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          RESUMO 



LIMA, J.F. Estabelecimento da cultura de células em suspensão de Bauhinia forficata Link 

como fonte de metabólitos bioativos. 2009. 100f. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2009.    

 

As plantas medicinais têm sido utilizadas como uma importante fonte de prevenção e 

tratamento de doenças para a população pobre dos países em desenvolvimento. A literatura 

apresenta resultados que demonstram a atividade de proteínas e flavonóides presentes nas 

folhas, sementes e cascas do caule de Bauhinia forficata Link com ação hipoglicemiante. Este 

trabalho tem como objetivo estabelecer um protocolo para a obtenção das células em cultura 

de B. forficata para posterior produção de compostos fenólicos e proteínas com atividade 

hipoglicemiante. Assim, inicialmente, foram padronizadas as condições para obtenção da 

cultura in vitro de B. forficata Link. Realizou-se a indução da calogênese (indução máxima 

77%) utilizando-se folhas como explantes em meio MS suplementado com ácido 2,4-

diclofenoxiacético 1 mg/L, cinetina 1 mg/L e 3% (m/v) de sacarose. A cultura de células em 

suspensão foi estabelecida a partir da transferência de inóculos de calos frescos (2g) para a 40 

mL de meio MS. Após a padronização realizou-se elicitações, com MeJA e AS 1 µmol/L, nos 

tempo de 0, 3, 6, 9 e 12 dias, monitoradas pelo teor de compostos fenólicos e proteínas totais 

no meio intra e extracelular. Avaliou-se também o efeito da suplementação com sacarose (20, 

30 e 40 g/L) sobre o sistema celular. O MeJA causou um aumento de composto fenólicos no 

meio extracelular de 105% e de 126% no meio intracelular, em  6 dias. O AS, em 9 dias de 

indução, aumentou esse compostos em 106,5% e 132,6% no meio extra e intracelular, 

respectivamente. Em 6 dias obteve-se o melhor tempo de elicitação das proteínas 

extracelulares com MeJA (81%) e de 9 dias para AS (41%). A presença desses elicitores, em 6 

e 9 dias, foram capazes de aumentar a atividade das enzimas fenilalanina amônia liase (FAL) e 

tirosina amônia liase (TAL) no meio intracelular. Os resultados obtidos demonstraram que AS 

e MeJA podem modular a liberação de compostos fenólicos e proteínas para o meio 

extracelular, sendo os tempos de 6 e 9 dias os mais eficientes. A suplementação do meio com 

sacarose contribui para esta liberação, sendo a melhor concentração de sacarose 30 g/L. 

Portanto, as condições estabelecidas foram eficientes para obtenção da suspensão celular de 

Bauhinia forficata Link e modulação de compostos fenólicos e proteínas neste sistema.  

 

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

Hipoglicemiantes. 
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ABSTRACT 
 

 

 



LIMA, J.F. Establishment of cell suspension culture of Bauhinia forficata Link  as a source 

of bioactive metabolites. 2009. 100f. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2009.    

 

The medicinal plants have been used as a major source of prevention and treatment of diseases 

for the poor population in the developing countries. Hypoglycaemic bioactive compounds 

have been found in leaves, seeds and barks of Bauhinia forficata. The aim for this work was to 

establish a protocol to obtain the B. forficata cell culture and to product phenolic compounds 

and proteins with hypoglycaemic activities. The callogenesis induction (maximum response: 

77%) was developed using leaves as explants on MS medium supplemented with 1mg/L 2,4-

diclorophenoxiacetic acid (2,4-D) and 1mg/L kinetin plus 3% sucrose (w/v). The cell 

suspension culture was established by transferring an inoculum of fresh callus (2 g) to 40 mL 

liquid MS medium. The effects of 1 µmol/L methyl jasmonate (MeJA) or salicylic acid (AS) 

in the cell culture, supplemented with sucrose (20, 30 and 40 g/L), was evaluated by 

monitoring the proteins and phenolic compounds in the extra and intra cellular medium after 

0, 3, 6, 9 and 12 days. In the extracellular fractions, the best time for phenolic compounds 

induction in the presence of MeJA (105%) and AS (106.5%) was 6 and 9 days, respectively. 

In the intracellular fractions, the highest effect was observed 6 days after induction in the 

presence of MeJA (126%) or AS (132.6%). The best time for protein induction in the 

extracellular medium was 6 days in the presence of MeJA (81%) and 9 days in the presence of 

AS (41%). In addition, the activity of phenylalanine ammonia lyase (PAL) and tyrosine 

ammonia lyase (TAL) increased in the intracellular medium in the presence of MeJA and AS 

after 6 and 9 days, respectively. In conclusion, the conditions we used were efficient for 

obtention of cell suspension culture of B. forficata. MeJA and AS can be used as elicitors of 

phenolic compounds and protein in this cellular system.  

 

 

Keywords: Bauhinia forficata Link. Cell culture. Phenolic compounds. Hypoglycaemic 
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INTRODUÇÃO 8 
 

1 INTRODUÇÃO E REVISÃO DA LITERATURA 

 

1.1 Cultura de Células 

 

A cultura de células e tecidos vegetais é uma técnica de grande aplicação para o 

desenvolvimento de pesquisa em diversas áreas do conhecimento, como: para produção de 

mudas, manipulação de material vegetal, para melhoramento de culturas em fase de declínio, 

produção de agregados celulares (calos), para produção de metabólitos bioativos, ou ainda para 

o estudo de vias de síntese (THORPE, 2007). 

A história da cultura de células vegetais se inicia com Apud (1838) que postulou que 

algumas células eram capazes de serem separadas do organismo e continuarem crescendo 

independente, em meios específicos para sua nutrição, o que foi confirmado mais tarde por 

Haberlandt (1902). Logo após, Kogl e colaboradores (1931) descobriram o primeiro hormônio 

de crescimento de planta, ácido indolacético (IAA), que é um regulador de crescimento 

responsável pelo desenvolvimento de raízes. 

O cientista francês Roger J. Gautheret, em 1937, obteve resultados encorajadores com 

cultivo de tecidos cambiais de cenoura. Neste mesmo ano, Philip R. White (1934) realizou o 

cultivo de raízes de tomate in vitro. Gautheret (1939), estudando cultura de tecidos isolados de 

cenoura, verificou que podia mantê-las por vários anos realizando subculturas. Estas 

experiências demonstraram que as culturas poderiam, não somente ser iniciadas, como 

igualmente serem mantidas durante um longo período de tempo. Mais tarde, Miller & Skoog 

(1955) publicaram a descoberta do hormônio cinetina, um regulador de crescimento vegetal 

pertencente à classe das citocininas, que foi muito importante para impulsionar o interesse 

sobre a cultura de tecidos vegetais. Murashige e Skoog (1962) publicaram a composição de um 

meio de cultura para tecido de plantas que veio a ser denominado de MS, em referência aos 

autores Murashige & Skoog, o qual se tornou um meio básico para o estabelecimento de 

muitas culturas vegetais, in vitro, sendo um marco no desenvolvimento desse processo.  

O grande interesse pela cultura de tecidos vegetais  tem sido determinante na superação 

de obstáculos para os avanços do conhecimento nessa área. Muitas possibilidades têm surgido 

em função das diversas aplicações, no campo da genética, da fisiologia, da bioquímica vegetal, 

seja para estudos de rotas metabólicas, manipulação dos tecidos de plantas, ou ainda, ampla 
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aplicação para finalidades industriais, produção de enzimas vegetais, metabólitos com 

propriedades aromatizantes e corantes (CALDAS, 1998; TORRES et al., 2000). 

Chatuvrvedi (2007) mostrou a ampliação do uso de cultura de tecidos, utilizada em 

microreatores para testes farmacêuticos. Estudos demonstram a importância das técnicas de 

cultura de tecidos frente à moderna biotecnologia, para os processos envolvendo plantas 

medicinais. São notórias as possibilidades que a cultura de tecidos pode oferecer nas 

resoluções dos desafios da interdisciplinaridade e os múltiplos usos que se pode fazer dessa 

técnica (TITANJI, 2007; MUHARMMED et al., 2008; FUMIHIKO et al., 2008). 

 

1.2 Plantas com propriedades terapêuticas 

 
A utilização de plantas para finalidades terapêuticas vem de relatos tão antigos quanto à 

civilização humana. Por muito tempo produtos de origem vegetal, animal e mineral foram as 

principais bases da terapêutica. Cerca de 25% dos fármacos prescritos mundialmente são 

obtidos de plantas, 80% dos fármacos utilizados em países em desenvolvimento são extraídos 

de produtos naturais, 50% são sintéticos, no entanto seus protótipos têm origem nos princípios 

isolados de plantas. Além disso, entre 252 fármacos considerados como essenciais pela 

Organização Mundial de Saúde (OMS), 11% são exclusivamente de origem vegetal (YUE–

ZHONG, 1998; CECHINEL FILHO e YUNES, 1998; RATES, 2001).  

A literatura apresenta registros de mais de 1200 espécies de plantas com propriedades 

hipoglicemiantes, as quais são utilizadas popularmente no controle dos teores de glucose. 

Embora, parte destas espécies não possua uma avaliação científica cuidadosa para 

comprovação dos seus efeitos, sendo que 80% destas espécies comprovadamente 

demonstraram atividade antidiabética (LEDUC et al., 2006). Vários medicamentos modernos, 

utilizados na medicina convencional, têm origem de plantas medicinais dos quais podemos 

citar: metformina, medicamento muito utilizado no tratamento do diabetes que foi isolado das 

flores da espécie Galega officinalis; atropina obtida da Atropa belladona L.; morfina e a 

cordeína isoladas da espécie Papaver somniferum L., entre outras (CECHINEL-FILHO e 

YUNES, 1998; SIMÕES et al., 2001; YEH, 2003; LEDUC et al., 2006).  

O Brasil é detentor da maior biodiversidade do planeta, porém 20% de sua população 

são responsáveis por 63% do consumo de medicamentos de origem sintética disponíveis. O 

restante da população tem nos produtos de origem natural, principalmente nas plantas, muitas 

vezes, a única fonte terapêutica (SIMÕES et al., 2001). 
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A Organização Mundial da Saúde procura estimular a utilização de plantas medicinais 

para o tratamento de várias enfermidades, incluindo o diabetes, doença que atinge milhões de 

pessoas no mundo, principalmente em países onde o acesso aos tratamentos convencionais não 

são disponíveis (ABDEL-BARRY et al., 1997). 

Tendo como base o conhecimento e uso popular, a pesquisa e comprovação dos efeitos 

dos constituintes de plantas usadas na medicina tradicional como hipoglicemiantes, tornam-se 

necessário, considerando que estas substâncias podem servir como agentes hipoglicêmicos que 

mimetizam os efeitos da insulina. Sendo assim poderiam ser substituídas as dolorosas injeções 

de insulina, aliviando os tratamentos dos diabéticos tipo 1 e minimizariam os efeitos colaterais 

dos agentes hipoglicemiantes orais nos pacientes diabéticos do tipo 2, além de diminuir os 

elevados custos com tratamentos de pessoas de baixa renda (ABDEL-BARRY et al., 1997). 

 

1.3 Diabetes 

 

Diabetes é uma doença crônica que ocorre por uma deficiência herdada e/ou adquirida 

na produção de insulina ou ainda pela resistência a insulina. Esta deficiência pode ser absoluta 

ou relativa provocando um aumento da concentração de glucose no sangue ocasionando, 

assim, muitos danos sistêmicos, em sua maioria nos vasos sanguíneos e nervos. O diabetes 

afeta cerca de 1 a 2% da população mundial (AHMED, 2005).  

Há relatos da existência de duas formas clínicas principais de diabetes. O diabetes do 

tipo 1, conhecida como diabetes juvenil, o qual adquiriu tal denominação por ocorrer 

predominantemente em indivíduos jovens, na sua primeira década de vida, e por se 

caracterizar clinicamente por insuficiência de secreção pancreática de insulina, onde o sistema 

de defesa destrói as células beta, que são responsáveis pela produção de insulina, obrigando 

seu portador à utilização de injeções diárias de insulina para sua sobrevivência (RODRIGUES, 

et al., 2005). 

O diabetes do tipo 2, antes chamado diabetes de adulto ou da maturidade, ocorre mais 

em indivíduos a partir dos quarenta anos, corresponde a 80% de todos os casos de diabetes 

(BONORA, 1993; THAI, 1993; MOHAMMED, 2008). 

Clinicamente, o diabetes do tipo 2 associa-se geralmente a obesidade, e apresenta 

diferentes graus de deficiência insulínica que podem produzir alterações do metabolismo dos 

carboidratos. Estas deficiências variam desde pequenas intolerâncias a glucose até formas 
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insulinopênicas semelhantes o diabetes do tipo 1, que exige o uso terapêutico de insulina 

exógena.  

O aumento no número de pessoas acometidas pelo diabetes está no aumento do 

crescimento da população, vida sedentária, envelhecimento, urbanização, aumento da 

prevalência de obesidade e inatividade física.  

Estima-se que existam mais de 170 milhões de pessoas com diabetes no mundo. As 

projeções da OMS sugerem que até o ano de 2030 esse número pode chegar a 366 milhões. 

