vida, e por se
caracterizar clinicamente por insuficiéncia de eg@o pancreética de insulina, onde o sistema
de defesa destroi as células beta, que sdo resegla producdo de insulina, obrigando
seu portador a utilizacdo de injecdes diarias slelima para sua sobrevivéncia (RODRIGUES,
et al., 2005).

O diabetes do tipo 2, antes chamado diabetes d amuda maturidade, ocorre mais
em individuos a partir dos quarenta anos, correp@n80% de todos os casos de diabetes
(BONORA, 1993; THAI, 1993; MOHAMMED, 2008).

Clinicamente, o diabetes do tipo 2 associa-se merde a obesidade, e apresenta
diferentes graus de deficiéncia insulinica que pogeoduzir alteragbes do metabolismo dos
carboidratos. Estas deficiéncias variam desde peguatolerancias a glucose até formas
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insulinopénicas semelhantes o diabetes do tipoué, exige o uso terapéutico de insulina
exdgena.

O aumento no numero de pessoas acometidas peleteabsta no aumento do
crescimento da populacdo, vida sedentaria, enveieeto, urbanizacdo, aumento da
prevaléncia de obesidade e inatividade fisica.

Estima-se que existam mais de 170 milh6es de pessma diabetes no mundo. As
projecdes da OMS sugerem que até o ano de 203théssmo pode chegar a 366 milhdes.
Dados da OMS (2002) mostram que em 2000, os ciaisg®, com maior numero de pacientes
diabéticos, eram a india (32,7 milhdes), a Chir§2nilhdes), os Estados Unidos (17,7
milhdes), a Indonésia (8,4 milhdes) e o Japao rt6liBdes). No Brasil, este nUmero pode ser
proximo de 4,6 milhdes de pessoas e nas proje@ias2030, serdo cerca de 11,3 milhdes.
Deste total, aproximadamente 50% das pessoas cabetds desconhecem sua condi¢ao
morbida, sendo que 10% destas séo portadoras loetelaipo 1 (FRANCO et al., 1998).

O Brasil gasta, aproximadamente, 3,9 milhfes deardslano com cuidados
relacionados ao diabetes. O alto custo inclui acgogacom servicos medico—hospitalares,
medicamentos, testes laboratoriais e gerenciandmidiabetes (OMS, 2005). O impacto da
doenca como problema de saude publica é conseqi@aci somente do seu quadro clinico
diretamente relacionado a hiperglicemia, mas aloiente pelas alteracdes funcionais que
ocorrem em diferentes 6rgdos e sistemas, 0s géaisesultantes do descontrole metabdlico

crénico dos carboidratos, das proteinas e doslysid

1.4 PlantaBauhinia forficatalLink

A Bauhinia forficataLink pertence a familia (Fabaceae), conhecida populdaemen
como pata-de-vaca, onde se encontra 300 espécigéndvoBauhinia apresenta-se como
uma arvore de porte médio, encontrada do Rio deirdaao Rio Grande do Sul, possui folhas
uncinadas com formato semelhante a uma pata de fl@es brancas e frutos do tipo vagem
linear. Algumas espécies do gén@auhiniasio utilizadas na medicina folclérica da Africa,
Asia e América para o tratamento de varias doercagusio das folhas d@auhina forficata
Link é utilizada na medicina popular brasileira coagente diurético, hipoglicemiante, ténico,

depurativo, no combate a elefantiase e na redwggbadbsuria (PEPATO et al., 2004).
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Estudos fitoquimicos demonstraram que esta plaot@ém alcaloides, taninos,
mucilagem, 06leo essencial, heteroglicosideos ciamogs, saponinas, catecol e &cidos
volateis fixos (PEPATO et al., 2004).

Na literatura existem alguns relatos sobre a agémcemiante dd&auhinia forficata
Link com resultados comprovados cientificamente (PEPAT@&., 2002; SILVA et al., 2002;
CAZAROLLI et al., 2006). Os experimentos da atidddipoglicémica de &ihinia. forficata
Link, em pacientes diabéticos, foram feitos por Juliami 1929 e 1931. Mais tarde,
demonstrou que esta espécie vegetal continha coéospoapazes de diminuir a glicemia de
cées e coelhos submetidos a hiperglicemia adrieaa¢itpancreactomizados (JULIANI, 1941).
Caricati Neto e colaboradores (1985) também obsmmvafeitos ddBauhinia forficata Link
na glicemia quando a fracdo obtida por extracdoosmudas folhas desta espécie foi
administrada intraperitonealmente em ratos diab®tic

Recentemente Pepato e colaboradores (2002) coastat@pos um tratamento cronico
de 31 dias, que os ratos diabéticos tratados ca@ndab folhas d8auhinia forficataLink
apresentaram significativa reduc@o na glicemia £ mwgeis de glucose e uréia na urina, em
relacdo ao grupo controle. Ainda em 2002, Silvalaboradores observaram a reducdo dos
niveis glicémicos em ratos normais e diabéticossapdministracdo oral das fracbOes
butanodlicas das folhas desta espécie em um pedgddo de 3 horas. Em 2004, Lino e
colaboradores demonstraram que a administragaofrdeSes obtidas a partir do extrato
aquoso, etandlico, e hexanico Bauhinia forficataLink por 7 dias, em animais diabéticos,
foram capazes de reduzir, significativamente, gsigide glucose plasmatica, triglicerideos e
colesterol total.

Entretanto, Russo e colaboradores (1990) ndo emacant diferenca significativa no
placebo, Imperata brasilienseq“sapé”), e o cha das folhas dgauhinia forficata Link
realizado durante um tratamento agudo (0 a 6 heraspnico (1 a 56 dias). Esse resultado
mostra a existéncia de controvérsia nos dadostetatlira sobre o tema, mas isto pode ser
atribuido a muitos fatores como: tipo de solo, alimondi¢des de cultivo, armazenamento da
planta e variagbes sazonais. Como também devevakada a forma e fracionamento dos
extratos da planta e as vias de administracadaadgis nos ensaios (DA SILVA e CECHINEL
FILHO, 2002; SILVA et al., 2002; DE SOUSA et alQ@; CAZAROLLI et al., 2006).

Varias espécies do géndBauhiniaforam e continuam sendo estudadas fitoquimica e
farmacologicamente (DA SILVA; CECHINEL FILHO, 200BIZZOLATTI et al., 2003).
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Trabalhos abordando a composicéao fitoquimicd8dahinia forficataLink confirmaramque
esta planta é caracterizada pelo acumulo de fladesdivres e glicosilados nas folhas e
flores, como @-sitosterol e canferol-3,7-diramnosideo, sendo @steo somente encontrado
nas folhas (DA SILVA et al., 2000).

Pizzolati e colaboradores (2003) realizaram o mel&o e a identificacdo do canferol e
de mais cinco flavondides glicosilados contendoflagondis canferol e quercetina como
agliconas. De Sousa e colaboradores (2004), cortuiba de estudar o efeito dos constituintes
de Bauhinia forficata Link individualmente, avaliaram a atividade aguda cbmposto
majoritario isolado da fracaw-butanol das folhas dgauhinia forficataLink, o canferol-3,7-
O-(a)-L-diramnosideo (canferitrina). Apds administracéal @m animais normoglicémicos e
diabéticos foi observado significativo efeito hipogmico e atividade antioxidante deste
composto. Além disso, a canferitrina estimulou ificativamente a captacéo d€¢]-deoxi-
D-glucose no musculo séleo de ratos sem alterartassirprotéica e os niveis de glucose

urinaria, em um periodo agudo de tratamento (JOBRGIE, 2004).

1.5 Metabdlitos com propriedade hipoglicemiante

Logo apos a concluséo dos estudos que confirmagesanca da insulina no pancreas
de caes, os cientistas envolvidos na descobereseapgaram resultados que sugeriam a
presenca de substancias similares a insulina, ératex das mais diversas plantas (COLLIP,
1923; BEST, 1924). Collip (1923) nomeou-a de glugoa, pois se acreditava que uma
substancia derivada de plantas ndo poderia tenme e insulina, que vem da palavra latina
que significa ilhota, referéncia as ilhotas de leahgns do pancreas. Khann e colaboradores
(1976) encontraram indicios mais concretos sobpeeaenca de insulina em plantas. Eles
isolaram, de frutos e de sementesMiemordica charantia(Meldo-de-Sédo Caetano), uma
fracdo protéica com massa molecular de aproximack@m@0 kDa, a qual reagia com
anticorpo antiinsulina humana. Os estudos desggodiveram como base a experiéncia da
medicina popular indiana, que a indicara como semelogrande valor no tratamento do
diabetes (PULOK, 2006).

Proteinas isoladas de folhas de “espinaffiegfragonia expansaMurr.(Aizoaceae),
“centeio” Claviceps purpuredFr.) Tul. (Clavicipitaceae) e deemna gibbaG3, (Araceae) que

apresentaram massas moleculares semelhantes ansldsas animais, reagiram com
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anticorpos antiinsulina suina apresentando a mdade de ligacdo ao receptor de insulina
humana (COLLIER et al., 1987).

Muitos trabalhos sobre os efeitos de extratos cgéo dipoglicemiante tém sido
realizados, atribuindo essa acdo a atividade deorftades totais. Bhavna et al. (2008)
estudaram os extratos de folhasklgenia jambolandam (Myrtaceae)pbtendo resultados
da acdo hipoglicémica e hipolipidémica em camundsngliabéticos induzidos por
estreptozotocina, o que evidenciou os multiplogafeque a planta apresenta; seja pela agédo
de peptideos e proteinas, ou por efeitos de classesetabdlitos secundarios sintetizados pela
planta.

A literatura apresenta poucos estudos da presengaoteinas semelhantes a insulina
em plantas, porém continuamente muitas abordageime s efeitos benéficos de uma
enorme quantidade de extratos de folhas, das raaedas plantas com acéo antidiabetes, sao
descritas em diversas publicacbes onde as propdesedsugerem a presenca de proteinas
ativas. Venancio e colaboradores (2003) relatarpnesenca de insulina vegetal em vargens e
tegumentos das sementes e folhas de “feijdo-dextdigna unguiculatal (Fabaceae) bem
como nas folhas de pata-de-v&=uhinia forficataLink (Leguminosae) duas plantas bastante
utilizadas popularmente no Brasil por sua acdo dilipemiante (PANIZZA, 1997;
VENANCIO et al., 2000).

Em Bauhinia variegataLinn (Caesalpiniaceae) foi demonstrado que a imsuse
encontra, predominantemente, associada aos cletoplgue sdo organelas responsaveis pelos
processos fotossintéticos que se déo nas folhdesyéAZEVEDO, 2006).

A partir de estudos de resposta de defesa, conerasnges de “feijdo-de-porco”
Canavalia ensiformigL.) (Fabaceae) contra insetos, foi observada sepiga de uma proteina
que apresentava acao hipoglicemiante (OLIVEIRAIgt1®99). Os resultados do efeito de
diferentes espécies sao indicativos que demonsiraetessidade do estudo dos mecanismos

envolvidos nas atividades destes compostos despeda literatura.
1.6 Metabolismo secundario de plantas
As plantas possuem vias metabdlicas que ndo sentemronos animais, estas vias

fazem parte do chamadetabolismo secundarig as quais sdo rotas que levam a formacéo

de compostos conhecidos como metabdlitos secusd&egundo Geissman e Crout (1969),
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substancias do metabolismo secundario sdo de matevéentemente complexa e distribuicdo
restrita, ao contrario das substadncias do metaboliprimario que apresentam uma
distribuigdo universal. Poucos metabdlitos secuadgmossuem uma fungéo caracteristica bem
determinada no metabolismo dos organismos queodsizem.

