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RESUMO

O estresse oxidativo e as inflamacfes estdo associados a muitas doengas como
diabetes, céancer, doencas cardiovasculares e neurodegenerativas, incluindo a
aterosclerose, causando preocupacdo em todo o mundo. Como alternativa, as
plantas podem desempenhar um papel chave no combate a essas desordens devido
suas propriedades farmacolégicas que sdo relacionadas a uma ampla gama de
compostos com atividade antioxidante, entre eles, os compostos polifendlicos.
Nesse contexto as pimentas podem ser uma alternativa para a obtencdo desses
compostos. Porém, a concentracdo desses metabdlitos secundarios é baixa e
afetada por diversos fatores abidticos. Como alternativa para contornar esse
problema foram utilizadas metodologias relacionadas com as culturas in vitro de
células e de tecidos vegetais. O presente trabalho teve como objetivo padronizar a
obtencdo de explantes (Capitulo 1) a serem utilizados em uma cultura de calos
otimizada através de uma abordagem sistémica (Capitulo 2). No capitulo 1, por meio
de um delineamento experimental fatorial completoadois niveis (2*) determinou-se
numericamente o efeito de quatro fatores [O tipo de solucéo para condicionamento
osmatico (agua e solucdo aquosa de KNO3 a 1%), meio germinativo (dgar e &gar +
acido giberélico a 1,88 mg.L™), tempo (15 e 30 dias) e dois gendtipos (Pitanga e
Cambuci)] nas taxas de surgimento de cotilédones e na germinacdo. As respostas
dos genotipos a solucdo de condicionamento osmoético e ao meio de germinacao
foram diferentes. A melhor combinagéo de tratamentos para germinagédo in vitro e
desenvolvimento de plantulas para Pitanga e Cambuci foram 4gua + agar e agua +
agar-acido giberélico (GAj3), respectivamente. No capitulo 2, objetivando-se otimizar
a etapa de cultura de calos da pimenta Cambuci para maior producao de biomassa e
metabdlitos secundarios foram avaliados a origem do explante, o hormdnio de
crescimento e a concentragdo do mesmo através de um delineamento fatorial
multiniveis. Os valores obtidos nas condicdes otimizadas foram: massa de calo
(225,03 mg), atividade antioxidante (35,95%), fendis totais (11,48mg de GAE / g DE)
e flavondides (15,92 mg de RU / g DE).

Palavras-chave: Germinagdo in vitro. Cultivo de calos. Producdo de metabdlitos
secundarios através de bioprocessos. Capsicum baccatum var. pendulum.
Modelagem estatistica.
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ABSTRACT

The oxidative stress and inflammations are associated with many diseases such as
diabetes, cancer, cardiovascular and neurodegenerative diseases including
atherosclerosis causing concern worldwide. As an alternative, the plants can play a
key role due to their pharmacological properties against these disorders; these
attributes are most of the times associated with the presence of polyphenolic
compounds. In this context, peppers can be an alternative to obtain these
compounds. However, the presence of secondary metabolites is low and affected by
several abiotic factors. As an alternative to circumvent this problem, methodologies
related to in vitro cultures of plant cells and tissues were applied. The objective of the
present work was to standardize the extraction of explants (Chapter 1) to be used in
a callus culture optimized through a systemic approach (Chapter 2). In Chapter 1,
through a two-level full factorial experimental design (2*) was numerically determined
the effect of four factors [The solution type for osmotic conditioning (water and 1%
KNO3 aqueous solution), germination medium (agar and agar + gibberellic acid at
1.88 mg.L™, GA3), post-sowing time (15 and 30 days) and two genotypes (Pitanga
and Cambuci)] in cotyledon emergence and germination rates. The genotypes
responses to the osmotic conditioning solution and to the germination medium were
different. The optimal combination of treatments for in vitro germination and
development of seedlings for Pitanga and Cambuci was water + agar and water +
agar-GAgs, respectively. In Chapter 2, aiming to optimize systemically the Cambuci
pepper callus culture stage for higher biomass and secondary metabolites
productionwere evaluated explant’s origin, plant growth regulator type and their
concentrations through a multilevel factorial design. The values obtained in the
optimized conditions were: callus mass (225.03 mg), antioxidant activity (35.95%),
total phenols (11.48mg of GAE/g DE) and flavonoids (15.92 mg of RU/g DE).