Dados da OMS (2002) mostram que em 2000, os cinco países, com maior número de pacientes 

diabéticos, eram a Índia (32,7 milhões), a China (22,6 milhões), os Estados Unidos (17,7 

milhões), a Indonésia (8,4 milhões) e o Japão (6,8 milhões). No Brasil, este número pode ser 

próximo de 4,6 milhões de pessoas e nas projeções para 2030, serão cerca de 11,3 milhões. 

Deste total, aproximadamente 50% das pessoas com diabetes desconhecem sua condição 

mórbida, sendo que 10% destas são portadoras do diabetes tipo 1 (FRANCO et al., 1998).  

O Brasil gasta, aproximadamente, 3,9 milhões de dólares/ano com cuidados 

relacionados ao diabetes. O alto custo inclui os gastos com serviços médico–hospitalares, 

medicamentos, testes laboratoriais e gerenciamento do diabetes (OMS, 2005). O impacto da 

doença como problema de saúde publica é conseqüência não somente do seu quadro clínico 

diretamente relacionado à hiperglicemia, mas principalmente pelas alterações funcionais que 

ocorrem em diferentes órgãos e sistemas, os quais são resultantes do descontrole metabólico 

crônico dos carboidratos, das proteínas e dos lipídeos.  

 

1.4 Planta Bauhinia forficata Link . 

  

A Bauhinia forficata Link pertence à família (Fabaceae), conhecida popularmente 

como pata-de-vaca, onde se encontra 300 espécies do gênero Bauhinia, apresenta-se como 

uma árvore de porte médio, encontrada do Rio de Janeiro ao Rio Grande do Sul, possui folhas 

uncinadas com formato semelhante a uma pata de vaca, flores brancas e frutos do tipo vagem 

linear. Algumas espécies do gênero Bauhinia são utilizadas na medicina folclórica da África, 

Ásia e América para o tratamento de várias doenças. A infusão das folhas de Bauhina forficata 

Link é utilizada na medicina popular brasileira como agente diurético, hipoglicemiante, tônico, 

depurativo, no combate à elefantíase e na redução da glicosúria (PEPATO et al., 2004). 



INTRODUÇÃO 12 
 

Estudos fitoquímicos demonstraram que esta planta contém alcalóides, taninos, 

mucilagem, óleo essencial, heteroglicosídeos cianogênicos, saponinas, catecol e ácidos 

voláteis fixos (PEPATO et al., 2004). 

Na literatura existem alguns relatos sobre a ação hipoglicemiante da Bauhinia forficata 

Link com resultados comprovados cientificamente (PEPATO et al., 2002; SILVA et al., 2002; 

CAZAROLLI et al., 2006). Os experimentos da atividade hipoglicêmica de Bauhinia. forficata 

Link, em pacientes diabéticos, foram feitos por Juliani em 1929 e 1931. Mais tarde, 

demonstrou que esta espécie vegetal continha compostos capazes de diminuir a glicemia de 

cães e coelhos submetidos a hiperglicemia adrenalítica e pancreactomizados (JULIANI, 1941). 

Caricati Neto e colaboradores (1985) também observaram efeitos da Bauhinia forficata Link 

na glicemia quando a fração obtida por extração aquosa das folhas desta espécie foi 

administrada intraperitonealmente em ratos diabéticos.  

Recentemente Pepato e colaboradores (2002) constataram, após um tratamento crônico 

de 31 dias, que os ratos diabéticos tratados com chá das folhas de Bauhinia forficata Link 

apresentaram significativa redução na glicemia e nos níveis de glucose e uréia na urina, em 

relação ao grupo controle. Ainda em 2002, Silva e colaboradores observaram a redução dos 

níveis glicêmicos em ratos normais e diabéticos após administração oral das frações 

butanólicas das folhas desta espécie em um período agudo de 3 horas. Em 2004, Lino e 

colaboradores demonstraram que a administração das frações obtidas a partir do extrato 

aquoso, etanólico, e hexânico de Bauhinia forficata Link por 7 dias, em animais diabéticos, 

foram capazes de reduzir, significativamente, os níveis de glucose plasmática, triglicerídeos e 

colesterol total.  

Entretanto, Russo e colaboradores (1990) não encontraram diferença significativa no 

placebo, Imperata brasilienses (“sapé”), e o chá das folhas de Bauhinia forficata Link 

realizado durante um tratamento agudo (0 a 6 horas) e crônico (1 a 56 dias). Esse resultado 

mostra a existência de controvérsia nos dados da literatura sobre o tema, mas isto pode ser 

atribuído a muitos fatores como: tipo de solo, clima, condições de cultivo, armazenamento da 

planta e variações sazonais. Como também deve ser avaliada a forma e fracionamento dos 

extratos da planta e as vias de administração utilizadas nos ensaios (DA SILVA e CECHINEL 

FILHO, 2002; SILVA et al., 2002; DE SOUSA et al., 2004; CAZAROLLI et al., 2006). 

Várias espécies do gênero Bauhinia foram e continuam sendo estudadas fitoquímica e 

farmacologicamente (DA SILVA; CECHINEL FILHO, 2002; PIZZOLATTI et al., 2003). 
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Trabalhos abordando a composição fitoquímica da Bauhinia forficata Link confirmaram que 

esta planta é caracterizada pelo acúmulo de flavonóides livres e glicosilados nas folhas e 

flores, como o β-sitosterol e canferol-3,7-diramnosídeo, sendo este último somente encontrado 

nas folhas (DA SILVA et al., 2000). 

Pizzolati e colaboradores (2003) realizaram o isolamento e a identificação do canferol e 

de mais cinco flavonóides glicosilados contendo os flavonóis canferol e quercetina como 

agliconas. De Sousa e colaboradores (2004), com o intuito de estudar o efeito dos constituintes 

de Bauhinia forficata Link individualmente, avaliaram a atividade aguda do composto 

majoritário isolado da fração n-butanol das folhas de Bauhinia forficata Link, o canferol-3,7-

O-(α)-L-diramnosídeo (canferitrina). Após administração oral em animais normoglicêmicos e 

diabéticos foi observado significativo efeito hipoglicêmico e atividade antioxidante deste 

composto. Além disso, a canferitrina estimulou significativamente a captação de [14C]-deoxi-

D-glucose no músculo sóleo de ratos sem alterar a síntese protéica e os níveis de glucose 

urinária, em um período agudo de tratamento (JORGE et al., 2004). 

 

1.5 Metabólitos com propriedade hipoglicemiante 

 

Logo após a conclusão dos estudos que confirmaram a presença da insulina no pâncreas 

de cães, os cientistas envolvidos na descoberta apresentaram resultados que sugeriam a 

presença de substâncias similares à insulina, em extratos das mais diversas plantas (COLLIP, 

1923; BEST, 1924). Collip (1923) nomeou-a de glucocinina, pois se acreditava que uma 

substância derivada de plantas não poderia ter o nome de insulina, que vem da palavra latina 

que significa ilhota, referência às ilhotas de Langerhans do pâncreas. Khann e colaboradores 

(1976) encontraram indícios mais concretos sobre a presença de insulina em plantas. Eles 

isolaram, de frutos e de sementes de Momordica charantia (Melão-de-São Caetano), uma 

fração protéica com massa molecular de aproximadamente 6,0 kDa, a qual reagia com 

anticorpo antiinsulina humana. Os estudos desse grupo tiveram como base à experiência da 

medicina popular indiana, que a indicara como sendo de grande valor no tratamento do 

diabetes (PULOK, 2006). 

Proteínas isoladas de folhas de “espinafre”, Tetragonia expansa Murr.(Aizoaceae), 

“centeio” Claviceps purpúrea (Fr.) Tul. (Clavicipitaceae) e de Lemna gibba G3, (Araceae) que 

apresentaram massas moleculares semelhantes à das insulinas animais, reagiram com 
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anticorpos antiinsulina suína apresentando a propriedade de ligação ao receptor de insulina 

humana (COLLIER et al., 1987).  

Muitos trabalhos sobre os efeitos de extratos com ação hipoglicemiante têm sido 

realizados, atribuindo essa ação a atividade de flavonóides totais. Bhavna et al. (2008) 

estudaram os extratos de folhas de Eugenia jambolana Lam (Myrtaceae), obtendo resultados 

da ação hipoglicêmica e hipolipidêmica em camundongos diabéticos induzidos por 

estreptozotocina, o que evidenciou os múltiplos efeitos que a planta apresenta; seja pela ação 

de peptídeos e proteínas, ou por efeitos de classes de metabólitos secundários sintetizados pela 

planta. 

A literatura apresenta poucos estudos da presença de proteínas semelhantes a insulina 

em plantas, porém continuamente muitas abordagens sobre os efeitos benéficos de uma 

enorme quantidade de extratos de folhas, das mais variadas plantas com ação antidiabetes, são 

descritas em diversas publicações onde as propriedades sugerem a presença de proteínas 

ativas. Venâncio e colaboradores (2003) relataram a presença de insulina vegetal em vargens e 

tegumentos das sementes e folhas de “feijão-de-corda” Vigna unguiculata L (Fabaceae) bem 

como nas folhas de pata-de-vaca Bauhinia forficata Link (Leguminosae) duas plantas bastante 

utilizadas popularmente no Brasil por sua ação hipoglicemiante (PANIZZA, 1997; 

VENÂNCIO et al., 2000).  

Em Bauhinia variegata Linn (Caesalpiniaceae) foi demonstrado que a insulina se 

encontra, predominantemente, associada aos cloroplastos que são organelas responsáveis pelos 

processos fotossintéticos que se dão nas folhas verdes (AZEVEDO, 2006). 

A partir de estudos de resposta de defesa, com as sementes de “feijão-de-porco” 

Canavalia ensiformis (L.) (Fabaceae) contra insetos, foi observada a presença de uma proteína 

que apresentava ação hipoglicemiante (OLIVEIRA et al., 1999). Os resultados do efeito de 

diferentes espécies são indicativos que demonstram a necessidade do estudo dos mecanismos 

envolvidos nas atividades destes compostos descritos pela literatura. 

 

1.6 Metabolismo secundário de plantas 

 

As plantas possuem vias metabólicas que não se encontram nos animais, estas vias 

fazem parte do chamado metabolismo secundário., as quais são rotas que levam a formação 

de compostos conhecidos como metabólitos secundários. Segundo Geissman e Crout (1969), 
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substâncias do metabolismo secundário são de natureza evidentemente complexa e distribuição 

restrita, ao contrário das substâncias do metabolismo primário que apresentam uma 

distribuição universal. Poucos metabólitos secundários possuem uma função característica bem 

determinada no metabolismo dos organismos que as produzem. 

Estes compostos podem ser divididos em 3 grandes grupos químicos diferentes: 

terpenos, compostos fenólicos e compostos que contêm nitrogênio, também chamado de 

alcalóides (GERSHENZON, 2002). Os terpenos ou terpenóides constituem uma larga classe 

de produtos secundários. Esta classe diversificada de compostos é, em geral, solúvel em água, 

é sintetizada pela via do ácido mevalônico ou via do MEP (metileritritol fosfato).  

Os terpenos são metabólitos formados por isopentano, esqueleto de cinco carbonos 

ramificado, a sua estrutura básica é formada por unidades de isoprenos, isso porque os 

terpenos podem ser decompostos por altas temperaturas e formar os isoprenos (TAIZ E 

ZEIGER, 2002; HOSAKATTE et al., 2008). 

A classificação dos terpenos é feita de acordo com a quantidade de unidade isoprénicas 

em: hemiterpenos C5, monoterpenos C10, sesquiterpenos C15, diterpenos C20, triterpenos 

C30, tetraterpenos C40. Eles apresentam funções variadas nos vegetais, são geralmente 

encontrados nas sementes, flores, folhas e raízes das plantas. Alguns são precursores de 

vitaminas como A, K e E, como também responsáveis pela propriedade inseticida nas plantas, 

aromaticidade e muitas outras funções (GERSHENZON, 2002).  

Os alcalóides formam um grupo heterogêneo de substâncias orgânicas, cuja 

similaridade molecular mais significativa é a presença de nitrogênio na forma de amina 

(raramente amida). Existem várias classes de alcalóides, e todas apresentam alguma ação 

fisiológica, geralmente no sistema nervoso central, o que tem sido utilizado para o benefício do 

homem na produção de drogas medicinais, como, por exemplo, a morfina (Vickery & Vickery, 

1981). Nesta categoria estão alcalóides de defesa anti-herbívoros, glicosídeos cianogênicos, os 

quais são considerados interessantes porque apresentam toxicidade em humanos e pelas suas 

propriedades medicinais (TAIZ E ZEIGER, 2002).  

As funções destes compostos nas plantas não estão bem definidas. Inicialmente, foram 

atribuídos aos alcalóides os efeitos de proteção, resultante da toxicidade elevada conferidas aos 

vegetais. No entanto, acredita-se que os alcalóides atuem também como reserva da síntese de 

proteínas, estimulantes ou reguladores do crescimento, ainda, como agentes finais da 
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 desintoxicação e da transformação simples de outras substâncias, cujo acúmulo pode 

ser nocivo ao vegetal (HENRIQUES et al., 2001).  