Estes compostos podem ser divididos em 3 grandegogrquimicos diferentes:
terpenos, compostos fendlicos e compostos que rooni&ogénio, também chamado de
alcaléides (GERSHENZON, 2002). Os terpenos ou teripes constituem uma larga classe
de produtos secundarios. Esta classe diversifidadampostos é, em geral, solavel em agua,
é sintetizada pela via do acido mevalonico ou GidME&EP (metileritritol fosfato).

Os terpenos sdo metabdlitos formados por isopentano, esqueéketoinco carbonos
ramificado, a sua estrutura basica é formada pdadades de isoprenos, iSso porque 0s
terpenos podem ser decompostos por altas tempmesaguformar os isoprenos (TAIZ E
ZEIGER, 2002; HOSAKATTE et al., 2008).

A classificacédo dos terpenos é feita de acordo @guantidade de unidade isoprénicas
em: hemiterpenos C5, monoterpenos C10, sesquitesp€a5, diterpenos C20, triterpenos
C30, tetraterpenos C40. Eles apresentam funcbOeadsaar nos vegetais, sdo geralmente
encontrados nas sementes, flores, folhas e ra@espldntas. Alguns sdo precursores de
vitaminas como A, K e E, como também responsawds propriedade inseticida nas plantas,
aromaticidade e muitas outras fungbes (GERSHENZDN?).

Os alcaldides formam um grupo heterogéneo de substancias oagnicuja
similaridade molecular mais significativa € a prese de nitrogénio na forma de amina
(raramente amida). Existem varias classes de #@lesloe todas apresentam alguma acao
fisiologica, geralmente no sistema nervoso cerrglie tem sido utilizado para o beneficio do
homem na producao de drogas medicinais, como eon@o, a morfina (Vickery & Vickery,
1981). Nesta categoria estédo alcaldides de defeshabivoros, glicosideos cianogénicos, 0s
quais sdo considerados interessantes porque ajmestxicidade em humanos e pelas suas
propriedades medicinais (TAIZ E ZEIGER, 2002).

As funcdes destes compostos nas plantas ndo estédddfinidas. Inicialmente, foram
atribuidos aos alcaloides os efeitos de protegdojtante da toxicidade elevada conferidas aos
vegetais. No entanto, acredita-se que os alcal@tlesn também como reserva da sintese de

proteinas, estimulantes ou reguladores do crestimanda, como agentes finais da
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desintoxicacdo e da transformacéo simples de sostrastancias, cujo acumulo pode
ser nocivo ao vegetal (HENRIQUES et al., 2001).

Dentre as Traquedfitas, as dicotileddneas sdo asafesentam maior numero de
familias com espécies que contém alcaldides, embélas possam aparecer em algumas
monocotiledéneas e menos freqientemente nas giemoap. Eles distribuem-se por toda a
planta, mas tendem a se acumular em certas re@degparticular nos tecidos externos, no
tegumento das sementes e nas cascas dos cauleese Ean cada planta existe sempre uma
mistura propria de varios alcaldides com estruuianica semelhante, e geralmente observa-
se predominio de um alcaloide principal (HENRIQU#EESI., 2001).

Oscompostos fendlicosao formados por um anel aromatico ligado a hitir@fenol)

e sdo um grupo heterogéneo de compostos quimicmsa@mam aproximadamente 10.000
compostos, entre eles estdo os flavondides, pesseats folhas dBauhinia forficatacom
atividade hipoglicemiante. Encontra-se ainda, fteag) isoflavonas, cumarinas, ligninas,
antocianidinas e taninos. A sintese dessas sulmgam®c realizada por diversas rotas
metabdlicas, onde a maior parte dos compostostétizata pela via do acido chiquimico.
Esse acido transforma os carboidratos simplesyatis da glicolise e da via das pentoses
fosfato, em aminoacidos aromaticos (HERMANN & WEAR/EL999).
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Fotossintese

Metabolismo primario

Eritrose—4-fosfato 3-Fosfoglicerato (3PGA)
Piruvato
Fosfoenolpiruvato
, (_Ziclo_dq Acetil CoA
acido citrico
Aminoacidos v
v alifaticos
Via do acido Via do acidc Via do acido Via do metil -
chiquimico maldnico mevalbnico eritritol
Aminoacidos
aromaticos 1
Alcaldides
v v
v \4
Terpenos
> Compostos
> fendlicos

Figura 1. Rotas simplificadas das principais vias do meiabw secundario vegetal
(adaptado de TAIZ & ZEIGER 2002).
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Via do chiquimato

Via das pentoses fosfato Glicolise
Eritrose-4-fosfato Fosfoenolpiruvato

Acido Quinico ~ <— Deidroquinato

Acido protocatecbico <« Deidrochiquimato

¢ i Acido salicilico
Catecol Chiquimato T
T i —» Isocorismato
Antranilato <« Corismato
i L_» Antranilato
Prefanato i
L-arogenato L-triptofano
L-fenilalanina < | > L-tirosina

v

Via dos fenilpropanoides

Figura 2. Via metabdlica do chiquimato. O corismato € coftigera isocorismato pela enzima
isocorismato sintase 1 (ICS1), sendo que o iscoatis é entdo transformado em &cido
salicilico (Adaptado de DE SOUZA, 2005).
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A grande maioria dos compostos fendlicos sintetigadas plantas, sdo derivados do
aminoacido fenilalanina, via eliminacdo de uma maE de amdnia com subsequente
formag&o de acido cindmico. Esta reacéo € catalipath enzimdenilalanina amonia liase
(FAL) situada num ponto chave entre o metabolismo pione@&secundario, participando de
um importante ponto de regulacdo para a biossidieseompostos fenolicos (MYUNG-MIN
et al., 2008).

A atividade da enzima FAL é aumentada por fatomabientais e por infeccbes
microbianas (GERSHEZON, 2002). Segundo NicholsonHammerschimidt (1992),
substancias fendlicas séo sintetizadas pelas plapés lesbes fisicas, infeccdo (bactéria,
fungo, virus ou nematdides) ou qualquer outro tipoestresse (nutricional, salino, hidrico,
etc.). Outras caracteristicas dos metabdlitos skeios, principalmente 0s compostos
fendlicos, sdo a capacidade que estas moléculasigmasem dar cor as flores e aos frutos e
aromaticidade para atrair seus polinizadores, alénserem utilizadas como medicamentos
pelo homem (KORKINA, 2007).

1.7 Elicitores Bioldgicos

Elicitores ou estimuladores sdo compostos ou tenéms que induzem as plantas a
sintetizarem fitoalexinas em niveis elevados, agsimo ativar a sintese de novas moléculas
(EILERT & CONSTABEL, 1986; FUNK et al., 1987; TAMt al., 1992; VARGAS-RECHIA
et al., 1998; SOUZA, 2005). O efeito dos elicitoteepende de muitos fatores, tais como:
concentracdo do elicitor, tempo de elicitagdo estagio de crescimento da cultura no
momento da estimulagéo.

Os elicitores podem ser divididos em duas classesde origem abidtica (metais
pesados, luz ultravioleta) e aqueles de origendgich, como material de parede de fungos e
células vegetais ou enzimas microbianas, conhecwolo® agentes bioticos (BHAGWATH &
HJORTSO, 2000). Muitos trabalhos tém sido publisactum relatos da utilizacéo de elicitores
para controle de fitopatégenos, producédo e aunum&intese de varios metabdlitos vegetais
(ATSUSHI et al., 2007).

O reconhecimento planta-patdgeno ocorre normalmemia interacdo de uma
molécula elicitora do patdgeno ou da planta (lidarpor acdo do patégeno) e de um receptor
protéico presente na membrana celular da plant®RYCHENE ET AL., 1989; HAHN, 1996;
METRAUXS, 2001; UMEMOTO et al., 1997). A forma eodgem das moléculas elicitoras
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podem ser variaveis, sendo mais predominante aémia de carboidratos, glicoproteinas,
proteinas e lipidios (RICCI et al., 1993; HAHN et, al993). Lipopolissacarideos
extracelulares de bactérias, glicoproteinas da dpareelular de fungos patogénicos,
carboidratos da parede celular de fungos nao paitagge proteinas de filtrado de culturas de
fungos ndo patogénicos sao alguns exemplos deosdisj purificados ou parcialmente
purificados, capazes de ativar mecanismos de ddfegdantas (COVENTRY & DUBERY,
2001; HAHN & ALBERSHEIM, 1978; KOCH et al., 1998;CHHAFFRATH et al., 1995;
SEJALON-DELMAS et al., 1997, DESENDER2007).

O tratamento de plantas com essas moléculas edisifmode levar, ndo apenas a uma
resposta de resisténcia, mas a uma expressaorszacta de diversos mecanismos de defesa,
culminando com o que é chamado de inducdo de éssiat O fendbmeno de indugcédo de
resisténcia é caracterizado pela transformacaorderalagdo originalmente compativel entre
planta e patdgeno numa relacado incompativel. Unmpkedisso é o indutor de resisténcia,
Messenger, lancado pela Eden Bioscience, 2001caddipara protecdo de diversas plantas
contra doencas de origem bacteriana, viral, fungiematoides e insetos. O produto €
formulado a base de uma proteina da bactén@inia amylovora agente causador do fogo
bacteriano em pereira e macieira (GERSHENZON, 2002)

Nos estudos que descrevem os mecanismos de rdagdesnicas, como aqueles que
ocorrem durante o reconhecimento de um elicitoo peteptor na membrana plasmatica das
células vegetajsSchoch et al. (2002) verificaram que a inducéo @éealas de tabaco pelo
elicitor B-megaspermina, extraido de parede celular de fuegms &cido piperonilico (PIP)
resultou no acumulo de acido salicilico e subsegineente na ativacdo de respostas de defesa
neste sistema de células em suspensao (GALLO & GBRDT, 1995).

Em funcéo das condigbes em que se encontram dascélm cultura e dos estimulos
recebidos, elas passarédo a produzir, em maior owmascala, produtos do seu metabolismo
secundario, muitos deles de grande interesse féutiec. Os metabdlitos secundarios
vegetais apresentam grande valor do ponto de sgistéal € econémico, assim diversas
estratégias tém sido empregadas visando aumentaiares de produtividade de compostos
bioativos em sistemas de cultura de células e dscidgetais. Uma dessas estratégias € a
adicdo de elicitores em culturas de células emesisgip (DI COSMO & MISAWA, 1995;
MARASCHIN & VERPOORTE, 2002).
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Outros autores também constataram que a elicitalgin quitosana aumenta
significativamente, a producdo de fenilpropandides cultura de suspensfes celulares de
Cocus nuciferdfCHAKRABORTY & KARUN, 2008).

Estudos recentes demonstraram que 0 polissacaéideo de Chorisia speciosa
(Familia: Bombacaceae(F-1) € capaz de induzir atividade de proteinasciehadas a
patogénese (proteinas-RP), tais como a quitinasaminarinase, além de induzir ao acimulo
de compostos fendlicos em cultura de célulafkdbus fruticosugFamilia: Rosaceas). Os
estudos do efeito elicitor de AS e F-l mostrarara gstes compostos sédo potenciais indutores
de resisténcia em amora-preta (De SOUZA, 2005).