Keywords: In vitro germination. Callus culture. Secondary metabolites production
through bioprocesses. Capsicum baccatum var. pendulum. Statistical modeling.
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13
INTRODUCAO GERAL

Capsicum baccatum

As pimentas e pimentdes do género Capsicum pertencem a familia
Solanaceae sao originarias da América Central e América do Sul, tendo centenas de
variedades com frutos que variam em tamanho, formato, cor e sabor. Dentro desse
contexto cinco espécies se destacam: Capsicum baccatum, Capsicum annuum,
Capsicum chinense, Capsicum frutescens e Capsicum pubescens (ZIMMER et al.,
2012). Apresentam expressiva importancia econémica e social para o agronegocio
mundial, associada a seu alto aproveitamento na culinaria para temperos. Possuem
altos valores vitaminicos e sdo fonte de antioxidantes naturais. Entre os principais
componentes quimicos das pimentas destacam-se o0s caretondides, o &acido
ascorbico, os tocoferois, a vitamina A e o0s capsaicindides (Figura 1), além de
minerais como molibdénio, manganés e potassio, cujas concentracdes podem variar

com o grau de maturacao e o genétipo (KOTHARI et al., 2010; PINTO et al., 2013).

Homodiidrocapsaicina
H4CO.
N o]
Diidrocapsaicina H,CO /U\/\/\)\
HO N
e} Naordiidrocapsaicina
HO
H4CO N
N
H
HO

omocapsaicina

0
HsCO _F
N 0
Capsaicina
HO HsCO .
0

Figura 1 — Estruturas quimicas de alguns capsaicinodides naturais. Fonte: adaptado
de DAVIS et al., (2007).
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A culinaria brasileira faz amplo consumo das diferentes variedades de
Capsicum, entre elas, a Capsicum baccatum var. pendulum (Figura 2).
Recentemente tem sido demonstrada atividade anti-inflamatoria e antioxidante
dessas pimentas devido aos seus compostos bioativos, entre eles, os compostos

fenolicos (BERTAO et al., 2016; ZIMMER et al., 2012).

z @ ] =
Figura 2 — Capsicum baccatum L. var pendulum (A). Fruto maduro de Capsicum
baccatum L. var pendulum (B)

Estresse oxidativo

O estado pro-oxidante (estresse oxidativo) tem sido relacionado a diversas
doencas inflamatorias, cardiovasculares e diferentes formas de cancer
(MATKOWSKI, 2008; NIKI, 2010). Isso ocorre quando ha um desequilibrio entre a
producdo de radicais livres e sua neutralizacdo pelos sistemas antioxidantes, sendo
extremamente nocivo aos componentes celulares e individuos como um todo
(BARREIROS et al., 2006). Os radicais livres podem ser definidos como qualquer

espécie, de existéncia independente, que contém um ou mais elétrons
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desemparelhados, fato que os torna instaveis e altamente reativos (HALLIWELL e
CROSS, 1994). Podem ser gerados tanto por fontes enddégenas como exogenas. As
fontes enddgenas estdo relacionadas com reacdes metabodlicas como a oxidacéo
nas mitocondrias durante a respiracdo celular, a fagocitose durante o processo
inflamatorio e a atividade de enzimas como oxidases, lipoxigenases e peroxidases.
As fontes exdgenas séo a poluicdo do ar, a utilizacdo de medicamentos, pesticidas,
tabagismo, dieta alimentar e radiacdo ultravioleta. Em condi¢des normais existe um
equilibrio entre a producdo de radicais livres e sua neutralizacdo pelos sistemas
antioxidantes. Porém, quando esse equilibrio é afetado pela producdo excessiva de
radicais ou pela deficiéncia dos sistemas gera-se o estresse oxidativo (BARREIROS
et al., 2006; MARTELLI e NUNES, 2014).

Os radicais livres envolvidos neste processo de estresse oxidativo podem
estar relacionados com duas vias de oxidacdo: as espécies reativas de oxigénio
(ERO) e a de nitrogénio (ERN). As ERO (Figura 3) estéo divididas em dois grupos,
os radicalares: superoxido (O;'), hidroperoxila (HO',), hidroxila (OH"), oxigénio
singlete (*O,); e os ndo radicalares: &cido hipocloroso e peréxido de hidrogénio
(H20,). Entre as ERN encontram-se o radical 6xido nitrico (NO"), nitritos (NOy"),
nitratos (NO3"), 6xido nitroso (N2O3), acido nitroso (HNO;) e peroxinitrito (ONOQO)
gue podem desencadear reacdes de oxidacdo nos acidos graxos da membrana
lipoprotéica, denominada de peroxidacéo lipidica, afetando a integridade estrutural e
funcional da membrana celular e alterando sua fluidez e permeabilidade (MARTELLI
e NUNES, 2014; TEIXEIRA, 2013).