Dentre as Traqueófitas, as dicotiledôneas são as que apresentam maior número de 

famílias com espécies que contém alcalóides, embora eles possam aparecer em algumas 

monocotiledôneas e menos freqüentemente nas gimnospermas. Eles distribuem-se por toda a 

planta, mas tendem a se acumular em certas regiões, em particular nos tecidos externos, no 

tegumento das sementes e nas cascas dos caules e raízes. Em cada planta existe sempre uma 

mistura própria de vários alcalóides com estrutura química semelhante, e geralmente observa-

se predomínio de um alcalóide principal (HENRIQUES et al., 2001).  

Os compostos fenólicos são formados por um anel aromático ligado a hidroxila (fenol) 

e são um grupo heterogêneo de compostos químicos que somam aproximadamente 10.000 

compostos, entre eles estão os flavonóides, presentes nas folhas de Bauhinia forficata com 

atividade hipoglicemiante. Encontra-se ainda, flavonas, isoflavonas, cumarinas, ligninas, 

antocianidinas e taninos. A síntese dessas substâncias é realizada por diversas rotas 

metabólicas, onde a maior parte dos compostos é sintetizada pela via do ácido chiquímico. 

Esse ácido transforma os carboidratos simples, derivados da glicólise e da via das pentoses 

fosfato, em aminoácidos aromáticos (HERMANN & WEAVER, 1999).  
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Figura 1. Rotas simplificadas das principais vias do metabolismo secundário vegetal 

(adaptado de TAIZ & ZEIGER 2002). 
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Figura 2. Via metabólica do chiquimato. O corismato é convertido a isocorismato pela enzima 

isocorismato sintase 1 (ICS1), sendo que o isocorismato é então transformado em ácido 

salicílico (Adaptado de DE SOUZA, 2005). 
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A grande maioria dos compostos fenólicos sintetizados, nas plantas, são derivados do 

aminoácido fenilalanina, via eliminação de uma molécula de amônia com subseqüente 

formação de ácido cinâmico. Esta reação é catalisada pela enzima fenilalanina amônia liase 

(FAL)  situada num ponto chave entre o metabolismo primário e secundário, participando de 

um importante ponto de regulação para a biossíntese dos compostos fenólicos (MYUNG-MIN 

et al., 2008). 

A atividade da enzima FAL é aumentada por fatores ambientais e por infecções 

microbianas (GERSHEZON, 2002). Segundo Nicholson e Hammerschimidt (1992), 

substâncias fenólicas são sintetizadas pelas plantas após lesões físicas, infecção (bactéria, 

fungo, vírus ou nematóides) ou qualquer outro tipo de estresse (nutricional, salino, hídrico, 

etc.). Outras características dos metabólitos secundários, principalmente os compostos 

fenólicos, são a capacidade que estas moléculas possuem em dar cor às flores e aos frutos e 

aromaticidade para atrair seus polinizadores, além de serem utilizadas como medicamentos 

pelo homem (KORKINA, 2007). 

 

1.7 Elicitores Biológicos 

 
Elicitores ou estimuladores são compostos ou tratamentos que induzem as plantas a 

sintetizarem fitoalexinas em níveis elevados, assim como ativar a síntese de novas moléculas 

(EILERT & CONSTABEL, 1986; FUNK et al., 1987; TANI et al., 1992; VARGAS-RECHIA 

et al., 1998; SOUZA, 2005). O efeito dos elicitores depende de muitos fatores, tais como: 

concentração do elicitor, tempo de elicitação e o estágio de crescimento da cultura no 

momento da estimulação. 

Os elicitores podem ser divididos em duas classes: os de origem abiótica (metais 

pesados, luz ultravioleta) e aqueles de origem biológica, como material de parede de fungos e 

células vegetais ou enzimas microbianas, conhecidos como agentes bióticos (BHAGWATH & 

HJORTSO, 2000). Muitos trabalhos têm sido publicados com relatos da utilização de elicitores 

para controle de fitopatógenos, produção e aumento de síntese de vários metabólitos vegetais 

(ATSUSHI et al., 2007). 

O reconhecimento planta-patógeno ocorre normalmente pela interação de uma 

molécula elicitora do patógeno ou da planta (liberada por ação do patógeno) e de um receptor 

protéico presente na membrana celular da planta (CERVONE ET AL., 1989; HAHN, 1996; 

MÉTRAUXS, 2001; UMEMOTO et al., 1997). A forma e a origem das moléculas elicitoras 
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podem ser variáveis, sendo mais predominante à ocorrência de carboidratos, glicoproteínas, 

proteínas e lipídios (RICCI et al., 1993; HAHN et al., 1993). Lipopolissacarídeos 

extracelulares de bactérias, glicoproteínas da parede celular de fungos patogênicos, 

carboidratos da parede celular de fungos não patogênicos e proteínas de filtrado de culturas de 

fungos não patogênicos são alguns exemplos de elicitores, purificados ou parcialmente 

purificados, capazes de ativar mecanismos de defesa de plantas (COVENTRY & DUBERY, 

2001; HAHN & ALBERSHEIM, 1978; KOCH et al., 1998; SCHAFFRATH et al., 1995; 

SEJALON-DELMAS et al., 1997, DESENDER2007). 

O tratamento de plantas com essas moléculas elicitoras pode levar, não apenas a uma 

resposta de resistência, mas a uma expressão sincronizada de diversos mecanismos de defesa, 

culminando com o que é chamado de indução de resistência. O fenômeno de indução de 

resistência é caracterizado pela transformação de uma relação originalmente compatível entre 

planta e patógeno numa relação incompatível. Um exemplo disso é o indutor de resistência, 

Messenger, lançado pela Éden Bioscience, 2001, indicado para proteção de diversas plantas 

contra doenças de origem bacteriana, viral, fúngica, nematóides e insetos. O produto é 

formulado a base de uma proteína da bactéria Erwinia amylovora, agente causador do fogo 

bacteriano em pereira e macieira (GERSHENZON, 2002). 

Nos estudos que descrevem os mecanismos de reações bioquímicas, como aqueles que 

ocorrem durante o reconhecimento de um elicitor pelo receptor na membrana plasmática das 

células vegetais, Schoch et al. (2002) verificaram que a indução de células de tabaco pelo 

elicitor β-megaspermina, extraído de parede celular de fungos e por ácido piperonílico (PIP) 

resultou no acúmulo de ácido salicílico e subseqüentemente na ativação de respostas de defesa 

neste sistema de células em suspensão (GALLO & CROCOMO, 1995). 

Em função das condições em que se encontram as células em cultura e dos estímulos 

recebidos, elas passarão a produzir, em maior ou menor escala, produtos do seu metabolismo 

secundário, muitos deles de grande interesse farmacêutico. Os metabólitos secundários 

vegetais apresentam grande valor do ponto de vista social e econômico, assim diversas 

estratégias têm sido empregadas visando aumentar os valores de produtividade de compostos 

bioativos em sistemas de cultura de células e tecidos vegetais. Uma dessas estratégias é a 

adição de elicitores em culturas de células em suspensão (DI COSMO & MISAWA, 1995; 

MARASCHIN & VERPOORTE, 2002). 
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Outros autores também constataram que a elicitação com quitosana aumenta 

significativamente, a produção de fenilpropanóides em cultura de suspensões celulares de 

Cocus nucifera (CHAKRABORTY & KARUN, 2008).  

Estudos recentes demonstraram que o polissacarídeo ácido de Chorisia speciosa 

(Família: Bombacaceae) (F-I) é capaz de induzir atividade de proteínas relacionadas à 

patogênese (proteínas-RP), tais como a quitinase e a laminarinase, além de induzir ao acúmulo 

de compostos fenólicos em cultura de células de Rubus fruticosus (Família: Rosáceas). Os 

estudos do efeito elicitor de AS e F-I mostraram que estes compostos são potenciais indutores 

de resistência em amora-preta (De SOUZA, 2005).  

Alguns metabólitos como: antocianinas, proantocianidinas, e fenilpropanóides podem 

ser estimulados por fatores de transcrição de outras espécies vegetais. Esse efeito foi 

observado com o fator LC (Maize leaf colour) isolado do milho, Zea mays L (Família: 

Poacea), o qual foi capaz de aumentar a síntese de antocianinas em células de Malus domestica 

(Família: Rosáceas) in vitro (HOUHUA et al., 2007). 

A obtenção de culturas de células em suspensão e o conhecimento dos mecanismos 

capazes de modular a produção de metabólitos são fundamentais para que se possa utilizar esta 

estratégia para o desenvolvimento da produção de biomoléculas para fins terapêuticos e 

alimentares.
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2 OBJETIVOS 

 
2.1 Objetivo Geral 

 

O objetivo geral deste trabalho é estabelecer a cultura de células em suspensão de 

Bauhinia forficata Link capaz de produzir metabólitos bioativos, bem como avaliar o efeito 

do metil jasmonato (MeJA), ácido salicílico (AS) e da suplementação de diferentes 

concentrações e tipo de fonte de carbono, para o aumento de metabólitos com efeito 

hipoglicemiante. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

  1) Estabelecer as condições de cultura de células de Bauihinia forficata Link. 

 

  2) Utilizar os elicitores MeJA e AS na modulação da produção de metabólitos na 

cultura de Bauhinia forficata Link. 

 

  3) Determinar das curvas de dose-resposta e de tempo com os diferentes elicitores. 

 

  4) Caracterizar os metabólitos obtido a partir do extrato da cultura de células de 

Bauhinia forficata Link com os diferentes elicitores.  

 

  5) Determinar o efeito de diferentes fontes de carbono na modulação de metabólitos 

da cultura de Bauhinia forficata. Link. 

 

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

 
3.1 Equipamentos 

 

- Agitador AS 850 (Biolafitte) 

- Autoclave vertical de bancada 100 L Marconi 

- Câmara de Neubauer (Bioblock) 

- Centrífuga Beckman J2 – 21  

- Espectofotômetro DU70 

- Fluorímetro F – 4500 (Hitachi) 

- Leitor de microplacas - SIGMA DIAGNOSTCS MOD EIA  

- Microscópio óptico (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 

- Balança analítica, modelo BG 4000, GEHAKA 

- Balança analítica, modelo LIBROR AEL-40 SM, SHIMADZU 

- Bomba de vácuo, modelo 141, PRIMAR 

- Câmara de fluxo laminar vertical Veco 

- Capela de fluxo laminar ENGELAB 

- Centrífuga, modelo 5810R, EPPENDORF 

- Centrífuga, modelo J2 – 21, BECKMAN 

- Espectrofotômetro 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 

- Microscópio óptico JENA 

- Rotaevaporador TECNAL 

- Sistema de filtração MILLIQ, MILLIPORE 

- Ultra-som, modelo T14, THORNTON       



MATERIAL E MÉTODOS 24 
 
3.2 Reagentes e meios 

 

Todos os reagentes e meios utilizados foram da marca Sigma-Aldrich, exceto o 

reagente Bio-Rad Protein Assay da marca BIORAD, o reagente de Folin-Ciocalteu 

(IMBRALAB ) e o anticorpo monoclonal IgG1 de rato – anti-insulina (E3E3), Santa Cruz 

(sc57339). 

 

 

 
3.3 Assepsia de sementes Bauhinia forficata Link . 

As sementes de Bauhinia forficata Link foram coletadas no sítio Brocas, município da 

cidade de Pedra Branca, Paraíba, Brasil. E uma exsicata foi depositada no herbário Prof. 

Lauro Pires Xavier, Universidade Federal da Paraíba, sob o número 39985. As sementes 

foram selecionadas e lavadas cuidadosamente com água e detergente, com auxílio de uma 

esponja bem macia, para retirada das sujidades superficiais. Após esse processo de limpeza, 

as sementes foram, seqüencialmente, tratadas com solução antifúngica, solução de hipoclorito 

de sódio e álcool 70% sob agitação contínua como demonstrado abaixo. 

 

Assepsia 1 

Solução antifúngica Benlax 2% por 2 horas. 

Solução de hipoclorito de sódio 0,5% por 30 minutos. 

Solução de álcool 70% por 10 segundos. 

 

Assepsia 2 

Solução antifúngica Benlax 2% por 3 horas. 

Solução de hipoclorito de sódio 0,5% por 35 minutos. 

Solução de álcool 70% por 20 segundos. 
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Assepsia 3 

Solução antifúngica Benlax 2,5% por 2 horas. 

Solução de hipoclorito de sódio 0,5% por 40 minutos. 

Solução de álcool 70% por 30 segundos. 

Após o término da assepsia, as sementes foram inoculadas no meio de cultura para 

germinar.. 

 

3.4 Meio cultura para geminação das sementes de Bauhinia forficata Link  

 
O meio de cultura MS (Tabela 1) foi preparado a partir de solução estoque (1:10 v/v). 

Para preparar 700 mL de meio, adicionou-se 35 mL da solução estoque de micronutrientes, 

35 mL de solução estoque de macronutrientes e sacarose 30g/L, em seguida aferiu-se o pH 

para 5,8. Adicionou-se 2,3g/L de phytagel, aqueceu-se até ferver e distribuiu-se em frascos de 

cultura de 6,0 cm de diâmetro por 8,5 cm de altura com tampa transparentes. Autoclavou-se 

por 15min, a 120oC, 1atm. 