Alguns metabdlitos como: antocianinas, proantodiaas, e fenilpropandides podem
ser estimulados por fatores de transcricdo de utspécies vegetais. Esse efeito foi
observado com o fator LC (Maize leaf colour) isolado milho, Zea maysL (Familia:
Poacea), o qual foi capaz de aumentar a sintesetdeianinas em células Malus domestica
(Familia: Rosacea#) vitro (HOUHUA et al., 2007).

A obtencdo de culturas de células em suspensacomlecimento dos mecanismos
capazes de modular a producdo de metabdlitos sd@arhientais para que se possa utilizar esta
estratégia para o desenvolvimento da producdo dendbéculas para fins terapéuticos e

alimentares.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho é estabelecer trautle células em suspensdo de
Bauhinia forficataLink capaz de produzir metabdlitos bioativos, beamao avaliar o efeito
do metil jasmonato (MeJA), acido salicilico (AS) da suplementacdo de diferentes
concentracdes e tipo de fonte de carbono, paranter@o de metabdlitos com efeito
hipoglicemiante.
2.2 Objetivos Especificos

1) Estabelecer as condi¢des de cultura de célalBauihinia forficataLink.

2) Utilizar os elicitores MeJA e AS na modulag# producdo de metabdlitos na

cultura deBauhinia forficatalLink.

3) Determinar das curvas de dose-resposta exgmteom os diferentes elicitores.

4) Caracterizar os metabdlitos obtido a partirextrato da cultura de células de

Bauhinia forficataLink com os diferentes elicitores.

5) Determinar o efeito de diferentes fontes dbaao na modulagdo de metabdlitos

da cultura ddauhinia forficataLink.

6) Determinar a atividade FAL e TAL com a utifZa dos diferentes elicitores.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Equipamentos

- Agitador AS 850 (Biolafitte)

- Autoclave vertical de bancada 100 L Marconi

- Camara de Neubauer (Bioblock)

- Centrifuga Beckman J2 — 21

- Espectofotometro DU70

- Fluorimetro F — 4500 (Hitachi)

- Leitor de microplacas - SIGMA DIAGNOSTCS MOD EIA
- Microscopio optico (Olympus CH2)

- Sonicador Vibra Cell (Sonic & Materials Inc.)

- Agitador de mesa orbital, modelo 140, MARCONI
- Agitador de plataforma, modelo 260250, BOEKEL
- Agitador de tubos, modelo AP 56, PHOENIX

- Balanca analitica, modelo BG 4000, GEHAKA

- Balanga analitica, modelo LIBROR AEL-40 SM, SHIRZAU
- Bomba de vacuo, modelo 141, PRIMAR

- Camara de fluxo laminar vertical Veco

- Capela de fluxo laminar ENGELAB

- Centrifuga, modelo 5810R, EPPENDORF

- Centrifuga, modelo J2 — 21, BECKMAN

- Espectrofotdmetro SPECTRONIC 20 GENESYS

- Estufa, modelo 002, FANEM

- Liofilizador, modelo 10-146 MR, VIRTIS

- Manta aquecedora, modelo 202, FISATON

- Micromoinho de faca de malha 0,3 mm, TECNAL
- Microscopio optico JENA

- Rotaevaporador TECNAL

- Sistema de filtragéo MILLIQ, MILLIPORE

- Ultra-som, modelo T14, THORNTON
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3.2 Reagentes e meios

Todos os reagentes e meios utilizados foram daam&rgma-Aldrich,exceto o
reagente Bio-Rad Protein Assay da marca BIORAD, eagente de Folin-Ciocalteu
(IMBRALAB) e o anticorpo monoclonal IgG1 de rato — anti-imaul{E3E3), Santa Cruz
(sc57339).

3.3 Assepsia de sement&auhinia forficatalink

As sementes dBauhinia forficataLink foram coletadas no sitio Brocas, municipio da
cidade de Pedra Branca, Paraiba, Brasil. E umaatasfoi depositada no herbario Prof.
Lauro Pires Xavier, Universidade Federal da Parasbh o numero 39985. As sementes
foram selecionadas e lavadas cuidadosamente comeagetergente, com auxilio de uma
esponja bem macia, para retirada das sujidadesfisigis. ApOs esse processo de limpeza,
as sementes foram, seqiencialmente, tratadas dogiis@ntifingica, solugdo de hipoclorito

de sddio e alcool 70% sob agitacdo continua commdstrado abaixo.

Assepsia 1
Solucéo antifungica Benlax 2% por 2 horas.
Solucéo de hipoclorito de sédio 0,5% por 30 minutos

Solucéo de alcool 70% por 10 segundos.

Assepsia 2
Solucéo antifungica Benlax 2% por 3 horas.
Solucéo de hipoclorito de sédio 0,5% por 35 minutos

Solucéo de alcool 70% por 20 segundos.
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Assepsia 3

Solucdo antifangica Benlax 2,5% por 2 horas.
Solucéo de hipoclorito de sodio 0,5% por 40 minutos
Solucéo de alcool 70% por 30 segundos.

Apds o término da assepsia, as sementes foramlauasuno meio de cultura para

germinar..

3.4 Meio cultura para geminacgao das sementes Bauhinia forficataLink

O meio de cultura MS (Tabela 1) foi preparado dipae solucao estoque (1:10 v/v).
Para preparar 700 mL de meio, adicionou-se 35 mkotllacdo estoque de micronutrientes,
35 mL de solucdo estoque de macronutrientes ecssc&0g/L, em seguida aferiu-se o pH
para 5,8. Adicionou-se 2,3g/L de phytagel, aqueseeaté ferver e distribuiu-se em frascos de
cultura de 6,0 cm de diametro por 8,5 cm de altora tampa transparentes. Autoclavou-se
por 15min, a 12{C, 1atm.

Tabela 1 -Composicado do meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962)

Macronutrientes em (mg/L) Micronutrientes (mg/L)
NH;NO; 1650 MnSQ.4H,0O 22,3
KNO3 1900 ZnSQH,0O 8,6
CaCb.2H,0O 440 HBO3 6,2
MgSQO,.H,O 370 Kl 0,83
KH.POy 170 NaMoQ.2H,O 0,25
CuSQ.5H,0 0,025
CoCh.6H,0 0,025
Fe-EDTA (mg) Vitaminas e aminoacidos (mg)
Na,EDTA.2H,0 37,3 Acido nicotinico 0,5
FeSQ.7H,0O 27,8 Piridoxina. HCI 0,5
pH 5,8 Tiamina. HCI 0,1
Glicina 2,0

Mio-inositol 100
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3.5 Preparo da Matriz de calos

As plantulas germinadas foram seccionadas comrbé&tucamara de fluxo laminar e
introduzidas em uma matriz de transformacao cel{flabela 2) para obtencdo de calos.
Utilizou-se o meio MS (Tabela 1) e os reguladores ctescimento, &acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) e cinetina (Cin), eralas de crescimento aclimatizada com
fotoperiodo de 16 horas, a 1600lux’@% umidade relativa de 25%. Depois de 20 dias foi

determinado o melhor tratamento para obtencaolds.ca

Tabela 2 - Matriz de calos da espédiauhinia fortificataLink, utilizando o meio MS e

reguladores de crescimento.

2, 4-D (mg/L)
0,5 1,0 2,0
Cin (mg/L)
0,5 1 2 3
1,0 4 5 6
2,0 7 8 9

3.6 Preparacéo das células cultivadas

A partir da culturan vitro de calos d@auhinia forficataLink estabelecida em nosso
laboratério, foi preparada a cultura de células smpensédo, utilizando o meio MS na
presenca de reguladores de crescimento 2,4-D lrogpétina 1mg/L e 30g/L de sacarose,
pH 6,0, sob 12 horas fotoperiodo com 1600 lux wlaiihacdo, temperatura de°25 umidade
25% e uso de agitacao continua de 60 ciclos/mi(iM&LLO et al., 2001).
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3.7 Andlise dos componentes do meio extracelular @) das suspensfes dBauhinia

forficata Link

Foram retidas aliquotas de 30 mL de ME das culterassuspensao dgauhinia
forficata Link, a cada subcultura, de 30 em 30 dias, paaadise do teor de compostos
fendlicos e proteinas secretadas para o meio. EktasminacBes foram realizadas em
triplicata.

3.7.1 Determinacao do teor de compostos fendlic&LINGLETON E SLINKARD, 1977)

Para determinacdo de compostos fendlicos totapapou-se padrdo de acido galico
nas concentragbes de 100 a 1000 umol/L. Pipet@@geL das amostras, do branco (dgua
deionizada) ou do padrdo de acido galico e adicks®50 pL de acido acético 7%, 50 pL
do reagente de Folin-Ciocalteu e homogeneizoués A minutos foram adicionados 50 pL
de carbonato dissodico saturado a 35% e[80@de agua destilada. O sistema reacional foi
mantido no escuro durante 90 minutos. A seguiteitigsras foram efetuadas a 725 nm em
espectrofotdmetro, o ensaio foi feito em triplicata

3.7.2 Determinacao do teor de proteing®BRADFORD, 1976)

A quantidade de proteinas totais foi determinada micro-ensaio em placa,
utilizando como padrdo albumina de soro bovina (B6#&s concentracfes que variaram de
2,5 a 25ug/mL. Aliquotas de 16QL de cada amostra, branco (agua deionizada) ow@padr
reagiram com 4QuL de reagente Coomassie G-250. O meio reaciona2Qfepul foi
homogeneizado. As leituras foram feitas em leitbiSB, no comprimento de onda de 600
nm.

3.8 Extracdo de Proteinas para analise por eletrofese em gel de poliacrilamida e
Western Blotting

As fracOes para analise por eletroforese foramapaglas a partir da trituracdo em

nitrogénio liquido, de 1g de células cultivadas smspensdo (C), elicitadas ou néo, e de

folhas
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(F) deBauhinia forficataLink, na presenca de tampao Tris HCI 0,03 mol/L&®6i e
0,01 mol/L deB-mercaptoetanol. Apds a trituracdo, as amostrasrfarentrifugadas a 957 x
g por 10 minutos, retirados os sobrenadantes dads C e F) e realizada a quantificagéo
de proteinas totais segundo método de BRADFORD3)19%&m 3.4.2. Posteriormente, as
amostras isoladas foram analisadas por eletrof@esestern blotting. Foram inicialmente

preparados os reagentes descritos a seguir.

3.9 Tampdes, solucdes e reagentes para eletroforesgestern Blotting

Tabela 3 -Tampé&o de diluicdo de amostra 2x concentrado

Reagentes Concentracéo
DTT. 100mmol/L
Tris-HCI| pH6,8 80mmol/L
Glicerol 15% (v/v)
SDS 2% (m/v)
Azul de Bromofenol 0,006% (m/v)

Tabela 4 -Protocolo da preparacéo do gel de poliacrilamida

Solugoes Gel de Gel de corrida
empilhamento (15%)
(5%)

Acrilamida 30,0% / bis-acrilamida 0,8% 340uL 4,0 mL
Tampéao TRIS - HCI 1,5 mol/L pH 8,8 K11 (11
Tampé&o TRIS - HCI 0,5 mol/L pH 6,8 500uL

H>O deionizada 1,1mL 760uL
SDS 10% 40uL 160uL
TEMED 10% 10uL 40uL
Persulfato de amonio 10% 10uL 40uL
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Tabela 5 - Padrbes de massa molecular “pré corados” paraofeletse em gel de
poliacrilamida (SDS PAGE - Bio-Rad - 161-0318)

PROTEINA Massa Molecular
(Da)
Miosina 201.179
B Galactosidase 120.284
Albumina de soro bovino 100.236
Ovoalbumina 55.925
Anidrase Carbonica 38.289
Inibidor de Tripsina 29.678
Lisozima 20.669
Aprotinina 6.969

Tabela 6 - Padrbes de massa molecular para eletroforese kentegeoliacrilamida (SDS
PAGE - Raimbow- GE -RPN 755)

PROTEINA Massa Molecular
(Da)
Ovoalbumina 45.000
Anidrase Carbonica 30.000
Inibidor de Tripsina 20.100
Lisozima 14.300
Aprotinina 6.500
Insulina — cadeif 3.500
Insulina — cadeia 2.500

Tabela 7- Protocolo de preparacao de tampéo de corrida Ticgi&
Tris-HCI pH8,3. 25mmol/L

Glicina 250mmol/L
SDS 0,1% (m/v)



MATERIAL E METODOS30

Tabela 8 —Protocolo de preparacéo slalucéo corante de Coomassie

Coomassie (Brilliant Blue G) 0,25% (m/v)
Metanol 50% (v/v)
Acido Acético 7% (VIv)
H,O deionizada q.s.p 100mL

Tabela 9 -Protocolo de preparacao da solucéo descolorante

Metanol 50% (v/v)
Acido Acético 7% (VIv)
H,O deionizada q.s.p 100mL

Tabela 10 — Protocolo de preparacao dbampao de Transferéncia Western Blotting

Tris-HCI 1 mol/L pH7,6 25mmol/L
Glicina. 192mmol/L
Metanol 20% (viv)

SDS 0,05% (m/v)
H.O deionizada q.s.p 1000mL

Tabela 11 — Protocolo de preparacao dbampao TBS-T para Western Blotting

Tris-HCI 1 mol/L pH7,6 20mL
NaCl 89
Tween 20 2mL

H.O deionizada q.s.p 1000mL
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3.10 Andlise por eletroforese em gel de poliacrilaiche

A caracterizagdo eletroforética da proteina foitafeém gel de poliacrilamida
desenvolvida em um sistema para eletroforese Si@halouis, MO, U.S.A.), segundo
metodologia descrita por LAEMMLI (1970). O gel deparacdo apresentando 15% de
acrilamida e o gel de empilhamento com 5% de awiga foram preparados de acordo com
protocolo da Tabela 4. Um volume de 1Ql0das P e F obtidas foram diluidas em 1@,0
de tampao de amostra 2x concentrado (Tabela 3anfsstras foram aplicadas diretamente
no gel de poliacrilamida. A eletroforese foi desgwnda sob corrente constante de 10 mA, a
4°C, utilizando-se o tamp&o de corrida tris—gliqifiabela 7). Apos a eletroforese, o gel de
poliacrilamida foi corado pela solucdo de Coomalkiela 8) e descorado por lavagens em
solucéo descolorante (Tabela 9). Como padréo dsanmaslecular foi utilizado os constantes
na Tabela 6. Um segundo gel foi preparado nas neesomalicOes, utilizando com padrdes os

contidos na Tabela 5 e 6 para analise de westettnig

3.11. Andlise por Western Blotting

As proteinas resolvidas eletroforeticamente, sefgucnmesmo protocolo do item 3.7,
foram transferidas para membrana de nitrocelulegarslo Towbin et al. (1979), através de
um sistema Mini Trans-Blot (Bio-Rad). A transfec&ndas proteinas para a membrana de
nitrocelulose foi realizada montando-se o gel d&S$AGE e a membrana em um sistema
“sanduiche” entre filtros protetores. Este sistdoiacolocado em uma cuba eletroforética,
contendo tampéao de transferéncia (Tabela 10)°@, 4posicionada sobre um agitador
magnético para homogeneizacdo do tampédo e apleaurs corrente de 350mA por 60
minutos.

Apés transferéncia, as membranas de nitroceluloséendo as proteinas aderidas
foram incubadas com tampao TBS-T (Tabela 11) coatés?o de leite desnatado por 12
horas a 4C. As membranas foram lavadas rapidamente com @mBS8-T e incubadas com
0 anticorpo primario (monoclonal de rato) anti-iivsa na diluicdo de 1:1.000 (v/v), por 2
horas a temperatura ambiente sob agitacdo conségiis este periodo, as membranas foram
lavadas rapidamente por duas vezes, uma vez puoiriLios e 3 vezes por 5 minutos com o

mesmo tamp&o a uma razéo de 4 mL pdrdermembrana.
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O anticorpo secundario marcado com peroxidase-datitorpo de rato), na diluicdo
de 1:2.000 (v/v), foi incubado com a membrana pdiofa a temperatura ambiente sob
agitacdo constante e um novo processo de lavagermaalzado como anteriormente. Apds
as lavagens, volumes iguais das solucdes de ré@eetapitidas no Kit “ECL Western blotting
detection reagents and analysis system” (Amershascignces) foram misturadas, de modo
que o volume final mantivesse uma razéo de 0,128mflde membrana. A membrana foi
incubada com esta mistura por 60 segundos e o sExaks solucdo foi seco em papel
absorvente. A membrana foi colocada em um casseteitdradiografia para exposicéao de 1

a 5 minutos. A marcacéao do anticorpo primario feuglizada em filme fotografico.

3.12 Padronizacdo do protocolo para ensaios de é@igdo no meio de cultura de

Bauhinia forficataLink

Foram utilizadas células em suspensaddehiniaforficata Link, com 30 dias de
subcultura, cultivadas segundo descrito item 3.3.4 As células foram filtradas em
membrana de 100m e submetidas a pesagem para preparacao do iredealoutilizado nos

ensaios de elicitagao.

3.12.1 Contagem e viabilidade celular

A contagem das células foi realizada em camara debduer (Bioblock) com
utilizacdo de microscopio, para a padronizacao whtidade de células a serem utilizadas
nos ensaios de elicitacdo em massa (g) e nao eraraldea células (cél/mL). A viabilidade
foi acompanhada durante os bioensaios utilizandazsé de Evans, segundo o método de
Kanai e Edwards (1973). 5 mL de azul de Evans gri#g) foram adicionados a 10mL de
suspensao de células, a percentagem de célulassviav dada pelo nimero de células ndo
coradas para cada 100 células coradas. Para asnesipis foi considerada uma viabilidade

minima de 90%.
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3.12.2 Elicitagcdo no meio de cultura de células esnspensédo d@auhinia forficatalLink

Foram preparados 35 erlenmeyer de 125 mL, cadaomerdo 40 mL de meio de
cultura (MS) suplementado com 30g/L de sacarosaga@ente autoclavados sob i2@or
15 minutos. A seguir, foram acrescentados 2g ddaslpara cada elicitacdo com MeJA e
AS, na concentracdo deurhol/L, nos tempo 0, 3, 6, 9 e 12 dias (T0,T3, T, & T12,
respectivamente). Todo experimento foi realizado teplicata. O controle foi preparado
utilizando-se 1 mL de agua deionizada como eligiama cada tempo analisado. Apds cada
periodo de elicitagdo, as amostras foram filtraslgsaradamente, as fracdes sobrenadantes
(S1) foram congeladas para analises posteriore$tad8es R1, contendo as células, foram
suspensas em 10 mL de tampdao tris-HCl pH 7,2 erddas na presenca de nitrogénio
liquido, depois centrifugadas a 1000x g, por 10utais, obtendo-se as fracdes R2, as quais
foram congeladas e os sobrenadantes (S2) foramasegapara as analises de proteinas
totais (item 3.4.1), fendlicos totais (item 3.4&)ycar redutores e lipidios totais, de acordo

com o fluxograma contido na Figura 3.

3.12.2.1 Determinacao do teor de agucar redutor peimétodo do ferricianeto (KIDBY;
DAVISON, 1973)

O método consistiu em reagir 1. das amostras dos sobrenadantes (S1 e S2),
padrédo galactose, de 10 a 28mL, ou o branco (dgua deionizada), em triplicadan 3 mL
do reagente de Ferricianeto, sob aquecimento 8Cl@0rante 7 minutos. Em seguida,
resfriou-se em gelo e realizou-se a leitura ematsgfetdometro a 420 nm.

3.12.2.2 Determinacao do teor de lipidios tota{RADIN, 1969)

Pipetou-se 2Q0L das fracdes (S2) para um funil de separacdo @mR@&dicionou-se
5mL de solucéo de cloroférmio:metanol (2:1 v/v).itAg-se a amostra, acrescentou-se 1 mL
de solucédo de KCI 2mol/L, agitou-se novamente atgisduas fases. Em seguida efetuou-se
a separacdo das fases hidrofilica e lipofilica.a8ef hidrofilica foi re-extraida nas mesmas
condi¢des anteriores, por duas vezes, a fim dearadi restante dos lipidios contido nesta
fase. As fracOes lipofilicas, separadas no pro¢cdssam introduzidas em tubos de ensaio
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previamente pesados, e deixadas por 24 horas re@dacam temperatura ambiente para
secagem. A seguir, pesaram-se 0s tubos para andeiedo da quantidade de lipidios

extraidos.

3.13 Elicitagcdo com diferentes concentracdes de aause no meio de cultura de células

em suspensao dBauhinia forficatalLink

Foram preparados 36 erlenmeyer de 125 mL, cadaomercdo 40 mL de meio de
cultura (MS) suplementado com 20g/L ou 40g/L deaszse, devidamente autoclavados sob
120°C por 15 minutos. A seguir, foram acrescentadode2gélulas, para cada elicitacdo com
MeJA e AS, na concentragdo daniol/L, nos tempo 6 e 9 dias, todo experimento foi
realizado em triplicata. O controle foi preparaditizando-se 1mL de agua deionizada como
elicitor para cada tempo analisado. Apds cada ¢gerite elicitacdo, as amostras foram
filtradas obtendo-se as fracdes S1 (sobrenadarRd) ®as fracbes R1, contendo as células,
foi separado 1 g para posterior extracdo da FALni[@anina Amoénia Liase) e TAL
(Tirosina Amonia Liase). O restante de cada umgaddsacoes foi suspenso em 10 mL de
tampao tris-HCI pH 7,2 e triturados na presencailegénio liquido, centrifugados a 1000x
g, por 10 minutos, obtendo-se as fracfes R2, as tpram congeladas. Os sobrenadantes S1
foram também congelados para andlises posteridsefracbes S2 foram separadas para a

caracterizagdo dos compostos nesse meio.

3.14 Extracao da enzima Fenilalanina Aménia Liase=AL)

A extracdo da enzima FAL, foi executada segundmdeétescrito por Hagendoorn
et al. (1991) com modificacOes realizadas Nita-Lataal. (2004). As células em suspensao
deBaubhinia forficatalink foram centrifugadas a 500x g por 5 minutoS@, para separacio
das células do meio de cultivo. Pesou-se 0,59 éadas decantadas e triturou-se com
nitrogénio liquido. Em seguida acrescentou-se iarado 2 mL de tampdao borato de sodio
0,1mol/L, pH 8,8 e 1 mL de (DTT) Ditiotreitol 2mnible homogeneizou-se.