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

Macronutrientes em (mg/L)  Micronutrientes (mg/L) 

NH4NO3 1650 MnSO4.4H2O 22,3 

KNO3 1900 ZnSO4.H2O 8,6 

CaCl2.2H2O 440 H3BO3 6,2 

MgSO4.H2O 370 KI 0,83 

KH2PO4 170 NaMoO4.2H2O 0,25 

  CuSO4.5H2O 0,025 

  CoCl2.6H2O 0,025 

Fe-EDTA (mg) Vitaminas e aminoácidos (mg) 

Na2EDTA.2H2O 37,3 Ácido nicotínico 0,5 

FeSO4.7H2O 27,8 Piridoxina. HCl 0,5 

pH 5,8 Tiamina. HCl 0,1 

  Glicina 2,0 

  Mio-inositol 100 
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3.5 Preparo da Matriz de calos 

 
As plântulas germinadas foram seccionadas com bisturi em câmara de fluxo laminar e 

introduzidas em uma matriz de transformação celular (Tabela 2) para obtenção de calos. 

Utilizou-se o meio MS (Tabela 1) e os reguladores de crescimento, ácido 2,4-

diclorofenoxiacético (2,4-D) e cinetina (Cin), em sala de crescimento aclimatizada com 

fotoperíodo de 16 horas, a 1600lux, 25oC e umidade relativa de 25%. Depois de 20 dias foi 

determinado o melhor tratamento para obtenção de calos. 

 

Tabela 2 - Matriz de calos da espécie Bauhinia fortificata Link, utilizando o meio MS e 

reguladores de crescimento. 

       2, 4-D (mg/L) 

 

Cin (mg/L) 

 

0,5 

 

1,0 

 

2,0 

0,5 1 2 3 

 

1,0 4 5 6 

 

2,0 7 8 9 

 

 

3.6 Preparação das células cultivadas 

 

A partir da cultura in vitro de calos de Bauhinia forficata Link estabelecida em nosso 

laboratório, foi preparada a cultura de células em suspensão, utilizando o meio MS na 

presença de reguladores de crescimento 2,4-D 1mg/L, cinetina 1mg/L e 30g/L de sacarose, 

pH 6,0, sob 12 horas fotoperíodo com 1600 lux de iluminação, temperatura de 25oC, umidade 

25% e uso de agitação contínua de 60 ciclos/minutos (MELLO et al., 2001). 
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3.7 Análise dos componentes do meio extracelular (ME) das suspensões de Bauhinia 

forficata Link 

 

Foram retidas alíquotas de 30 mL de ME das culturas em suspensão de Bauhinia 

forficata Link, a cada subcultura, de 30 em 30 dias, para a análise do teor de compostos 

fenólicos e proteínas secretadas para o meio. Essas determinações foram realizadas em 

triplicata. 

 

3.7.1 Determinação do teor de compostos fenólicos (SLINGLETON E SLINKARD, 1977). 

 

Para determinação de compostos fenólicos totais, preparou-se padrão de ácido gálico 

nas concentrações de 100 a 1000 µmol/L. Pipetou-se 50 µL das amostras, do branco (água 

deionizada) ou do padrão de ácido gálico e adicionou-se 50 µL de ácido acético 7%, 50 µL 

do reagente de Folin-Ciocalteu e homogeneizou-se. Após 3 minutos foram adicionados 50 µL 

de carbonato dissódico saturado a 35% e 800 µL de água destilada. O sistema reacional foi 

mantido no escuro durante 90 minutos. A seguir, as leituras foram efetuadas a 725 nm em 

espectrofotômetro, o ensaio foi feito em triplicata. 

 

3.7.2 Determinação do teor de proteínas (BRADFORD, 1976). 

 

A quantidade de proteínas totais foi determinada por micro-ensaio em placa, 

utilizando como padrão albumina de soro bovina (BSA) nas concentrações que variaram de 

2,5 a 25 µg/mL. Alíquotas de 160 µL de cada amostra, branco (água deionizada) ou padrão 

reagiram com 40 µL de reagente Coomassie G-250. O meio reacional de 200 µL foi 

homogeneizado. As leituras foram feitas em leitor ELISA, no comprimento de onda de 600 

nm. 

3.8 Extração de Proteínas para análise por eletroforese em gel de poliacrilamida e 

Western Blotting 

As frações para análise por eletroforese foram preparadas a partir da trituração em 

nitrogênio líquido, de 1g de células cultivadas em suspensão (C), elicitadas ou não, e de 

folhas 
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(F) de Bauhinia forficata Link, na presença de tampão Tris HCl 0,03 mol/L pH 8,0 e 

0,01 mol/L de β-mercaptoetanol. Após a trituração, as amostras foram centrifugadas a 957 x 

g por 10 minutos, retirados os sobrenadantes das (frações C e F) e realizada a quantificação 

de proteínas totais segundo método de BRADFORD (1973), item 3.4.2. Posteriormente, as 

amostras isoladas foram analisadas por eletroforese e western blotting. Foram inicialmente 

preparados os reagentes descritos a seguir. 

 

3.9 Tampões, soluções e reagentes para eletroforese e western Blotting 

 

Tabela 3 - Tampão de diluição de amostra 2x concentrado 

 
 

Reagentes Concentração 

DTT. 100mmol/L 

Tris-HCl  pH6,8 80mmol/L 

Glicerol 15% (v/v) 

SDS 2% (m/v) 

Azul de Bromofenol 0,006% (m/v) 

 

Tabela 4 - Protocolo da preparação do gel de poliacrilamida 

Soluções Gel de 

empilhamento 

(5%) 

Gel de corrida 

(15%) 

Acrilamida 30,0% / bis-acrilamida 0,8%         340 µL         4,0 mL 

Tampão TRIS - HCl 1,5 mol/L pH 8,8 ---         3,0 mL 

Tampão TRIS - HCl 0,5 mol/L pH 6,8         500 µL --- 

H2O deionizada         1,1 mL         760 µL 

SDS 10%           40 µL         160 µL 

TEMED 10%           10 µL           40 µL 

Persulfato de amônio 10%           10 µL           40 µL 
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Tabela 5 - Padrões de massa molecular “pré corados” para eletroforese em gel de 
poliacrilamida (SDS PAGE - Bio-Rad - 161-0318) 
 

PROTEÍNA Massa Molecular 

(Da) 

Miosina 201.179 

β Galactosidase 120.284 

Albumina de soro bovino 100.236 

Ovoalbumina 55.925 

Anidrase Carbônica 38.289 

Inibidor de Tripsina 29.678 

Lisozima 20.669 

Aprotinina 6.969 

 

 

Tabela 6 - Padrões de massa molecular para eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS 
PAGE - Raimbow– GE -RPN 755) 

 
PROTEÍNA Massa Molecular 

(Da) 

Ovoalbumina  45.000 

Anidrase Carbônica 30.000 

Inibidor de Tripsina 20.100 

Lisozima 14.300 

Aprotinina 6.500 

Insulina – cadeia β  3.500 

Insulina – cadeia α 2.500 

 

Tabela 7-  Protocolo de preparação de tampão de corrida Tris/Glicina 

Tris-HCl pH8,3. 25mmol/L 

Glicina 250mmol/L 

SDS 0,1% (m/v) 
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Tabela 8 – Protocolo de preparação da solução corante de Coomassie 

Coomassie (Brilliant Blue G) 0,25% (m/v) 

Metanol 50% (v/v) 

Ácido Acético 7% (v/v) 

H2O deionizada  q.s.p 100mL 

 

 

Tabela 9 - Protocolo de preparação da solução descolorante 

Metanol 50% (v/v) 

Ácido Acético 7% (v/v) 

H2O deionizada  q.s.p 100mL 

 

 

Tabela 10 – Protocolo de preparação do Tampão de Transferência Western Blotting 

Tris-HCl 1 mol/L pH7,6 25mmol/L 

Glicina. 192mmol/L 

Metanol 20% (v/v) 

SDS 0,05% (m/v) 

H2O deionizada  q.s.p 1000mL 

 

 

Tabela 11 – Protocolo de preparação do Tampão TBS-T para Western Blotting 

Tris-HCl 1 mol/L pH7,6 20mL 

NaCl 8g 

Tween 20 2mL 

H2O deionizada  q.s.p 1000mL 
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3.10 Análise por eletroforese em gel de poliacrilamida 

 

A caracterização eletroforética da proteína foi feita em gel de poliacrilamida 

desenvolvida em um sistema para eletroforese Sigma (St. Louis, MO, U.S.A.), segundo 

metodologia descrita por LAEMMLI (1970). O gel de separação apresentando 15% de 

acrilamida e o gel de empilhamento com 5% de acrilamida foram preparados de acordo com 

protocolo da Tabela 4. Um volume de 10,0 µL das P e F obtidas foram diluídas em 10,0 µL 

de tampão de amostra 2x concentrado (Tabela 3). As amostras foram aplicadas diretamente 

no gel de poliacrilamida. A eletroforese foi desenvolvida sob corrente constante de 10 mA, a 

4ºC, utilizando-se o tampão de corrida tris–glicina (Tabela 7). Após a eletroforese, o gel de 

poliacrilamida foi corado pela solução de Coomassie (Tabela 8) e descorado por lavagens em 

solução descolorante (Tabela 9). Como padrão de massa molecular foi utilizado os constantes 

na Tabela 6. Um segundo gel foi preparado nas mesmas condições, utilizando com padrões os 

contidos na Tabela 5 e 6 para análise de western blotting 

 

3.11. Análise por Western Blotting  

 

As proteínas resolvidas eletroforeticamente, seguindo o mesmo protocolo do item 3.7, 

foram transferidas para membrana de nitrocelulose segundo Towbin et al. (1979), através de 

um sistema Mini Trans-Blot  (Bio-Rad). A transferência das proteínas para a membrana de 

nitrocelulose foi realizada montando-se o gel de SDS-PAGE e a membrana em um sistema 

“sanduíche” entre filtros protetores. Este sistema foi colocado em uma cuba eletroforética, 

contendo tampão de transferência (Tabela 10) a 4°C, posicionada sobre um agitador 

magnético para homogeneização do tampão e aplicou-se uma corrente de 350mA por 60 

minutos. 

Após transferência, as membranas de nitrocelulose contendo as proteínas aderidas 

foram incubadas com tampão TBS-T (Tabela 11) contendo 5% de leite desnatado por 12 

horas a 4°C. As membranas foram lavadas rapidamente com tampão TBS-T e incubadas com 

o anticorpo primário (monoclonal de rato) anti-insulina na diluição de 1:1.000 (v/v), por 2 

horas à temperatura ambiente sob agitação constante. Após este período, as membranas foram 

lavadas rapidamente por duas vezes, uma vez por 15 minutos e 3 vezes por 5 minutos com o 

mesmo tampão a uma razão de 4 mL por cm2 de membrana. 
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O anticorpo secundário marcado com peroxidase (anti-anticorpo de rato), na diluição 

de 1:2.000 (v/v), foi incubado com a membrana por 1 hora à temperatura ambiente sob 

agitação constante e um novo processo de lavagem foi realizado como anteriormente. Após 

as lavagens, volumes iguais das soluções de revelação contidas no Kit “ECL Western blotting 

detection reagents and analysis system” (Amersham Biosciences) foram misturadas, de modo 

que o volume final mantivesse uma razão de 0,123mL/cm2 de membrana. A membrana foi 

incubada com esta mistura por 60 segundos e o excesso de solução foi seco em papel 

absorvente. A membrana foi colocada em um cassete de autoradiografia para exposição de 1 

a 5 minutos. A marcação do anticorpo primário foi visualizada em filme fotográfico. 

 

3.12 Padronização do protocolo para ensaios de elicitação no meio de cultura de 

Bauhinia forficata Link . 

 
Foram utilizadas células em suspensão de Bauhinia forficata Link, com 30 dias de 

subcultura, cultivadas segundo descrito no item 3.3.4. As células foram filtradas em 

membrana de 100 µm e submetidas à pesagem para preparação do inóculo a ser utilizado nos 

ensaios de elicitação.  

 

3.12.1 Contagem e viabilidade celular 

 

A contagem das células foi realizada em câmara de Neubauer (Bioblock) com 

utilização de microscópio, para a padronização da quantidade de células a serem utilizadas 

nos ensaios de elicitação em massa (g) e não em número de células (cél/mL). A viabilidade 

foi acompanhada durante os bioensaios utilizando-se azul de Evans, segundo o método de 

Kanai e Edwards (1973). 5 mL de azul de Evans a 1% (m/v) foram adicionados a 10mL de 

suspensão de células, a percentagem de células viáveis foi dada pelo número de células não 

coradas para cada 100 células coradas. Para os experimentos foi considerada uma viabilidade 

mínima de 90%. 
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3.12.2 Elicitação no meio de cultura de células em suspensão de Bauhinia forficata Link . 