O homogeneizado foi centrifugado a 5000x g por h5an#C Ao sobrenadante foi
adicionado 100mg de Dowex-8 (200-400 mesh) por apsub agitacdo, a 4 °C. A mistura
foi centrifugada por 5 min a 5000x g. O sobrenaelémit separado e a ele foi acrescentado 3
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mL de (PVP) Polivinilpirrolidona 0,05% (m/v), permecendo por 10 minutos em agitacao a
4°C. A seguir a mistura foi centrifugada novamens®@0x g por 5 minutos £@.

O sobrenadante foi recolhido e submetido a di&ise unidades de ultrafiltracdo
(Ultrafee™ Millipore 10KDa). Por fim foi realizada a quantificdo de proteinas totais
utilizando o método de (Bradford, 1976).

3.15 Determinacao da atividade Fenilalanina Amoniaiase (FAL)

A atividade FAL foi determinada utilizando-se o ou proposto por Assis et al.
(2001). O meio reacional foi preparado com &pde proteina (0,25 mL), para cada reacéao,
em 2,25mL de tampao borato de sodio 30mmol/L, p8l 8 substrato, 0,5mL de L-
fenilalanina (3@mol), foi adicionado ap6s 10 minutos de pré-incébada enzima com o
meio reacional. A atividade da enzima FAL foi deterada pela produgdo de &cido trans-
cinamico, durante 90 minutos a °87 sob agitacdo constante, acompanhada em
espectrofotdmetro (D®70, Beckman), a 290nm. Apds este periodo, a redgdio
interrompida com adicao de 0,1 mL de HCI 6 mol/L.

Foi tracada uma curva de calibracdo utilizando catidns-cinamico como padréo,
conforme descrito por Saunders & Mcclure (1975)reelakshmi & Sharma (2008), onde
0,01 de absorbancia equivalem a formacao de 3,@ aeracido trans-cindmico. A atividade

da enzima foi definida em nmol de acido trans-cicarpor hora por mg de proteina.

3.16 Extracao da enzima Tirosina Amonia Liase (TAL)

Segundo o método de Hagendoorn et al. (1991) coumels alteracdes.

As células deBauhinia forficataLink foram centrifugadas a 600 x g por 5 minutos a
4°C para o isolamento das células.Pesou-se 0,5gldiescéubmetidas a cada tratamento,
transferiu-se para um almofariz previamente reddriaacrescentou-se 3 mL do tampéo de
extracdo, composto de uma mistura de 50mmol/L mpda Tris-HCI; 1 mmol/L de EDTA;
240 mmol/L de sacarose; 90 mmol/L de PVP pH 8,8t@du-se a mistura com nitrogénio

liquido.
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Em seguida as amostras foram centrifugadas em %@DPor 10 minutos a°€, o
sobrenadante foi retirado, acrescentou-se a ebtersmlante 2 mL Tris-HCI 0,2mol/L (pH
8,5),e1 mL de (DTT) 2mmol/L homogeneizou-se.

O homogeneizado foi centrifugado a 6000 xg por h5ami#C, o sobrenadante foi
recolhido e adicionado 100mg de Dowex—8 (200-4086hnhe 3 mL de PVP a 0,05% (m/v)
permanecendo por 10 minutos em agitacdo, centufggonovamente a 6000 x g por 5
minutos a 4C.

O sobrenadante foi recolhido e submetido a digise unidades de ultrafiltracao
(UltrafeeTM Millipore 10KDa). Por fim; foi realizada quantificacdo de proteinas totais,
utilizando o método de (Bradford, 1976).

3.17 Determinacao da atividade Tirosina Amonia Lias (TAL)

Segundo método Louie et al.(2006) e Rosler, e1397), com algumas modificacdes.

A reacéo foi iniciada adicionando-se 1mL de tampés-HCI 0,1mol/L (pH 8,5) e
250ug da enzima a qual foi incubada por 2 minutos € 3Em seguida, foram adicionados
0,5 mL do substrato L-tirosina na concentragao ,den#mol, deixando o sistema incubado
sob agitacdo continua por 10, 30, 60, 90 e 120 tosnada reacao foi interrompida com
adicao de 0,1 mL HCI 6 mol/L.

As leituras foram realizadas em espectrofotomettd7D a 310nm, tendo como
referéncia que 2,03 nmol de acido p-cumarico sadvelgntes a 0,01 de absorbancia,
conforme curva de dosagem de agidoumarico descrita por Saunders & Mcclure, (1975) e
Sreelakshmi & Sharma, (2008).
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Células deBauhinia forficataLink 30

Padronizacao celular 2g

Elicitagdo MeJA, AS

Tumol/L
Sobrenadante Células decantadas
(Fragao S1) (Fracdo R1)
Dosagem de Triturado em nitrogénio
compostos liquido
extracelulares
Sobrenadante Decantado
(Fracdo S2) (Fracdo R2)
Acucar Proteinas Fenolicos
redutor
Proteinas Fendlicos Lipidios Acucar
redutor

Figura 3. Fluxograma da padronizacdo do protocolo experirhgmdga 0Ss ensaios de
elicitacdo com MeJA e AS para a producdo de coropdsibativos, até 12 dias de cultivo

celular.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Estabelecimento da cultura de células em sus@o deBauhinia forficatalLink.

O estabelecimento da cultura de células em suspeleggauhinia forficataLink foi o
primeiro passo a ser realizado para podermos campaotencial da cultura de células como
fonte de metabdlitos hipoglicemiantes, ja carardelds nas folhas desta espécie. Essa

obtencgé&o iniciou-se com a selecdo e assepsia e s,

4.1.1 Padronizacao da assepsia para a germinacaostanentes d&auhinia forficatalink

A descontaminacdo na cultura de tecidos € o pramestagio de um trabalho de
propagacédo vegetah vitro, pois da percentagem de éxito nesta etapa de@eadengresso
do protocolo experimental (DEBERGH, et al., 1991).

As sementes foram selecionadas e submetidas a Gsgos diferentes para a
descontaminacdo das sementesBdeahinia forficatalLink, para a obtencéo de plantulas a
serem utilizadas posteriormente na matriz de béiotagonforme mostrado na Tabela 4, Figura
4. Verificou-se que a condicdo de assepsia 2, itesw item 3.3.1 do Material e Métodos,
utilizando sequencialmente o antifungico Benlax @@ante 3 horas em combinagcdo com
hipoclorito de sodio a 0,5% com 35 minutos de eigdmse &lcool 70% por 20 segundos,
mostrou-se eficiente na descontaminacdo das sesndat®auhinia forficataLink. O que
pode ser observado pelos resultados apresentadbel 12, Figura 3. Entre as 9 sementes
submetidas ao tratamento 2 (Tabela 2, pagina 3#hoéve nenhum caso de contaminacao,
porém a taxa de germinacdo, apdés 20 dias de im@myladoi de 77,7% (7 sementes
germinadas). Nos tratamentos 1 e 3 a taxa de gacéon foi de 22,2 e 11,1%,
respectivamente, havendo contaminacdo tanto pagofurcomo por bactérias. Além da
descontaminacdo nao ter sido eficiente, os prosesansaram baixa germinacdo e pouco
crescimento das plantulas.

Muitos fatores podem esté relacionados com a gagéoe desenvolvimento de uma
espécie, segundo Popinigis (1977). Entre elesao de maturacéo fisiologico e sanidade das

sementes sao fatores determinantes para se wii@rboa germinacao.
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Tabela 12 -Determinagao do perfil de germinagao de sement&adhkinia forficataLink 20

dias apoés a inoculacdo das sementes, com difeteatamentos de assepsia

N° do Quantidade Contaminacdo Contaminacao N° de N° de germinagao
tratamento  de sementes por bactéria por fungo sementes sementes ndo (%)
por germinadas germinadas
tratamento
1 9 3 2 2 2 22,2
2 9 - - 7 2 77,7
3 9 4 3 1 1 111

6 dias 15 dias

Figura 4. Sementes dBauhinia forficatalink , apos 6 e 15 dias de germinacéo.
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baixa germinacdo pode ser atribuida ao efeito datanmentos, pois dependendo da
concentracdo e tempo de exposi¢do aos agentesppoder algum dano ao endosperma da
semente, 0 que causa uma queda na taxa de germita¢@tamento de assepsia aplicado a
Labisia pumilaconstou do tratamento sequencial com o antifunBex@omil 2% por 2 horas,
hipoclorito de calcio 1% por 25 minutos e alcool&@or 15 segundos. Esse processo foi
semelhante ao que utilizamos p8@uhinia forficataLink, porém a taxa de germinacgéo para
as sementes de pumilafoi de 88,7% (HARTINIE & JUALANG, 2007). Observoportanto,
que a taxa de germinacdo pode ser melhorada aghdiessn processos de descontaminacao,
com concentracdes menores destes reagentes poostemgis prolongados, o que pode

diminuir os efeitos sobre as sementes sem compeo@girocesso de assepsia.

4.1.2 Padronizacao das condi¢cbes de obtencao deosaleBauhinia forficatalink.

O obijetivo principal desta etapa foi o estabeleoime&a cultura de calos dauhinia
forficata Link, em matriz semi-soélida, e principalmente ab#izacdo de linhagens de células
com capacidade de se manter em divisdo por um lpadodo de tempo.

Os resultados na Tabela 13 e Figura 5, mostranfettesdos diferentes tratamentos
realizados utilizando-se combinacéo de 2,4-D eticia@le 0,5 até 2 mg/mL (Tabela 2, pagina
26) para a inducdo de calos. Os tratamentos 1,,26,37 e 9, ndo apresentaram
desenvolvimento de estrutura calosa. Enquantaatenentos 4, 5 e 8 apresentaram formacgao
estrutural de desdiferenciacao celular de 33,3,188,3 %, respectivamente.

O tratamento 5, utilizando os reguladores de amestio, 2,4-D e cinetina 1 mg/mL,
foi 0 que apresentou melhor resultado, pois asteséis formadas apresentaram maior taxa de
divisao celular, as quais foram monitoradas e egjais a cada ciclo de desenvolvimento de 30
dias, para formar uma matriz de producao de células

A partir dos resultados obtidos nessa fase de estaimento da cultura dgauhinia
forficata Link as células em suspenséao foram cultivadas eim M8, com os reguladores de
crescimento 2,4-D e cinetina a 1mg/L, utilizando3€g sacarose como fonte de carbono.
Essas condicdes do meio apresentaram-se como uméomie de nutrientes para espécie
Bauhinia forficata Link, tendo sido bastante semelhante com os remdtabtidos na
literatura para a cultura dgarica papayaonde foi usada a mesma suplementacao e condigbes
para o estabelecimento da cultura de células (CAB&#Aal., 2008).
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Tabela 13 -Anélise da matriz de transformacéo celulaBdehinia forficatalink

Tratamentos Contaminacdes Contaminacdes  Quantidade Quantidade Quantidade
por fungos por bactérias transformada néo transformada
em calos transformada (%)
1 1 1 - 1 -
2 - 2 - 1 -
3 1 - - 2 -
4 1 - 1 1 33,3
5 - - 3 - 100
6 1 1 - 1 -
7 2 1 - - -
8 1 1 1 - 33,3
9 1 2 - - -

Figura 5. Pré-formacéo de calos 8auhinia forficataLink
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4.2 Analise de proteinas totais e compostos fen@gno meio extracelular das suspensdes

de Bauhinia forficataLink

Uma aliquota do meio extracelular foi analisadadacrepique das célul@auhinia
forficata Link, a fim de monitorar a sua estabilizacao (Figurd8)resultados da liberacédo de
proteinas totais no meio extracelular (ME) nas enspes celulares dgauhinia forficata
Link, na fase de estabelecimento da cultura com repideie) em 30 dias, mostraram que
houve grande flutuacdo nas concentracdes de pastiieradas (10 a §g/mL) durante esse
periodo. Houve uma baixa produgdo nos meses deefev@007 até setembro/2007 tendo
uma producdo média de 13ug/mL e voltando a teresilcrescentes, do més de outubro/2007
a julho/2008, com uma producdo media de 35ug/mieskgados nao forneceram informacoes
sobre o perfil protéico da cultura.