 

Foram preparados 35 erlenmeyer de 125 mL, cada um contendo 40 mL de meio de 

cultura (MS) suplementado com 30g/L de sacarose, devidamente autoclavados sob 120oC por 

15 minutos. A seguir, foram acrescentados 2g de células, para cada elicitação com MeJA e 

AS, na concentração de 1µmol/L, nos tempo 0, 3, 6, 9 e 12 dias (T0,T3, T6, T9 e T12, 

respectivamente). Todo experimento foi realizado em triplicata. O controle foi preparado 

utilizando-se 1 mL de água deionizada como elicitor para cada tempo analisado. Após cada 

período de elicitação, as amostras foram filtradas separadamente, as frações sobrenadantes 

(S1) foram congeladas para análises posteriores. As frações R1, contendo as células, foram 

suspensas em 10 mL de tampão tris-HCl pH 7,2 e trituradas na presença de nitrogênio 

líquido, depois centrifugadas a 1000x g, por 10 minutos, obtendo-se as frações R2, as quais 

foram congeladas e os sobrenadantes (S2) foram separados para as análises de proteínas 

totais (ítem 3.4.1), fenólicos totais (ítem 3.4.2), açúcar redutores e lipídios totais, de acordo 

com o fluxograma contido na Figura 3. 

 

3.12.2.1 Determinação do teor de açúcar redutor pelo método do ferricianeto (KIDBY; 

DAVISON, 1973). 

 

O método consistiu em reagir 100 µL das amostras dos sobrenadantes (S1 e S2), 

padrão galactose, de 10 a 250 µg/mL, ou o branco (água deionizada), em triplicata, com 3 mL 

do reagente de Ferricianeto, sob aquecimento a 100oC durante 7 minutos. Em seguida, 

resfriou-se em gelo e realizou-se a leitura em espectrofotômetro a 420 nm. 

 

3.12.2.2 Determinação do teor de lipídios totais (RADIN, 1969). 

 

Pipetou-se 200µL das frações (S2) para um funil de separação de 200mL adicionou-se 

5mL de solução de clorofórmio:metanol (2:1 v/v). Agitou-se a amostra, acrescentou-se 1 mL 

de solução de KCl 2mol/L, agitou-se novamente até surgir duas fases. Em seguida efetuou-se 

a separação das fases hidrofílica e lipofilica. A fase hidrofílica foi re-extraída nas mesmas 

condições anteriores, por duas vezes, a fim de retirar o restante dos lipídios contido nesta 

fase. As frações lipofílicas, separadas no processo, foram introduzidas em tubos de ensaio 
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previamente pesados, e deixadas por 24 horas na capela em temperatura ambiente para 

secagem. A seguir, pesaram-se os tubos para a determinação da quantidade de lipídios 

extraídos.  

 

3.13 Elicitação com diferentes concentrações de sacarose no meio de cultura de células 

em suspensão de Bauhinia forficata Link   

 
Foram preparados 36 erlenmeyer de 125 mL, cada um contendo 40 mL de meio de 

cultura (MS) suplementado com 20g/L ou 40g/L de sacarose, devidamente autoclavados sob 

120oC por 15 minutos. A seguir, foram acrescentados 2g de células, para cada elicitação com 

MeJA e AS, na concentração de 1µmol/L, nos tempo 6 e 9 dias, todo experimento foi 

realizado em triplicata. O controle foi preparado utilizando-se 1mL de água deionizada como 

elicitor para cada tempo analisado. Após cada período de elicitação, as amostras foram 

filtradas obtendo-se as frações S1 (sobrenadante) e R1. Das frações R1, contendo as células, 

foi separado 1 g para posterior extração da FAL (Fenilalanina Amônia Liase) e TAL 

(Tirosina Amônia Liase). O restante de cada uma destas frações foi suspenso em 10 mL de 

tampão tris-HCl pH 7,2 e triturados na presença de nitrogênio líquido, centrifugados a 1000x 

g, por 10 minutos, obtendo-se as frações R2, as quais foram congeladas. Os sobrenadantes S1 

foram também congelados para análises posteriores. As frações S2 foram separadas para a 

caracterização dos compostos nesse meio. 

 

3.14 Extração da enzima Fenilalanina Amônia Liase (FAL)  

 

A extração da enzima FAL, foi executada segundo método descrito por Hagendoorn 

et al. (1991) com modificações realizadas Nita-Lazar et al. (2004). As células em suspensão 

de Bauhinia forficata Link foram centrifugadas a 500x g por 5 minutos a 4oC, para separação 

das células do meio de cultivo. Pesou-se 0,5g das células decantadas e triturou-se com 

nitrogênio líquido. Em seguida acrescentou-se ao triturado 2 mL de tampão borato de sódio 

0,1mol/L, pH 8,8 e 1 mL de (DTT) Ditiotreitol 2mmol/L e homogeneizou-se. 

O homogeneizado foi centrifugado a 5000x g por 15min a 4oC  Ao sobrenadante foi 

adicionado 100mg de Dowex-8 (200-400 mesh) por 10min, sob agitação, a 4 °C. A mistura 

foi centrifugada por 5 min a 5000x g. O sobrenadante foi separado e a ele foi acrescentado 3 
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mL de (PVP) Polivinilpirrolidona 0,05% (m/v), permanecendo por 10 minutos em agitação a 

4oC. A seguir a mistura foi centrifugada novamente a 5000x g por 5 minutos a 4oC.  

O sobrenadante foi recolhido e submetido à diálise em unidades de ultrafiltração 

(UltrafeeTM Millipore 10KDa). Por fim foi realizada a quantificação de proteínas totais 

utilizando o método de (Bradford, 1976).   

   

3.15 Determinação da atividade Fenilalanina Amônia Liase (FAL) 

 

A atividade FAL foi determinada utilizando-se o método proposto por Assis et al. 

(2001). O meio reacional foi preparado com 250µg de proteína (0,25 mL), para cada reação, 

em 2,25mL de tampão borato de sódio 30mmol/L, pH 8,8. O substrato, 0,5mL de L-

fenilalanina (30µmol), foi adicionado após 10 minutos de pré-incubação da enzima com o 

meio reacional. A atividade da enzima FAL foi determinada pela produção de ácido trans-

cinâmico, durante 90 minutos a 37oC, sob agitação constante, acompanhada em 

espectrofotômetro (DU®-70, Beckman), a 290nm. Após este período, a reação foi 

interrompida com adição de 0,1 mL de HCl 6 mol/L. 

Foi traçada uma curva de calibração utilizando ácido trans-cinâmico como padrão, 

conforme descrito por Saunders & Mcclure (1975) e Sreelakshmi & Sharma (2008), onde 

0,01 de absorbância equivalem a formação de 3,09 nmol de ácido trans-cinâmico. A atividade 

da enzima foi definida em nmol de ácido trans-cinâmico por hora por mg de proteína. 

 

3.16 Extração da enzima Tirosina Amônia Liase (TAL) 

 

Segundo o método de Hagendoorn et al. (1991) com algumas alterações. 

As células de Bauhinia forficata Link foram centrifugadas a 600 x g por 5 minutos a 

4oC para o isolamento das células.Pesou-se 0,5g de células submetidas a cada tratamento, 

transferiu-se para um almofariz previamente resfriado, acrescentou-se 3 mL do tampão de 

extração, composto de uma mistura de 50mmol/L de tampão Tris-HCl; 1 mmol/L de EDTA; 

240 mmol/L de sacarose; 90 mmol/L de PVP pH 8,8 e triturou-se a mistura com nitrogênio 

líquido. 
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Em seguida as amostras foram centrifugadas em 6000 x g por 10 minutos a 4oC, o 

sobrenadante foi retirado, acrescentou-se a este sobrenadante 2 mL Tris-HCl 0,1mol/L (pH 

8,5), e 1 mL de (DTT) 2mmol/L homogeneizou-se. 

O homogeneizado foi centrifugado a 6000 xg por 15min a 4oC, o sobrenadante foi 

recolhido e adicionado 100mg de Dowex–8 (200-400 mesh) e 3 mL de PVP a 0,05% (m/v) 

permanecendo por 10 minutos em agitação, centrifugou-se novamente a 6000 x g por 5 

minutos a 4oC.  

O sobrenadante foi recolhido e submetido à diálise em unidades de ultrafiltração 

(UltrafeeTM Millipore 10KDa). Por fim; foi realizada a quantificação de proteínas totais, 

utilizando o método de (Bradford, 1976). 

 

3.17 Determinação da atividade Tirosina Amônia Liase (TAL) 

 

Segundo método Louie et al.(2006) e Rösler, et al (1997), com algumas modificações. 
A reação foi iniciada adicionando-se 1mL de tampão Tris-HCl 0,1mol/L (pH 8,5) e 

250µg da enzima a qual foi incubada por 2 minutos a 37oC. Em seguida, foram adicionados 

0,5 mL do substrato L-tirosina na concentração de 2,4 mmol, deixando o sistema incubado 

sob agitação contínua por 10, 30, 60, 90 e 120 minutos. Cada reação foi interrompida com 

adição de 0,1 mL HCl 6 mol/L. 

As leituras foram realizadas em espectrofotômetro DU-70 a 310nm, tendo como 

referência que 2,03 nmol de ácido p-cumárico são equivalentes a 0,01 de absorbância, 

conforme curva de dosagem de ácido p-cumárico descrita por Saunders & Mcclure, (1975) e 

Sreelakshmi & Sharma, (2008).  
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Figura 3. Fluxograma da padronização do protocolo experimental para os ensaios de 

elicitação com MeJA e AS para a produção de compostos bioativos, até 12 dias de cultivo 

celular. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
4.1 Estabelecimento da cultura de células em suspensão de Bauhinia forficata Link. 

 
O estabelecimento da cultura de células em suspensão de Bauhinia forficata Link foi o 

primeiro passo a ser realizado para podermos comparar o potencial da cultura de células como 

fonte de metabólitos hipoglicemiantes, já caracterizados nas folhas desta espécie. Essa 

obtenção iniciou-se com a seleção e assepsia das sementes.  

 

4.1.1 Padronização da assepsia para a germinação de sementes de Bauhinia forficata.Link 

 
A descontaminação na cultura de tecidos é o primeiro estágio de um trabalho de 

propagação vegetal, in vitro, pois da percentagem de êxito nesta etapa dependerá o progresso 

do protocolo experimental (DEBERGH, et al., 1991). 

As sementes foram selecionadas e submetidas a 3 processos diferentes para a 

descontaminação das sementes de Bauhinia forficata Link, para a obtenção de plântulas a 

serem utilizadas posteriormente na matriz de brotação, conforme mostrado na Tabela 4, Figura 

4. Verificou-se que a condição de assepsia 2, descrita no item 3.3.1 do Material e Métodos, 

utilizando seqüencialmente o antifúngico Benlax 2% durante 3 horas em combinação com 

hipoclorito de sódio a 0,5% com 35 minutos de exposição e álcool 70% por 20 segundos, 

mostrou-se eficiente na descontaminação das sementes de Bauhinia forficata Link. O que 

pode ser observado pelos resultados apresentados na Tabela 12, Figura 3. Entre as 9 sementes 

submetidas ao tratamento 2 (Tabela 2, página 34) não houve nenhum caso de contaminação, 

porém a taxa de germinação, após 20 dias de inoculação, foi de 77,7% (7 sementes 

germinadas). Nos tratamentos 1 e 3 a taxa de germinação foi de 22,2 e 11,1%, 

respectivamente, havendo contaminação tanto por fungos como por bactérias. Além da 

descontaminação não ter sido eficiente, os processos causaram baixa germinação e pouco 

crescimento das plântulas. 

Muitos fatores podem está relacionados com a germinação e desenvolvimento de uma 

espécie, segundo Popinigis (1977). Entre eles, o grau de maturação fisiológico e sanidade das 

sementes são fatores determinantes  para  se  obter  uma  boa  germinação.   
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Tabela 12 - Determinação do perfil de germinação de sementes de Bauhinia forficata Link 20 

dias após a inoculação das sementes, com diferentes tratamentos de assepsia  

 

 

No do 

tratamento 

Quantidade 

de sementes 

por 

tratamento 

Contaminação 

por bactéria 

Contaminação 

por fungo 

No de 

sementes 

germinadas 

No de 

sementes não 

germinadas 

germinação 

(%) 

1 9 3 2 2 2 22,2 

2 9 - - 7 2 77,7 

3 9 4 3 1 1 11,1 

 

 

 

 

   6 dias       15 dias  

 

Figura 4. Sementes de Bauhinia forficata link , após 6 e 15 dias de germinação. 
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baixa germinação pode ser atribuída ao efeito dos tratamentos, pois dependendo da 

concentração e tempo de exposição aos agentes, pode ocorrer algum dano ao endosperma da 

semente, o que causa uma queda na taxa de germinação. O tratamento de assepsia aplicado a 

Labisia pumila constou do tratamento seqüencial com o antifúngico Benomil 2% por 2 horas, 

hipoclorito de cálcio 1% por 25 minutos e álcool 70% por 15 segundos. Esse processo foi 

semelhante ao que utilizamos para Bauhinia forficata Link, porém a taxa de germinação para 

as sementes de L. pumila foi de 88,7% (HARTINIE & JUALANG, 2007). Observou, portanto, 

que a taxa de germinação pode ser melhorada aplicando-se processos de descontaminação, 

com concentrações menores destes reagentes por tempos mais prolongados, o que pode 

diminuir os efeitos sobre as sementes sem comprometer a processo de assepsia. 