Os compostos fendlicos apresentaram dados queaiadicuma producdo média de
283ug/mL de compostos fendlicos totais nos mesdswideeiro/2007 a julho/2007. Entre os
meses de agosto/2007 a julho/2008, a producdo niédide 460ug/mL, com pequena
variagao entre os valores obtidos a cada més. Estaados sugerem uma estabilizagéo da
cultura a partir de agosto de 2007, o que é dedgranportancia, pois nosso estudo visou,
entre outros objetivos, estimular os mecanismodedesa vegetal para se obter metabdlitos
secundarios (flavondides), assim o monitoramentoamepostos fendlicos pode ser utilizado
com um parametro para avaliar a estabilidade daraué seu nivel de estresse. Os compostos
fendlicos sdo sintetizados pelas plantas ap0s deséiesadas por herbivoros, infeccdo por
bactéria, fungo, virus ou nematéides, como formardéecdo. Assim, a cultura @auhinia
forficata Link utilizou-se dessa ferramenta metabdlica a diencontrolar os desequilibrios
sofridos durante o0 processo de estabilizagdo daturaul (NICHOLSON &
HAMMERSCHIMIDT, 1992).
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Figura 6. Avaliagcdo dos teores de proteinas totais e compdendlicos totais no meio

extracelular, durante a estabilizacédo das suspereiidares d8auhinia forficatalLink.
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4.3 Analise por eletroforese e por western blottinglas proteinas obtidas das células

cultivadasin vitro e de folhas deBauhinia. forficataLink

A Figura 7 apresenta a analise eletroforética ehdgepoliacrilamida (SDS-PAGE)
das amostras de cultura de células e de folhaBaléhinia forficata Link. O perfil
eletroforético das duas fragBes permitem observ@s bandas principais de massas
moleculares diferentes, uma com massa acima de P& E segunda banda com massa
molecular de 42 KDa e a terceira banda com aprakama&nte 6 KDa. Estas proteinas
reveladas pela coloracdo com Coomasie BrillianeBRy que apresentaram massa molecular
entre 6,5 KDa e 6 KDa, demonstrando um perfil dstdsemelhante nas duas fragbes. Na
literatura sdo encontrados trabalhos que demoasirar existéncia de diferenca de perfil
protéico, quando analisadas fracdes a partir darauh vitro e in vivo, porém isso nao ficou
demonstrado em nosso resultado. Nas duas frac8esvaimos a presenca de uma banda em
aproximadamente 6,0 KDa, valor de massa molecalaespondente as proteinas vegetais
para as quais € atribuido uma fungéo hipoglicemiant

A Figura 8 apresenta o resultado da anélise dédaeptie folhas e células Bauhinia
forficata Link por Westem Blotting, usando anticorpo anstilina humana e padrdes das
cadeias de insulina e 3.

Neste resultado observa-se que a banda de 6 KDapgweceu na eletroforese Figura
7 ndo se tratava de peptideo similar a insulineexatos utilizados foram folh&s naturade
Bauhinia forficataLink, e células de folhas cultivadasvitro, ambas n&do apresentaram nem
um reconhecimento pelo anticorpo antiinsulina. @liabs da literatura afirmam a existéncia
desta proteina similar a insulina humana, comegtivemos no item 1.5 da Introdugdo, em
diferentes espécie incluindo Bauhinia forficata Venéancio e colaboradores (2000, 2003)
relataram a presenca de insulina vegetal em vargegsmentos das sementes e folhas de
Vigna unguiculataL, bem como nas folhas d@auhinia forficataLink. Azevedo (2006)
descreveu a existéncia deste mesmo peptideo nhasfale Bauhinia variegatalinn,
demonstrando que esse peptideo se encontra, pratiemente, associado aos cloroplastos,
que sao organelas responsaveis pelos processasifidéticos que se ddo nas folhas dos
vegetais.

No entanto os nossos resultados ndo apresentardramendicio deste peptideo, seja
in vitro, seja nas folhas natura os métodos utilizados foram os mesmo citadogteratura
por AZEVEDO (2006).
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Figura 7. Andlise por eletroforese em gel de poliacrilamida @ndi¢cdes desnaturantes das
proteinas deB. forficata obtidas de diferentes fontesl- células de folhas d8auhinia
forficata Link; 2- proteinas obtidas a partir de células cultivadastro de Bauhinia forficata
Link; 3 padrées de massa molecular - GE (RPN 755)



RESULTADOS E DISCUSSA@6

w12 3 4 5
(kDa) k[')V'f B
201,1 . (KDl
120,2 —
100,2 (=774
55,9 S K 45,0
38,2 B
296 — T 300
20,6 Eam—
- 14,3
6,9 — — 6,5 " <— Insulina cadeia B
5 3,5 <— Insulina cadeia a

Figura 8. Western Blotting das proteinas & forficata obtidas de diferentes fonte$-
padrées de massa molecular — Bio Rad (161-0348padroes de massa molecular - GE
(RPN 755);3- células de folhas dBauhinia forficataLink; 4- proteinas obtidas a partir de
células cultivada vitro de Bauhinia forficatalink; Insulina padres de massa molecular —

GE (RPN 755).
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4.4 Padronizacao do protocolo para ensaios de etagédo no meio de cultura ddauhinia

forficata Link.

A padronizacdo dos ensaios de elicitacdo no meiocweura iniciou-se pela
determinacdo da massa a ser inoculada em cadairegpty com células d®auhinia
forficata Link, utilizando-se como parametro o nimero deleélusadas para os experimentos
de elicitacdo comRubus fruticosudle 2 X 16 células 25 mL (DE SOUZA, 2005). A
contagem foi substituida pelo valor de massa destdalto grau de agregacéo das células que
causam grande disperséo nos resultados.

Foram realizados 6 experimentos isolados de comtaggesagem das células, em
triplicata, obtendo-se o valor de 2,95X¢ B8l/g de massa Umida @auhinia forficataLink.
Assim o valor de massa que corresponde a®vdl0las foi de 676 mg.

Dados da literatura demonstraram quaifma quantidade minima de indculo para que
0 crescimento da cultura ndo seja afetado e hap pnoporcionalidade entre o volume do
meio e a massa celular cultivada. A utilizacdo drime de in6culo muito pequeno pode
inviabilizar a cultura celular, devendo-se corrgaar volume da cultura com volume do
in6culo (DUANGJAI, 2007, CHANG-HAI, 2008).

Gunjan & Ashok (2008) realizaram estatisticas diitetdo com células de
Azadirachta indicae estabeleceram um in6cuo de 5g de células pasirird cultura de
suspensodes celulares em um volume de 100 mL de Associando os dados de literatura
com os dados obtidos paRaubus fruticosysdeterminou-se que o inéculo para as elicitacdes
comBauhinia forficataLink seriam preparados com 2g de células para ttatianento, visto
gue os ensaios seriam realizadas direto nas suigseoslulares (volume de 40mL), a partir do
repique. A viabilidade das células também foi deteada de 95,03%, o que demonstrou uma

boa eficiéncia na manutencéo da cultura.

4.5 Andlise do efeito dos elicitores, MeJA e AS, lme a liberacdo de compostos fendlicos
no meio extracelular (fracdo S1) e intracelular (facdo S2) da cultura de células de

Bauhinia forficataLink, em diferentes tempos

Os resultados para a liberacdo de compostos fesdlatais, no meio extracelular,
Figura 9, ndo apresentaram diferencas entre os aelmi$ores, no tempo de 3 dias de

elicitagdo. No entanto, na fragao intracelular,uF&g9, houve um aumento da produgao de
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compostos fendlicos da ordem de 40% para MeJA datae ao controle e de 30% se
comparado ao AS.

Em 6 dias de elicitagdo, ndo ocorreu efeito sigaifvo na concentracdo de fendlicos
extracelulares com MeJA, porém a elicitacdo com apfesentou um aumento 84,4%
comparando-se ao controle. Na fracao intracelaldeJA apresentou valor de 2,6% superior
ao de AS e 57% quando comparado ao controle.

No tempo de 9 dias fracdo extracelulaglicitada com ASapresentou um aumento
de 20% no teor de compostos fendlicos em relacadelA e 51,6% se comparado com o
controle. Na fracéo intracelular, o AS foi 5,7% maificiente que o MeJA, e 45,9% em
relacdo ao controle. Em Ias, a fracdo extracelular o MeJA, causou um atones 8,8%,
quando comparado com o controle. Na fragao intuéameambos elicitores ndo apresentaram
variagdes em relacdo ao controle.

A partir dos resultados obtidos com MeJA e AS,figi-se que os melhores tempos
para a liberacdo de compostos fendlicos extracehyléoram 6 e 9 dias.

Quanto aos compostos fendlicos intracelulares (&igl0), sdo obtidos aumentos
significativos com tempos mais curtos, a partiBdbas de elicitagdo. Assim, observou-se que
os dois elicitores foram capazes de estimulareadiffio de compostos fendlicos nesse sistema
celular, visto seus papéis de moduladores de riespds defesa em plantas (JONG & YANG,
2003; DE SOUZA, 2007, JIAN, et al., 2006). Estudosn AS demonstraram seu efeito no
aumento da sintese de fenilpropandides em mdefys domesticaBorkh, (HOUHUA et
al.,2007). O mesmo ocorreu com o MeJA que, em pepueoncentracdes, foi capaz de ativar
vias de defesa celular em célulasRidbus fruticosuDE SOUZA, 2005).

Estudos posteriores serdo necessarios para dederseinqual desses tempos de
elicitagdo contém a maior quantidade de flavongiesaracterizados na literatura pela sua
acao hipoglicemiante (DA SILVA, 2002).
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Figura 9. Avaliacdo do tempo de elicitacdo das célulaBBdahinia forficataLink, para a
liberacdo de compostos fendlicos totais extraceldam MeJA e AS na concentragdo de
1umol/L e respectivos controles. **p < 0,001), ** (p < 0,01), * (p < 0,05nivel de
significancia em relagdo ao controle, resultaddsmaiidos ao teste Two-way RM ANOVA
seguido pelo teste ndo paramétrico Bomferroni psistt
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Figura 10. Avaliacdo do tempo de elicitagcdo das célulaBdehinia forficataLink, para a
producdo de compostos fendlicos totais intracedglacom MeJA e AS na concentracao de
lumol/L e respectivos controles. **p < 0,001), ** (p < 0,01), * (p < 0,05nivel de
significancia em relacdo ao controle, resultaddsrsiidos ao teste Two-way RM ANOVA
seguido pelo teste ndo paramétrico Bomferroni pststt
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4.6 Andlise do teor de proteinas totais extra (frép S1) e intracelulares (fracdo S2) nas

células deBauhinia forficataLink elicitadas com MeJA e AS, em diferentes tempos

As figuras 11 e 12 apresentaram os resultadosataedio de proteinas totais, no meio
extracelular e intracelular, com MeJA e AS. No tentge 3 dias o MeJA apresentou um
aumento no teor de proteinas na fracdo extracedeldr4,4% em relacdo ao valores obtidos
para AS e 36%, quando comparado ao seu controlefrd¢do intracelular, MeJA teve
producao de 17,6%, superior ao controle, e o A$ibitério neste tempo de elicitacao.