 
 
4.1.2 Padronização das condições de obtenção de calos de Bauhinia forficata Link.   

 
O objetivo principal desta etapa foi o estabelecimento da cultura de calos de Bauhinia 

forficata Link, em matriz semi-sólida, e principalmente a estabilização de linhagens de células 

com capacidade de se manter em divisão por um longo período de tempo.  

Os resultados na Tabela 13 e Figura 5, mostram os efeitos dos diferentes tratamentos 

realizados utilizando-se combinação de 2,4-D e cinetina de 0,5 até 2 mg/mL (Tabela 2, página 

26) para a indução de calos. Os tratamentos 1, 2, 3, 6, 7 e 9, não apresentaram 

desenvolvimento de estrutura calosa. Enquanto os tratamentos 4, 5 e 8 apresentaram formação 

estrutural de desdiferenciação celular de 33,3, 100 e 33,3 %, respectivamente.  

O tratamento 5, utilizando os reguladores de crescimento, 2,4-D e cinetina 1 mg/mL, 

foi o que apresentou melhor resultado, pois as estruturas formadas apresentaram maior taxa de 

divisão celular, as quais foram monitoradas e repicadas a cada ciclo de desenvolvimento de 30 

dias, para formar uma matriz de produção de células. 

A partir dos resultados obtidos nessa fase de estabelecimento da cultura de Bauhinia 

forficata Link as células em suspensão foram cultivadas em meio MS, com os reguladores de 

crescimento 2,4-D e cinetina a 1mg/L, utilizando-se 30g sacarose como fonte de carbono. 

Essas condições do meio apresentaram-se como uma boa fonte de nutrientes para espécie 

Bauhinia forficata Link, tendo sido bastante semelhante com os resultados obtidos na 

literatura para a cultura de Carica papaya, onde foi usada a mesma suplementação e condições 

para o estabelecimento da cultura de células (CABRAL et al., 2008). 



RESULTADOS E DISCUSSÃO 41 
 
 

 

 

Tabela 13 - Análise da matriz de transformação celular de Bauhinia forficata Link 

 

Tratamentos Contaminações 

por fungos 

Contaminações 

por bactérias 

Quantidade 

transformada 

em calos 

Quantidade 

não 

transformada 

 Quantidade 

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-formação de calos de Bauhinia forficata Link 
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4.2 Análise de proteínas totais e compostos fenólicos no meio extracelular das suspensões 

de Bauhinia forficata Link 

 

Uma alíquota do meio extracelular foi analisada a cada repique das células Bauhinia 

forficata Link, a fim de monitorar a sua estabilização (Figura 6). Os resultados da liberação de 

proteínas totais no meio extracelular (ME) nas suspensões celulares de Bauhinia forficata 

Link, na fase de estabelecimento da cultura com repiques de 30 em 30 dias, mostraram que 

houve grande flutuação nas concentrações de proteínas liberadas (10 a 65 µg/mL) durante esse 

período. Houve uma baixa produção nos meses de fevereiro/2007 até setembro/2007 tendo 

uma produção média de 13µg/mL e voltando a ter valores crescentes, do mês de outubro/2007 

a julho/2008, com uma produção média de 35µg/mL. Estes dados não forneceram informações 

sobre o perfil protéico da cultura.  

Os compostos fenólicos apresentaram dados que indicaram uma produção média de 

283µg/mL de compostos fenólicos totais nos meses de fevereiro/2007 a julho/2007. Entre os 

meses de agosto/2007 a julho/2008, a produção média foi de 460µg/mL, com pequena 

variação entre os valores obtidos a cada mês. Estes resultados sugerem uma estabilização da 

cultura a partir de agosto de 2007, o que é de grande importância, pois nosso estudo visou, 

entre outros objetivos, estimular os mecanismos de defesa vegetal para se obter metabólitos 

secundários (flavonóides), assim o monitoramento de compostos fenólicos pode ser utilizado 

com um parâmetro para avaliar a estabilidade da cultura e seu nível de estresse. Os compostos 

fenólicos são sintetizados pelas plantas após lesões causadas por herbívoros, infecção por 

bactéria, fungo, vírus ou nematóides, como forma de proteção. Assim, a cultura de Bauhinia 

forficata Link utilizou-se dessa ferramenta metabólica a fim de controlar os desequilíbrios 

sofridos durante o processo de estabilização da cultura (NICHOLSON & 

HAMMERSCHIMIDT, 1992). 
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Figura 6. Avaliação dos teores de proteínas totais e compostos fenólicos totais no meio 

extracelular, durante a estabilização das suspensões celulares de Bauhinia forficata Link. 
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4.3 Análise por eletroforese e por western blotting das proteínas obtidas das células 

cultivadas in vitro e de folhas de Bauhinia. forficata Link  

 
A Figura 7 apresenta a análise eletroforética em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

das amostras de cultura de células e de folhas de Bauhinia forficata Link. O perfil 

eletroforético das duas frações permitem observar três bandas principais de massas 

moleculares diferentes, uma com massa acima de 45 KDa, a segunda banda com massa 

molecular de 42 KDa e a terceira banda com aproximadamente 6 KDa. Estas proteínas 

reveladas pela coloração com Coomasie Brilliant Blue G, que apresentaram massa molecular 

entre 6,5 KDa e 6 KDa, demonstrando um perfil bastante semelhante nas duas frações. Na 

literatura são encontrados trabalhos que demonstraram a existência de diferença de perfil 

protéico, quando analisadas frações a partir da cultura in vitro e in vivo, porém isso não ficou 

demonstrado em nosso resultado. Nas duas frações observamos a presença de uma banda em 

aproximadamente 6,0 KDa, valor de massa molecular correspondente as proteínas vegetais 

para as quais é atribuído uma função hipoglicemiante. 

A Figura 8 apresenta o resultado da análise de peptídeo de folhas e células de Bauhinia 

forficata Link por Westem Blotting, usando anticorpo anti-insulina humana e padrões das 

cadeias de insulina α e β. 

Neste resultado observa-se que a banda de 6 KDa que apareceu na eletroforese Figura 

7 não se tratava de peptídeo similar a insulina. Os extratos utilizados foram folhas in natura de 

Bauhinia forficata Link, e células de folhas cultivadas in vitro, ambas não apresentaram nem 

um reconhecimento pelo anticorpo antiinsulina. Trabalhos da literatura afirmam a existência 

desta proteína similar a insulina humana, como já descrevemos no item 1.5 da Introdução, em 

diferentes espécie incluindo a Bauhinia forficata. Venâncio e colaboradores (2000, 2003) 

relataram à presença de insulina vegetal em vargens, tegumentos das sementes e folhas de 

Vigna unguiculata L, bem como nas folhas de Bauhinia forficata Link. Azevedo (2006) 

descreveu a existência deste mesmo peptídeo nas folhas de Bauhinia variegata Linn, 

demonstrando que esse peptídeo se encontra, predominantemente, associado aos cloroplastos, 

que são organelas responsáveis pelos processos fotossintéticos que se dão nas folhas dos 

vegetais. 

No entanto os nossos resultados não apresentaram nenhum indício deste peptídeo, seja 

in vitro, seja nas folhas in natura, os métodos utilizados foram os mesmo citados na literatura 

por AZEVEDO (2006). 
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Figura 7. Análise por eletroforese em gel de poliacrilamida em condições desnaturantes das 

proteínas de B. forficata obtidas de diferentes fontes.  1- células de folhas de Bauhinia 

forficata Link; 2- proteínas obtidas a partir de células cultivadas in vitro de Bauhinia forficata 

Link; 3 padrões de massa molecular  - GE (RPN 755) 
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Figura 8. Western Blotting das proteínas de B. forficata obtidas de diferentes fontes. 1- 

padrões de massa molecular – Bio Rad (161-0318); 2- padrões de massa molecular  - GE 

(RPN 755); 3- células de folhas de Bauhinia forficata Link; 4- proteínas obtidas a partir de 

células cultivadas in vitro de Bauhinia forficata Link; Insulina padrões de massa molecular – 

GE (RPN 755). 
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4.4 Padronização do protocolo para ensaios de elicitação no meio de cultura de Bauhinia 

forficata Link. . 

 
A padronização dos ensaios de elicitação no meio de cultura iniciou-se pela 

determinação da massa a ser inoculada em cada experimento com células de Bauhinia 

forficata Link, utilizando-se como parâmetro o número de células usadas para os experimentos 

de elicitação com Rubus fruticosus de 2 X 106 células 25 mL (DE SOUZA, 2005). A 

contagem foi substituída pelo valor de massa devido ao alto grau de agregação das células que 

causam grande dispersão nos resultados.  

Foram realizados 6 experimentos isolados de contagem e pesagem das células, em 

triplicata, obtendo-se o valor de 2,95x 106 cél/g de massa úmida de Bauhinia forficata Link. 

Assim o valor de massa que corresponde a 2x106 células foi de 676 mg.  

Dados da literatura demonstraram que há uma quantidade mínima de inóculo para que 

o crescimento da cultura não seja afetado e haja uma proporcionalidade entre o volume do 

meio e a massa celular cultivada. A utilização de volume de inóculo muito pequeno pode 

inviabilizar a cultura celular, devendo-se correlacionar volume da cultura com volume do 

inóculo (DUANGJAI, 2007, CHANG-HAI, 2008).  

Gunjan & Ashok (2008) realizaram estatísticas de elicitação com células de 

Azadirachta indica e estabeleceram um inócuo de 5g de células para iniciar a cultura de 

suspensões celulares em um volume de 100 mL de meio. Associando os dados de literatura 

com os dados obtidos para Rubus fruticosus, determinou-se que o inóculo para as elicitações 

com Bauhinia forficata Link seriam preparados com 2g de células para cada tratamento, visto 

que os ensaios seriam realizadas direto nas suspensões celulares (volume de 40mL), a partir do 

repique. A viabilidade das células também foi determinada de 95,03%, o que demonstrou uma 

boa eficiência na manutenção da cultura. 

 

4.5 Análise do efeito dos elicitores, MeJA e AS, sobre a liberação de compostos fenólicos 

no meio extracelular (fração S1) e intracelular (fração S2) da cultura de células de 

Bauhinia forficata Link, em diferentes tempos 

 
Os resultados para a liberação de compostos fenólicos totais, no meio extracelular, 

Figura 9, não apresentaram diferenças entre os dois elicitores, no tempo de 3 dias de 

elicitação. No entanto, na fração intracelular, Figura 9, houve um aumento da produção de 
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compostos fenólicos da ordem de 40% para MeJA em relação ao controle e de 30% se 

comparado ao AS.  

Em 6 dias de elicitação, não ocorreu efeito significativo na concentração de fenólicos 

extracelulares com MeJA, porém a elicitação com AS apresentou um aumento de 51,4% 

comparando-se ao controle. Na fração intracelular, o MeJA apresentou valor de 2,6% superior 

ao de AS e 57% quando comparado ao controle.  

No tempo de 9 dias, a fração extracelular, elicitada com AS, apresentou um aumento 

de 20% no teor de compostos fenólicos em relação ao MeJA e 51,6% se comparado com o 

controle. Na fração intracelular, o AS foi 5,7% mais eficiente que o MeJA, e 45,9% em 

relação ao controle. Em 12 dias, a fração extracelular o MeJA, causou um aumento de 8,8%, 

quando comparado com o controle. Na fração intracelular ambos elicitores não apresentaram 

variações em relação ao controle. 

A partir dos resultados obtidos com MeJA e AS, verificou-se que os melhores tempos 

para a liberação de compostos fenólicos extracelulares, foram 6 e 9 dias.  

Quanto aos compostos fenólicos intracelulares (Figura 10), são obtidos aumentos 

significativos com tempos mais curtos, a partir de 3 dias de elicitação. Assim, observou-se que 

os dois elicitores foram capazes de estimular a liberação de compostos fenólicos nesse sistema 

celular, visto seus papéis de moduladores de respostas de defesa em plantas (JONG & YANG, 

2003; DE SOUZA, 2007, JIAN, et al., 2006). Estudos com AS demonstraram seu efeito no 

aumento da síntese de fenilpropanóides em maçã, Malus domestica Borkh, (HOUHUA et 

al.,2007). O mesmo ocorreu com o MeJA que, em pequenas concentrações, foi capaz de ativar 

vias de defesa celular em células de Rubus fruticosus (DE SOUZA, 2005). 

Estudos posteriores serão necessários para determinar-se qual desses tempos de 

elicitação contém a maior quantidade de flavonóides, já caracterizados na literatura pela sua 

ação hipoglicemiante (DA SILVA, 2002). 
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Figura 9. Avaliação do tempo de elicitação das células de Bauhinia forficata Link, para a 
liberação de compostos fenólicos totais extracelular, com MeJA e AS na concentração de 
1µmol/L e respectivos controles. *** (p < 0,001), ** (p < 0,01), * (p < 0,05) nível de 
significância em relação ao controle, resultados submetidos ao teste Two-way RM ANOVA 
seguido pelo teste não paramétrico Bomferroni posttests. 
 