Em 6 dias, na fracdo extracelulaivVieJA apresentou um aumento de 32% a mais que
AS e 48,8% em relacdo ao controle. No meio intcdagl MeJA causou um aumento de
43,4% em relacdo ao controle. No tempo de 9 dmsne&io extracelular, o MeJA apresentou
seu maior efeito de liberacdo proteinas, em relagdoontrole, 72%. O mesmo acontecendo
no meio intracelular, onde com MeJA obteve-se @7¢@ proteinas totais a mais que com o
AS e 92,3% acima do controle.

O resultados com MeJA e AS no meio extracelulam d@ dias, foram 29 e 18%
superiores ao controle, respectivamente. Na frag&acelular o MeJA apresentou valor
10,5% acima dos obtidos para a AS e 15,9% supasicontrole.

Nos resultados apresentados ficou demonstrado gJé fbi mais ativo que o AS em
relacdo a todos os tempos analisados, tanto neS8efaextracelulares como nas fragbes
intracelulares.

O aumento de proteinas totais elicitadas por MeJAAS tanto nas fracOes
extracelulares ou intracelulares, pode estar miacdo a sintese de enzimas e proteinas
envolvidas nos diferentes mecanismos de defesataledtre esses processos temos a
producdo de compostos fendlicos que exigem um gramajuinario protéico para ativacao
das vias de sintese, como é demonstrado, em ddsraglulas vegetais submetidas a
mudancas de fatores ambientais, que levam a ativdgdvias mediadas por AS e MeJA
(RORY et al., 2008).

Na literatura encontramos dados que mostram queiGagio exdgena de MeJA e AS pode
induzir a sintese de proteinas (GOZZO, 2003), paimente, quando ha uma grande
atividade do metabolismo secundario. Onde o fllx@roteinas ativas € muito grande, o que

contribui para 0 aumento significativo da sintesgubteinas, em grande parte, envolvidas na
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Figura 11. Avaliacdo do tempo de elicitacdo das célulaBBdehinia forficataLink para a
producdo de proteinas totais extracelulares comAMeAS na concentracdo de 1umol/L e
respectivos controles. **fp < 0,001), ** (p < 0,01), * (p < 0,05hivel de significAncia em
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Figura 12. Avaliacdo do tempo de elicitacdo de proteinassatéracelular com MeJA e AS
nas concentracdes de 1umol/L em cultura de cétid@auhinia forficatalink e respectivos
controles. ***(p < 0,001), ** (p < 0,01), * (p < 0,05)nivel de significancia em relacdo ao
controle, resultados submetidos ao teste Two-whkly ANOVA seguido pelo teste nao
paramétrico Bomferroni posttests.
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producdo de antioxidantes celulares, visto que ahlzaatividade celular gera uma grande
guantidade de radicais livres dentro e fora dal@gétuque justifica a sintese destas moléculas
(HIROKO et al., 2008).

4.7 Analise do teor de acucar redutor no meio extelular, fracbes (S1), de cultura de

células deBauhinia forficataLink apos elicitagdo MeJA e AS, em diferentes temso

A Figura 13 apresenta os resultados da analise cdeam redutor nas fracfes
extracelulares S1, apos a elicitacdo com MeJA ePafe-se observar que no tempo de 3 dias,
0 MeJA apresentou um resultado de 12,5% a maiq® e 23,4% acima do controle. No
tempo 6, MeJA apresentou um aumento de 8,2% eigaeo controle.

Nos tempos 9 e 12 dias, com MeJA, obteve-se unr wadalia de 2,7% maior que 0
controle, e AS foi inibitério para estas fracbesnCbase nestes resultados verificou-se que
MeJA foi o elicitor que mais induziu a liberacdoadgicares redutores nas célulaBdahinia
forficata Link, enquanto AS teve uma pequena producao de&d@® relacdo controle no
tempo 3 dias.

Estes resultados podem sugerir que 0 aumento daraglredutores provenientes da
elicitacdo com MeJA pode estar ligado a liberagéiocatboidratos da parede celular, tanto por
degradacgdo decorrente de algum processo de mdutarceomo por liberacdo de moléculas
sinalizadoras decorrentes dos processos de expansé&sscimento celular (MING, et al.,
2008). Foi observado que MeJA provocou um efeitmndestes eventos, principalmente, nos

tempos 3 e 6 dias tendo uma significativa redug@atempos 9 e 12 dias.

4.8 Analise do teor de lipidios totais no meio in&celular, fracdo S2, em células de

Bauhinia forficataLink elicitadas com MeJA e AS, em diferentes tempos

A producdo de lipideos foi medida na fracdo SZ;&waintracelular. Nos resultados
mostrados na Figura 14, verifica-se que os tempos 3 dias ndo tiveram diferenca
significativa entre os valores obtidos com os ddisitores em relacdo ao controle. No
entanto, os tempos 6 e 12 dias apresentaram agdimdie lipidios totais discretamente
aumentada com MeJA em 6 e 12 dias de0,23% e 0/@8pectivamente.



RESULTADOS E DISCUSSA®3

Controle
3000 -

OMeJA
* AS
. 2500 -
_EI — == *
g 2000 - - 1.
£ 1500 | == _ =
o
o -
= 1000 -
(8]
S
g 500 -
0
0 3 6 9 12

Tempo (Dias)

Figura 13. Avaliacdo do tempo de elicitacédo de célula8dahinia forficataLink com MeJA

e AS, para a producéo de agucares redutores r@of(&8¢).*** (p < 0,001), ** (p < 0,01), *
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Figura 14. Avaliacdo do efeito do tempo de elicitacdo daalagldeBauhinia forficatalink
com MeJA e AS na concentracdo 1umol/L, sobre oepénal de lipideos totaig*™* (p <
0,001), * (p < 0,01), * (p < 0,05nivel de significancia em relagdo ao controleyltados

submetidos ao teste Two-way RM Anova seguido pegtet ndo paramétrico Bomferroni
posttests.
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O AS em 12 dias também demonstrou pequena vari@gsb, sendo que no tempo 6 dias foi
inibitério. Com base nos resultados verificou-se gdo ocorreu modulagdo de resposta ou
aumento significativo dos niveis de lipideos totis relacdo ao controle, o que pode ser

decorrente do processo de rompimento mecanicaadoi

4.9 Andlise do efeito da variagdo de concentracdce csacarose sobre a elicitacdo de
compostos fendlicos extracelulares (fracdo S1) enacelulares (fracdo S2), mediada por

MeJA e AS, na cultura de células d8auhinia forficatalLink

De acordo com os resultados obtidos na elicitag@o lideJA e AS nos tempos de 3 a
12 dias, verificou-se que o0 aumento da produc&madgostos fendlicos e proteinas na cultura
de Bauhinia forficataLink foi mais efetivo em 6 e 9 dias de culturasifss, fomos verificar
nesses tempos se a alteracdo da concentracdo alessa0o meio poderia melhorar esse
processo.

A Figura 15 apresenta os resultados da elicitagéianeio extracelular das células de
Bauhinia forficataLink, com MeJA e AS aldmol/mL, frente as concentracdes de sacarose de
20, 30, 40g/L, nos tempos de 6 dias e 9 dias,patacao de compostos fendlicos.

No tempo de 6 dias com 20g/L de sacarose, as Bagid@adas com AS apresentaram
uma producdo meédia de compostos fenodlicos de 648trac@5,7% com MeJA, ambos
comparados com o controle. Na concentracao de 3fg/sacarose, o0 AS mostrou-se ainda
mais eficiente, frente ao controle, com uma produgé&dia de 105%. Enquanto que MeJA
teve uma producado de 6,7%. Entretanto, na cong&uatrde 40g/L, o AS demonstrou uma
diminuicdo no percentual, passando a 75% de elémt@m relacdo ao controle e com MeJA
ocorreu um inibicdo da produgéo.

No tempo de 9 dias, com 20g/L de sacarose, 0 ASsaptou uma producdo media de
34%, enquanto que MeJA foi de 56%, em relacdo draen Na concentracdo de 30g/L
mostrou uma producdo ainda maior em relacdo a ntmacdo anterior, sendo que AS
produziu 107% e MeJA 65% superior ao controle. Niatmento com 40g/L de sacarose
observou-se que ocorreu um decréscimo com AS,epeslo 62% e MeJA 84% .

Os elicitores AS e MeJA, foram eficientes na moclibapara producdo de compostos
fendlicos, associados com a suplementacdo comosacala concentracdo 30g/L, tanto no
tempo 6 dias, como no tempo 9 dias, a producdad@anuito maior que com as demais
concentracgdes. Estudos realizados com subculterdaxdissp tem comprovado a eficacia de
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MeJA como elicitor de taxol, um metabdlito secuimde muito valor farmacéutico, que tem
producdo aumentada, significativamente, quandacdcel MeJA é adicionado a cultura em
suspensao, em periodos de cultivo de até 35 diagprovando que o elicitor foi capaz de
aumentar exponencialmente a producédo de taxol (BEUMI., 2004). Foi verificado no
estudo de transcriptoma, com AS e MeJA, que maisl3ie genes relacionados com a
transducédo e regulacdo do metabolismo secunddamfativados a partir de elicitacdo com
elicitores especificos o0 que justifica 0 aumenteal®@postos fendlicos, extra e intracelular de
suspensdes dgauhinia forficataLink (DAYAKAR et al., 2008).

Na Figura 16 temos os resultados da elicitacdo, osnelicitores AS e MeJA, na
concentracdo de fumol/L, os quais foram capazes de induzir o aumelaosintese de
compostos fendlicos intracelulares, quando assosiadm sacarose.

No tempo 6 dias, com 20g/L de sacarose, observaursaumento da producédo da
ordem de 103% para AS e de 143% para MeJA, amboparados com o controle. Na
concentracdo de 30g/L de sacarose, esse aumemt® 1@7% para AS e 133% para MeJA. A
concentracdo 40g/L de sacarose apresentou umacgmde 94% para o AS, enquanto com
MeJA foi inibitério nesta concentragéo.

No tratamento de 9 dias, 20g/L de sacarose, o#tadss foram de 62% com AS e
40% para MeJA. Na concentracdo de 30g/L de sacaosseesultados foram de 86% e
75%com AS e MeJA, respectivamente. Porém, a coraggit 40g/L de sacarose induziu 70%
para AS e 91% em MeJA, todos comparados com oaten&kpesar da elicitacdo com MeJA
associada com sacarose 40g/L, ter a maior perentaglacdo ao controle, este valores
absoluto € muito menor do que aquele obtido naardracdo de 30g/L de sacarose.

As estratégias adotadas para aumentar a liberacé@ongpostos fendlicos pelas células
tém sido o objetivo de muitas linhas de pesquisagaeio mundo, modular essas respostas
com a finalidade de se aumentar grupos especifieosetabdlitos farmacologicamente ativos,
€ uma forma encontrada para se entender os meaan@a0s quais levam os organismos

vegetais utilizarem suas vias para sintese destegastos (DAYAKAR et al., 2008).
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No experimento realizado neste trabalho os resadtadgerem que o AS foi um modulador

eficiente demonstrando ciclos de liberagdo destegostos, indicando que a concentracéo de
sacarose no meio colaborou para essa respostalfioalealizados por Anna e colaboradores
(2002) demonstraram que a inducao realizada cora M8JA, em periodos de 24 a 96 horas,
apresentaram ciclos repetitivos de estimulacdoradugdo de metabdlitos secundarios, o que
justifica usar um periodo maior de tempo na eljéitadas células dgauhinia forficatalink,

com finalidade de se encontrar moléculas diferesgpés um longo tempo de exposi¢do destas

células aos elicitores.

4.10 Analise do efeito da concentragdo de sacarasddre as proteinas totais extra (fracédo
S1) e intracelular (fracdo S2) nas células dg@auhinia forficatalLink, elicitadas com MeJA
e AS.

A Figura 17 estdo os resultados da elicitagdo deefmras totais extracelular com AS e
MeJA, com concentracdes diferentes de sacarose.

No tempo de 6 dias, concentracdo 20g/L de sacamogmducao de proteinas foi de
134% para AS e de 28% para MeJA. A concentracd®0dd. teve uma producao de 24%
para AS e 81% para MeJA. Na concentracao de 40grbducao foi de 119% com As e 37%
MeJA.

No tempo 9 dias, na concentracédo de 20g/L, hounseproducéo de 49% para AS e de
10% para MeJA. Enquanto com a concentracédo 30fteyve-se uma producdo de 41% para
AS e 75% para MeJA. A concentracdo de 40g/L aptesamm percentual de 40% para AS e
de 26% para MeJA.

As abordagens descritas, pela literatura, tém exbsta validacdo de tratamentos para
a inducdo do aumento de sintese de proteinas taisulturas em suspensfes celulares.
Apesar de muitas vezes o aumento destas protefimasstarem ligadas diretamente com o
aumento de massa celular conforme experimentosiagies por Ometto e colaboradores
(2001). Eles constataram que a massa de céluBauwdenia forficatalLink ndo era aumentada
com varias fontes de carbono que foram dosadas @io de cultura, mas aumentaram
significativamente a sintese de proteinas totass. tkhtamentos realizados neste experimento,

nota-se que a fonte de carbono adicionada ao reetaltlra, na concentracédo de 30g/L, tem
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uma grande participacdo na sintese de proteinass,tguntamente com os elicitores,
principalmente o AS.

Na Figura 18, temos os resultados da sintese deimae totais intracelulares,
estimuladas por elicitacdo com AS e MeJA em congdioaom diferentes concentracdes de
sacarose.

No tempo 6 dias, com a concentracdo de sacarog8glk, tem-se um aumento de
54% na producdo de proteinas totais intraceluldo p&s e de 20% pelo MeJA. A
concentracdo de 30g/L produziu um efeito elicitaroddem de 68% para AS e de 75% para
MeJA. Enquanto que a concentracdo de 40g/L foitoria para AS, no entanto, para MeJA
essa producdo aumentou em relagao ao controle 27%.

O tratamento com AS por 9 dias, com sacarose 2@§t/L e 40g/L obteve-se um
percentual de 39, 40 e 80% respectivamente. O MedAibitério quando associado a
sacarose 20g/L. Na concentracao de 30g/L e 40gfbaducéao foi de 92 e 24% com MeJA em
relacdo ao controle, respectivamente
A elicitacdo de células vegetais para a producaendtbdlitos, sejam eles primarios ou
secundarios, tem despertado o interesse de divénsms. A elicitagdo de proteinas
relacionadas a defesa ou manutencdo do metaboliemoplantas, tem uma significante
importancia para a pesquisa de mecanismos quetparmompreender 0os meios pelos quais
estas proteinas atuam. Mecanismos de rotas quatisadas com a adicdo de moléculas
elicitoras, que atuam muitas vezes levando o vegeataudar sua resposta frente ao ambiente
em gue este vive (KOEHLER, TIENSON, 2009; SREEDHR., 2009).

4.11 Andlise da atividade da enzima (FAL) Fenilalanina bénia Liase, apos elicitacdo

com MeJA e AS em diferentes concentragdes de sacseo

A enzima FAL catalisa o primeiro passo da biossmtale fenilpropandides,
convertendo L-fenilalanina em &acido trans-cinami€@abe a ela também a funcdo de
regulacdo entre o metabolismo primério e secundBewido ao seu papel na sintese desse
grupo de metabdlitos secundarios, onde estédo daseds moléculas dg@auhinia forficata
Link, que na literatura € atribuido funcdes hipoghiante, resolvemos avaliar o efeito dos

elicitores estudados sobre sua modulagéo.
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A Figura 19, apresenta os resultados da atividad&AL nas células dBauhinia
forficata Link, apés elicitagdo compinol/L dos elicitores MeJA e AS suplementado com
20,30 e 40g/L de sacarose em 6 e 9 dias. Notaesa quaior atividade desta enzima, ocorreu
quando as células foram cultivadas na presenca0dA 2le sacarose em 6 dias para os
tratamentos com o elicitor AS, o qual apresentourasultado de 52,7% de atividade da
enzima FAL que seu controle. As concentracdes de 20g/L de sacarose apresentaram
resultados de 42,8% e 48,2% superior ao contrahguanto a elicitacdo com MeJA e 20, 30
e 40g/L de sacarose foram obtidos 10,1%, -5,6%05%.e atividade em relacdo ao controle,
respectivamente.

Para o tempo 9 dias, as células em presenca de M&JA& Iumol/L suplementados
com 20, 30 e 40g/L sacarose, apresentaram umacéteve atividade da FAL de 4,3/4,4%,
36,7/18,4% e 6,3/33,6%, respectivamente. A ativeddd enzima FAL depende de suas
isoformas. Em muitos organismos esta enzima teesaptado condigdes 6timos de atividade
diferente para cada tecido (XUE, et al., 2007).rfgem do material vegetal transplantado
para as condicdes vitro, pode influenciar nos resultados da reacao degienar(BOUDET,
2007).

A FAL pode atuar numa variacdo de temperatura denorde 4C -60°C Olsen, et al.
(2008). Embora as reactes neste experimento cafaséleBauhinia forficataLink, tenham
sido realizados a 8¢ com pH de 8,8 (ASSIS, et al.,, 2001). Esta enzpossui carater
constitutivo ficando compartimentalizada em diverseganelas das células, sendo necessario
que fatores de ativacdo como aumento do nivel daodigido L-fenilalanina Ferrer, et al
(2008). Seja responsavel pela ativacao da catidisia enzima (YINGSANGA et al., 2008).

4.12 Analise da atividade da enzima Tirosina Amonia Lias (TAL), apos elicitagdo com

MeJA e AS em diferentes concentragdes de sacarose.

A enzima TAL catalisa a conversao datirosina em acido trang-cumarico,
diminuindo um passo na biossintese dos fenilpradaspportanto sendo capaz de produzir o
acido cumérico de uma maneira mais rapida. Eségdelentre a atividade FAL e TAL tem
despertado o interesse de muitos autores vistmgoese tem claro as bases metabdlicas da
escolha de um de outra via salvo pela disponilibdde substrato (XUE at al, 2006; LOUIE
et al., 2006, BOUDET, 2007)
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A Figura 20 apresenta os resultados da reacdo zima&TAL apos elicitagdo com
MeJA e AS Limol/L em concentracOes de sacarose de 20, 30, 4fxyltempos 6 e 9 dias,
onde o melhor resultado foi obtido com AS em preaate 30g/L em 6 dias apresentando um
resultado de 200,8% a mais na atividade da enzishacbmparado com o controle, para AS
no tempo 6 dias os resultados foram inibicao d2%zZ,om 20 g/L e sacarose e aumento de
atividade de 20,2% com 40g/L de sacarose. MeJA ella$de elicitacdo nas concentracdes
de 20, 30 e 40gL de sacarose apresentou 41,8%,e628/6/% de atividade da enzima TAL
em relagdo ao controle, respectivamente.

No tempo de 9 dias, AS e MeJArhol/L e 20, 30 e 40g/L de sacarose aumentaram a
atividade da TAL em 28,8/70,2%, 35,3/100,5% e 3342%, quando comparados com 0
controle, respectivamente.

Os resultados da Figura 18 apresentam uma difedmedividade das enzimas FAL e
TAL, quando comparados com a Figura 17 como faitaglo por Whetten & Sederoff (1995).
A FAL e a TAL podem em alguns casos apresentareragfo negativa, influenciando os
resultados, tanto para um aumento da atividadeAda & uma inatividade da TAL, como
também influenciar na reacao catalitica das duasnas.

Observa-se que em alguns tratamentos ocorreram nésnesignificativos de
percentual da atividade da TAL, porém quando coampas 0 0s valores absolutos da
atividade da TAL em relacdo a atividade da FALars@ que esse resultado é muito maior
para a atividade da FAL.

Rosler e colaboradores (1997), em estudos comutd&ntie milho, verificaram que a
atividade FAL e TAL estavam em um mesmo peptiderém com regibes cataliticas
distintas. Em bactérias, estas enzimas se tratamrateinas distintas (XUE et al., 2007;
LOUIE et al., 2006) .

Nos fungos das espéci®s chrysosporium, I. lacteus, T. versicolerB. adusta a
enzima TAL apresenta a temperatura e o pH 6time BRLC a 60°C e pH entre 9,0 e 10,0
(XUE et al., 2007). Esses valores para fungos ds¢do distantes nos encontrados para a
cultura deBauhinia forficataLink, onde o pH 6timo foi de 8,5 a 8,8 e tempeamile 37C a
40°C, isso porque as células de onde a TAL foi exéraidram de regides quentes e de partes
da planta onde a incidéncia de luz é muito mai@r mas demais partes de outros 6rgaos da
planta.
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5 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste trabalhogpuws concluir que:

. A assepsia das sementesBdeihinia forficata linkfoi eficiente utilizando o tratamento
2 com o antifungico Benlax, na concentracédo de &¥%combinacdo com hipoclorito
de sodio a 0,5% e solugéo de alcool 70%.

. O meio de cultura MS basal, suplementado com 3@g/lsacarose, em combinacao
com os reguladores de crescimento 2,4-D e Cinetimaconcentracao deud/L,
apresentou o melhor desempenho e uma alta taxais@&odcelular.

. O elicitor MeJA foi ativo em diferentes tratamentdanto o meio intra como
extracelular, apresentando-se como um bom moduldegproducdo de compostos
fendlicos, proteinas totais e agUcares redutor.

. AS apresentou acdo de elicitacdo nas céluldBadédinia forficataLink, mas nao foi
tao eficiente quanto o MeJA.

. A modulacédo com adicdo de elicitores, como MeJASe #ssociados a sacarose, foram
capazes de aumentar o nivel de fendlicos e prateim@s suspensdes Bauhinia

forficata Link, principalmente a concentracdo de 30g/L decassse.
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