 

 
Figura 10.  Avaliação do tempo de elicitação das células de Bauhinia forficata Link, para a 
produção de compostos fenólicos totais intracelulares, com MeJA e AS na concentração de 
1µmol/L e respectivos controles. *** (p < 0,001), ** (p < 0,01), * (p < 0,05) nível de 
significância em relação ao controle, resultados submetidos ao teste Two-way RM ANOVA 
seguido pelo teste não paramétrico Bomferroni posttests. 
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4.6 Análise do teor de proteínas totais extra (fração S1) e intracelulares (fração S2) nas 

células de Bauhinia forficata Link elicitadas com MeJA e AS, em diferentes tempos 

 

As figuras 11 e 12 apresentaram os resultados da elicitação de proteínas totais, no meio 

extracelular e intracelular, com MeJA e AS. No tempo de 3 dias o MeJA apresentou um 

aumento no teor de proteínas na fração extracelular de 14,4% em relação ao valores obtidos 

para AS e 36%, quando comparado ao seu controle. Na fração intracelular, MeJA teve 

produção de 17,6%, superior ao controle, e o AS foi inibitório neste tempo de elicitação. 

Em 6 dias, na fração extracelular, o MeJA apresentou um aumento de 32% a mais que 

AS e 48,8% em relação ao controle. No meio intracelular, MeJA causou um aumento de 

43,4% em relação ao controle. No tempo de 9 dias, no meio extracelular, o MeJA apresentou 

seu maior efeito de liberação proteínas, em relação ao controle, 72%. O mesmo acontecendo 

no meio intracelular, onde com MeJA obteve-se  37,8% de proteínas totais a mais que com o 

AS e 92,3% acima do controle. 

O resultados com MeJA e AS no meio extracelular, com 12 dias, foram 29 e 18% 

superiores ao controle, respectivamente. Na fração intracelular o MeJA apresentou valor 

10,5% acima dos obtidos para a AS e 15,9% superior ao controle. 

Nos resultados apresentados ficou demonstrado que MeJA foi mais ativo que o AS em 

relação a todos os tempos analisados, tanto nas frações extracelulares como nas frações 

intracelulares. 

O aumento de proteínas totais elicitadas por MeJA e AS, tanto nas frações 

extracelulares ou intracelulares, pode estar relacionado a síntese de enzimas e proteínas 

envolvidas nos diferentes mecanismos de defesa vegetal. Entre esses processos temos a 

produção de compostos fenólicos que exigem um grande maquinário protéico para ativação 

das vias de síntese, como é demonstrado, em diferentes células vegetais submetidas a 

mudanças de fatores ambientais, que levam a ativação de vias mediadas por AS e MeJA 

(RORY et al., 2008).  

Na literatura encontramos dados que mostram que a aplicação exógena de MeJA e AS pode 

induzir a síntese de proteínas (GOZZO, 2003), principalmente, quando há uma grande 

atividade do  metabolismo  secundário. Onde o fluxo de proteínas ativas é muito grande, o que 

contribui para o aumento significativo da síntese de proteínas, em grande parte, envolvidas na  
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Figura 11. Avaliação do tempo de elicitação das células de Bauhinia forficata Link para a 
produção de proteínas totais extracelulares com MeJA e AS na concentração de 1µmol/L e 
respectivos controles. *** (p < 0,001), ** (p < 0,01), * (p < 0,05) nível de significância em 
relação ao controle, resultados submetidos ao teste Two-way RM ANOVA seguido pelo teste 
não paramétrico Bomferroni posttests. 
 

Figura 12. Avaliação do tempo de elicitação de proteínas totais intracelular com MeJA e AS 
nas concentrações de 1µmol/L em cultura de células de Bauhinia forficata link e respectivos 
controles. *** (p < 0,001), ** (p <  0,01), * (p < 0,05)  nível de significância em relação ao 
controle, resultados submetidos ao teste  Two-way RM ANOVA seguido pelo teste não 
paramétrico Bomferroni posttests. 
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produção de antioxidantes celulares, visto que uma alta atividade celular gera uma grande 

quantidade de radicais livres dentro e fora da célula, o que justifica a síntese destas moléculas 

(HIROKO et al., 2008). 

 

4.7 Análise do teor de açúcar redutor no meio extracelular, frações (S1), de cultura de 

células de Bauhinia forficata Link após elicitação MeJA e AS, em diferentes tempos 

 

A Figura 13 apresenta os resultados da análise de açúcar redutor nas frações 

extracelulares S1, após a elicitação com MeJA e AS. Pode-se observar que no tempo de 3 dias, 

o MeJA apresentou um resultado de 12,5% a mais que o AS e 23,4% acima do controle. No 

tempo 6, MeJA apresentou um aumento de 8,2% em relação ao controle. 

Nos tempos 9 e 12 dias, com MeJA, obteve-se um valor média de 2,7% maior que o 

controle, e AS foi inibitório para estas frações. Com base nestes resultados verificou-se que 

MeJA foi o elicitor que mais induziu a liberação de açúcares redutores nas células de Bauhinia  

forficata Link, enquanto AS teve uma pequena produção de 10,9% em relação controle no 

tempo 3 dias. 

Estes resultados podem sugerir que o aumento de açúcares redutores provenientes da 

elicitação com MeJA pode estar ligado a liberação de carboidratos da parede celular, tanto por 

degradação decorrente de algum processo de morte celular, como por liberação de moléculas 

sinalizadoras decorrentes dos processos de expansão e crescimento celular (MING, et al., 

2008). Foi observado que MeJA provocou um efeito maior destes eventos, principalmente, nos 

tempos 3 e 6 dias tendo uma significativa redução nos tempos 9 e 12 dias.  

 

 

4.8 Análise do teor de lipídios totais no meio intracelular, fração S2, em células de 

Bauhinia forficata Link  elicitadas com MeJA e AS, em diferentes tempos 

 

A produção de lipídeos foi medida na fração S2, fração intracelular. Nos resultados 

mostrados na Figura 14, verifica-se que os tempos 3 e 9 dias não tiveram diferença 

significativa entre os valores obtidos com os dois elicitores em relação ao controle. No 

entanto, os tempos 6 e 12 dias apresentaram a produção de lipídios totais discretamente 

aumentada com MeJA em 6 e 12 dias de0,23% e 0,66%, respectivamente. 
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Figura 13. Avaliação do tempo de elicitação de células de Bauhinia forficata Link com MeJA 
e AS, para a produção de açúcares redutores na fração (S1). *** (p < 0,001), ** (p < 0,01), * 
(p < 0,05) nível de significância em relação ao controle, resultados submetidos ao teste Two-
way RM Anova seguido pelo teste não paramétrico Bomferroni posttests. 

 

Figura 14. Avaliação do efeito do tempo de elicitação das células de Bauhinia forficata Link 
com MeJA e AS na concentração 1µmol/L, sobre o percentual de lipídeos totais. *** (p < 
0,001), ** (p <  0,01), * (p < 0,05) nível de significância em relação ao controle, resultados 
submetidos ao teste Two-way RM Anova seguido pelo teste não paramétrico Bomferroni 
posttests. 
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O AS em 12 dias também demonstrou pequena variação, 0,5%, sendo que no tempo 6 dias foi 

inibitório. Com base nos resultados verificou-se que não ocorreu modulação de resposta ou 

aumento significativo dos níveis de lipídeos totais em relação ao controle, o que pode ser 

decorrente do processo de rompimento mecânica utilizado. 

 

4.9 Análise do efeito da variação de concentração de sacarose sobre a elicitação de 

compostos fenólicos extracelulares (fração S1) e intracelulares (fração S2), mediada por 

MeJA e AS, na cultura de células de Bauhinia forficata Link  

 
De acordo com os resultados obtidos na elicitação com MeJA e AS nos tempos de 3 a 

12 dias, verificou-se que o aumento da produção de compostos fenólicos e proteínas na cultura 

de Bauhinia forficata Link foi mais efetivo em 6 e 9 dias de cultura. Assim, fomos verificar 

nesses tempos se a alteração da concentração de sacarose no meio poderia melhorar esse 

processo. 

A Figura 15 apresenta os resultados da elicitação, no meio extracelular das células de 

Bauhinia forficata Link, com MeJA e AS a 1µmol/mL, frente as concentrações de sacarose de 

20, 30, 40g/L, nos tempos de 6 dias e 9 dias, para avaliação de compostos fenólicos. 

No tempo de 6 dias com 20g/L de sacarose, as frações elicitadas com AS apresentaram 

uma produção média de compostos fenólicos de 64% contra 25,7% com MeJA, ambos 

comparados com o controle. Na concentração de 30g/L de sacarose, o AS mostrou-se ainda 

mais eficiente, frente ao controle, com uma produção média de 105%. Enquanto que MeJA 

teve uma produção de 6,7%. Entretanto, na concentração de 40g/L, o AS demonstrou uma 

diminuição no percentual, passando a 75% de elicitação em relação ao controle e com MeJA 

ocorreu um inibição da produção. 

No tempo de 9 dias, com 20g/L de sacarose, o AS apresentou uma produção média de 

34%, enquanto que MeJA foi de 56%, em relação o controle. Na concentração de 30g/L 

mostrou uma produção ainda maior em relação à concentração anterior, sendo que AS 

produziu 107% e MeJA 65% superior ao controle. No tratamento com 40g/L de sacarose 

observou-se que ocorreu um decréscimo com AS, apresentando 62% e MeJA 84% . 

Os elicitores AS e MeJA, foram eficientes na modulação para produção de compostos 

fenólicos, associados com a suplementação com sacarose na concentração 30g/L, tanto no 

tempo 6 dias, como no tempo 9 dias, a produção ficando muito maior que com as demais 

concentrações. Estudos realizados com subculturas de Taxus sp tem comprovado a eficácia de 
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MeJA como elicitor de taxol, um metabólito secundário de muito valor farmacêutico, que tem 

produção aumentada, significativamente, quando o elicitor MeJA é adicionado a cultura em 

suspensão, em períodos de cultivo de até 35 dias, comprovando que o elicitor foi capaz de 

aumentar exponencialmente a produção de taxol (BEUM et al., 2004).  Foi verificado no 

estudo de transcriptoma, com AS e MeJA, que mais de 137 genes relacionados com a 

transdução e regulação do metabolismo secundário foram ativados a partir de elicitação com 

elicitores específicos o que justifica o aumento de compostos fenólicos, extra e intracelular de 

suspensões de Bauhinia forficata Link (DAYAKAR et al., 2008). 

Na Figura 16 temos os resultados da elicitação, com os elicitores AS e MeJA, na 

concentração de 1 µmol/L, os quais foram capazes de induzir o aumento da síntese de 

compostos fenólicos intracelulares, quando associados com sacarose. 

No tempo 6 dias, com 20g/L de sacarose, observou-se um aumento da produção da 

ordem de 103% para AS e de 143% para MeJA, ambos comparados com o controle. Na 

concentração de 30g/L de sacarose, esse aumento foi de 127% para AS e 133% para MeJA. A 

concentração 40g/L de sacarose apresentou uma produção de 94% para o AS, enquanto com 

MeJA foi inibitório nesta concentração. 

No tratamento de 9 dias, 20g/L de sacarose, os resultados foram de 62% com AS e 

40% para MeJA. Na concentração de 30g/L de sacarose, os resultados foram de 86% e 

75%com AS e MeJA, respectivamente. Porém, a concentração 40g/L de sacarose induziu 70% 

para AS e 91% em MeJA, todos comparados com o controle. Apesar da elicitação com MeJA 

associada com sacarose 40g/L, ter a maior percentagem relação ao controle, este valores 

absoluto é muito menor do que aquele obtido na concentração de 30g/L de sacarose. 

As estratégias adotadas para aumentar a liberação de compostos fenólicos pelas células 

têm sido o objetivo de muitas linhas de pesquisas em todo mundo, modular essas respostas 

com a finalidade de se aumentar grupos específicos de metabólitos farmacologicamente ativos, 

é uma forma encontrada para se entender os mecanismos pelos quais levam os organismos 

vegetais utilizarem suas vias para síntese destes compostos (DAYAKAR et al., 2008).  
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Figura 15. Avaliação do efeito da concentração de sacarose sobre a elicitação das células de 
Bauhinia forficata Link, para produção de compostos fenólicos totais extracelulares com 
MeJA e AS na concentração de 1µmol/L. *** (p < 0,001), ** (p <  0,01), * (p < 0,05) nível de 
significância em relação ao controle, resultados submetidos ao teste Two-way RM ANOVA 
seguido pelo teste não paramétrico Bomferroni posttests 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Avaliação do efeito da concentração de sacarose sobre a elicitação das células de 
Bauhinia forficata Link, para produção de compostos fenólicos totais intracelular com MeJA e 
AS na concentração de 1µmol/L. *** (p < 0,001), ** (p <  0,01), * (p < 0,05) nível de 
significância em relação ao controle, resultados submetidos ao teste Two-way RM ANOVA 
seguido pelo teste não paramétrico Bomferroni posttests. 
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No experimento realizado neste trabalho os resultados sugerem que o AS foi um modulador 

eficiente demonstrando ciclos de liberação destes compostos, indicando que a concentração de 

sacarose no meio colaborou para essa resposta. Trabalhos realizados por Anna e colaboradores 

(2002) demonstraram que a indução realizada com AS e MeJA, em períodos de 24 a 96 horas, 

apresentaram ciclos repetitivos de estimulação da produção de metabólitos secundários, o que 

justifica usar um período maior de tempo na elicitação das células de Bauhinia forficata Link, 

com finalidade de se encontrar moléculas diferentes após um longo tempo de exposição destas 

células aos elicitores.  

 

 

4.10 Análise do efeito da concentração de sacarose sobre as proteínas totais extra (fração 

S1) e intracelular (fração S2) nas células de Bauhinia forficata Link,  elicitadas com MeJA 

e AS.  

 
A Figura 17 estão os resultados da elicitação de proteínas totais extracelular com AS e 

MeJA, com concentrações diferentes de sacarose. 

No tempo de 6 dias, concentração 20g/L de sacarose, a produção de proteínas foi de 

134% para AS e de 28% para MeJA. A concentração de 30g/L teve uma produção de 24% 

para AS e 81% para MeJA. Na concentração de 40g/L a produção foi de 119% com As e 37% 

MeJA. 

No tempo 9 dias, na concentração de 20g/L, houve uma produção de 49% para AS e de 

10% para MeJA. Enquanto com a concentração 30g/L, obteve-se uma produção de 41% para 

AS e 75% para MeJA. A concentração de 40g/L apresentou um percentual de 40% para AS e 

de 26% para MeJA. 

As abordagens descritas, pela literatura, têm mostrado a validação de tratamentos para 

a indução do aumento de síntese de proteínas totais em culturas em suspensões celulares. 

Apesar de muitas vezes o aumento destas proteínas não estarem ligadas diretamente com o 

aumento de massa celular conforme experimentos efetuados por Ometto e colaboradores 

(2001). Eles constataram que a massa de células de Bauhinia forficata Link não era aumentada 

com várias fontes de carbono que foram dosadas no meio de cultura, mas aumentaram 

significativamente a síntese de proteínas totais. Nos tratamentos realizados neste experimento, 

nota-se que a fonte de carbono adicionada ao meio de cultura, na concentração de 30g/L, tem  

 



RESULTADOS E DISCUSSÃO 58 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17. Avaliação do efeito da concentração de sacarose sobre a elicitação das células de 
Bauhinia forficata Link com MeJA e AS na concentração de 1µmol/L, na produção de 
proteínas totais extracelulares, com 6 e 9 dias de exposição, *** (p < 0,001), ** (p <  0,01), * 
(p < 0,05) nível de significância em relação ao controle, resultados submetidos ao teste  Two-
way RM ANOVA seguido pelo teste não paramétrico Bomferroni posttest 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18. Avaliação do efeito da concentração de sacarose sobre a elicitação das células de 
Bauhinia forficata Link, com MeJA e As na concentração de 1µmol/L, na produção de 
proteínas totais intracelulares, com 6 e 9 dias de exposição, *** (p < 0,001), ** (p <  0,01), * 
(p < 0,05) nível de significância em relação ao controle, resultados submetidos ao teste  Two-
way RM ANOVA seguido pelo teste não paramétrico Bomferroni posttests 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

20g 30g 40g 20g 30g 40g

P
ro

te
ín

a 
T

ot
al

 E
xt

ra
ce

lu
la

r 
(m

g/
m

L)

AS

MeJA

Controle

***

 ***

 ***
 ***

 ***

 ***

  *

 ***

 ***

 ***

 ***

6 Dias 9 Dias 

0

50

100

150

200

250

300

20g 30g 40g 20g 30g 40g

P
ro

te
ín

a 
T

ot
al

 In
tr

ac
el

ul
ar

 (
m

g/
m

L)

AS

MeJA

Controle

 ***

  ***

  ***   **

 ***

 ***   ***

    *   **
  ***

6 Dias 9 Dias 



RESULTADOS E DISCUSSÃO 59 
 
uma grande participação na síntese de proteínas totais, juntamente com os elicitores, 

principalmente o AS. 

Na Figura 18, temos os resultados da síntese de proteínas totais intracelulares, 

estimuladas por elicitação com AS e MeJA em combinação com diferentes concentrações de 

sacarose. 

No tempo 6 dias, com a concentração de sacarose de 20g/L, tem-se um aumento de 

54% na produção de proteínas totais intracelular pelo AS e de 20% pelo MeJA. A 

concentração de 30g/L produziu um efeito elicitor da ordem de 68% para AS e de 75% para 

MeJA. Enquanto que a concentração de 40g/L foi inibitória para AS, no entanto, para MeJA 

essa produção aumentou em relação ao controle 27%. 

O tratamento com AS por 9 dias, com sacarose 20g/L, 30g/L e 40g/L obteve-se um 

percentual de 39, 40 e 80% respectivamente. O  MeJA foi inibitório quando associado a 

sacarose 20g/L. Na concentração de 30g/L e 40g/L a produção foi de 92 e 24% com MeJA em 

relação ao controle, respectivamente  

A elicitação de células vegetais para a produção de metabólitos, sejam eles primários ou 

secundários, tem despertado o interesse de diversas áreas. A elicitação de proteínas 

relacionadas à defesa ou manutenção do metabolismo das plantas, tem uma significante 

importância para a pesquisa de mecanismos que permitam compreender os meios pelos quais 

estas proteínas atuam. Mecanismos de rotas que são ativadas com a adição de moléculas 

elicitoras, que atuam muitas vezes levando o vegetal a mudar sua resposta frente ao ambiente 

em que este vive (KOEHLER, TIENSON, 2009; SREEDHAR et al., 2009). 

 

4.11 Análise da atividade da enzima (FAL) Fenilalanina Amônia Liase, após elicitação 

com MeJA e AS em diferentes concentrações de sacarose. 

 

A enzima FAL catalisa o primeiro passo da biossíntese de fenilpropanóides, 

convertendo L-fenilalanina em ácido trans-cinâmico. Cabe a ela também a função de 

regulação entre o metabolismo primário e secundário. Devido ao seu papel na síntese desse 

grupo de metabólitos secundários, onde estão inseridas as moléculas de Bauhinia  forficata 

Link, que na literatura é atribuído funções hipoglicemiante, resolvemos avaliar o efeito dos 

elicitores estudados sobre sua modulação. 
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A Figura 19, apresenta os resultados da atividade da FAL nas células de Bauhinia 

forficata Link, após elicitação com 1µmol/L dos elicitores MeJA e AS suplementado com 

20,30 e 40g/L de sacarose em 6 e 9 dias. Nota-se que a maior atividade desta enzima, ocorreu 

quando as células foram cultivadas na presença de 30g/L de sacarose em 6 dias para os 

tratamentos com o elicitor AS, o qual apresentou um resultado de 52,7% de atividade da 

enzima FAL que seu controle. As concentrações de 20 e 40g/L de sacarose apresentaram 

resultados de 42,8% e 48,2% superior  ao controle,  enquanto a elicitação com MeJA e 20, 30 

e 40g/L de sacarose foram obtidos 10,1%, -5,6% e -1,07%.e atividade em relação ao controle, 

respectivamente. 

Para o tempo 9 dias, as células em presença de AS e MeJA 1µmol/L suplementados 

com 20, 30 e 40g/L sacarose, apresentaram uma elevação na atividade da FAL de 4,3/4,4%, 

36,7/18,4% e 6,3/33,6%, respectivamente. A atividade da enzima FAL depende de suas 

isoformas. Em muitos organismos esta enzima tem apresentado condições ótimos de atividade 

diferente para cada tecido (XUE, et al., 2007). A origem do material vegetal transplantado 

para as condições in vitro, pode influenciar nos resultados da reação desta enzima (BOUDET, 

2007). 

A FAL pode atuar numa variação de temperatura da ordem de 4 oC -60 oC  Olsen, et al. 

(2008). Embora as reações neste experimento com células de Bauhinia forficata Link, tenham 

sido realizados a 37oC com pH de 8,8 (ASSIS, et al., 2001). Esta enzima possui caráter 

constitutivo ficando compartimentalizada em diversas organelas das células, sendo necessário 

que fatores de ativação como aumento do nível de aminoácido L-fenilalanina Ferrer, et al 

(2008). Seja responsável pela ativação da catalise desta enzima (YINGSANGA et al., 2008). 

  
4.12 Análise da atividade da enzima Tirosina Amônia Liase (TAL), após elicitação com 

MeJA e AS em diferentes concentrações de sacarose. 

 

A enzima TAL catalisa a conversão da L-tirosina em ácido trans-p-cumárico, 

diminuindo um passo na biossíntese dos fenilpropanóides, portanto sendo capaz de produzir o 

ácido cumárico de uma maneira mais rápida. Esta relação entre a atividade FAL e TAL tem 

despertado o interesse de muitos autores visto que não se tem claro as bases metabólicas da 

escolha de um de outra via salvo pela disponibilidade de substrato (XUE at al, 2006; LOUIE 

et al., 2006, BOUDET, 2007)  
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A Figura 20 apresenta os resultados da reação da enzima TAL após elicitação com 

MeJA e AS 1µmol/L em concentrações de sacarose de 20, 30, 40g/L nos tempos 6 e 9 dias, 

onde o melhor resultado foi obtido com AS em presença de 30g/L em  6 dias apresentando um 

resultado de 200,8% a mais na atividade da enzima TAL comparado com o controle, para AS 

no tempo 6 dias os resultados foram inibição de 12,2% com 20 g/L e sacarose e aumento de 

atividade de 20,2% com 40g/L de sacarose. MeJA em 6 dias de elicitação nas concentrações 

de 20, 30 e 40gL de sacarose apresentou 41,8%, 64% e 26,7% de atividade da enzima TAL  

em relação ao controle, respectivamente. 

No tempo de 9 dias, AS e MeJA 1µmol/L e 20, 30 e 40g/L de sacarose aumentaram a 

atividade da TAL em 28,8/70,2%, 35,3/100,5%  e 30,4/73,2%, quando comparados com o 

controle, respectivamente. 

Os resultados da Figura 18 apresentam uma diferença de atividade das enzimas FAL e 

TAL, quando comparados com a Figura 17 como foi relatado por Whetten & Sederoff (1995). 

A FAL e a TAL podem em alguns casos apresentar cooperação negativa, influenciando os 

resultados, tanto para um aumento da atividade da FAL, e uma inatividade da TAL, como 

também influenciar na reação catalítica das duas enzimas. 

Observa-se que em alguns tratamentos ocorreram aumentos significativos de 

percentual da atividade da TAL, porém quando comparamos o os valores absolutos da 

atividade da TAL em relação a atividade da FAL, nota-se que esse resultado é muito maior 

para a atividade da FAL.  

Rosler e colaboradores (1997), em estudos com plântulas de milho, verificaram que a 

atividade FAL e TAL estavam em um mesmo peptídeo, porém com regiões catalíticas 

distintas. Em bactérias, estas enzimas se tratam de proteínas distintas (XUE et al., 2007; 

LOUIE et al., 2006) . 

 Nos fungos das espécies P. chrysosporium, I. lacteus, T. versicolor e B. adusta, a 

enzima TAL apresenta a temperatura e o pH ótimo é de 55oC a 60 oC e pH entre 9,0 e 10,0 

(XUE et al., 2007). Esses valores para fungos estão bem distantes nos encontrados para a 

cultura de Bauhinia forficata Link, onde o pH ótimo foi de 8,5 a 8,8 e temperatura de 37oC a 

40oC, isso porque as células de onde a TAL foi extraída vieram de regiões quentes e de partes 

da planta onde a incidência de luz é muito maior que nas demais partes de outros órgãos da 

planta.  
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Figura 19. Atividade da enzima Fenilalanina Amônia Liase (FAL), elicitadas com MeJA e AS 
1 µmol/l, em concentrações de sacarose 20,30 e 40g/L, durante 6 e 9 dias. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20. Atividade da enzima Tirosina Amônia Liase (TAL), elicitadas com MeJA e AS 1 
µmol/l, em concentrações de sacarose 20,30 e40g/L, durante 6 e 9 dias. 
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5 CONCLUSÕES  

 

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, podemos concluir que: 

1. A assepsia das sementes de Bauhinia forficata link foi eficiente utilizando o tratamento 

2 com o antifúngico Benlax, na concentração de 2%, em combinação com hipoclorito 

de sódio a 0,5% e solução de álcool 70%.  

2. O meio de cultura MS basal, suplementado com 30g/L de sacarose, em combinação 

com os reguladores de crescimento 2,4-D e Cinetina, na concentração de 1µg/L, 

apresentou o melhor desempenho e uma alta taxa de divisão celular. 

3. O elicitor MeJA foi ativo em diferentes tratamentos, tanto o meio intra como 

extracelular, apresentando-se como um bom modulador de produção de compostos 

fenólicos, proteínas totais e açúcares redutor. 

4. AS apresentou ação de elicitação nas células de Bauhinia forficata Link, mas não foi 

tão eficiente quanto o MeJA. 

5. A modulação com adição de elicitores, como MeJA e AS, associados a sacarose, foram 

capazes de aumentar o nível de fenólicos e proteínas, nas suspensões de Bauhinia 

forficata Link, principalmente a concentração de 30g/L de sacarose.
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