Além disso, os produtos da oxidacéo dos lipidios da membrana podem causar

alteracbes em certas funcbes celulares, modificacbes nas proteinas celulares,
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resultando em sua fragmentacdo, agregacdo e, em certos casos, ativacdo ou
inativacdo de certas enzimas devido a reacao dos radicais livres com aminoacidos
constituintes da cadeia polipeptidica (BARREIROS et al., 2006;SOARES, 2002,

TEIXEIRA, 2013).

=3 e’ e =3
0, D Oy > H,0, > OH* > H,0

Figura 3 — Formacao de algumas das espécies reativas de oxigénio (ERO) durante o
transporte de elétrons na mitocéndria. O superdxido (O;), peroxido de hidrogénio
(H20,) e radicais hidroxil (OH) sdo formados como resultado da sucessiva
transferéncia de elétrons isolados. A citocromo C oxidase transfere um total de
quatro elétrons com extrema eficiéncia, mesmo assim, de 1-2% dos elétrons séo
constantemente perdidos dentro da célula como ERO potencialmente toxicos. Fonte:
HIRATA et al., (2004).

Diante desses estudos que relacionam diversas doengcas com 0 estresse
oxidativo torna-se importante o combate desses radicais livres pela absorcao e
reacdo de compostos com caracteristicas sequestradoras de radicais livres, sendo
estes representados por substancias com capacidade antioxidante. As substancias
antioxidantes podem ser definidas como aquelas, que mesmo em baixas
concentragdes, sdo capazes de atrasar ou inibir as taxas de oxidagcado (BARBOSA et
al., 2010; SHAMI e MOREIRA, 2004). Tais substancias tém a capacidade de inibir os
processos oxidativos pelo bloqueio do inicio da oxidacdo, por meio da remoc¢éo de
espécies reativas, ou ainda interrompendo a cadeia de reacdo, doando elétrons ou
hidrogénio, convertendo as espécies radicalares em moléculas termodinamicamente
estaveis.

Alguns antioxidantes sao encontrados no organismo, conhecidos como
antioxidantes enddgenos, e podem ser divididos em enziméticos (superéxido

dismutase, catalase e, glutationa peroxidase) e ndo enzimaticos (glutationa,
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bilirubina e &cido lipdico) (ANGELO e JORGE, 2007; BARBOSA et al., 2010; SILVA
et al., 2010). Aléem do sistema antioxidante endégeno o organismo utiliza ainda
substancias antioxidantes obtidas da dieta, como acido ascoérbico, a-tocoferol, B-
caroteno e compostos fenolicos, entre eles, os flavonoides (Figuras 4 e 5) que
servem como um importante complemento no sistema de defesa humano contra os

radicais livres (PEREIRA et al., 2009; STRINGHETA et al., 2006).

T
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Figura 5 — Quercetina parcialmente ionizada em C-4’. A doagéo do H radicalar para
o radical livre ocorre principalmente nas posicbes C-4’ (A) e C-7 (B). Ambos os
radicais livres formados podem ter seu elétron deslocalizado pela estrutura, com
maior estabilidade para os radicais A, C e D, devido a estabilizacdo resultante das
ligagbesde hidrogénio. Fonte: Adaptado de BARREIROS et al., (2006).
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A partir disso observa-se a importancia de estudos recentes que tém
demonstrado capacidade antioxidante, anti-inflamatéria e fotoprotetora de certas
plantas e alimentos que formam as bases de sistemas tradicionais de medicina
milenares (PETRUSSA et al., 2013; RAMKISSOON et al., 2013; RANILLA et. al.,

2010).

Metabolitos secundarios e sua obtencao por cultura de calos e em suspensao

de células de plantas

Metabolitos secundarios das plantas sdo compostos pouco abundantes, com
uma frequéncia inferior a 1% da massa seca, de baixa massa molecular, que
desempenham um importante papel na adaptacao das plantas aos seus ambientes,
porém ndo afetam diretamente seu desenvolvimento e crescimento (FUMAGALI et
al., 2008; WILSON e ROBERTS, 2012). Devido a sua grande atividade biologica
esses metabdlitos tém sido aplicados na medicina tradicional ha muitos anos.
Podem atuar como antibioticos, antifingicos, antivirais e antioxidantes e sdo também
comumente utilizados como inseticidas, corantes, saborizantes, cosméticos ou
fragrancias (AOYAGI, 2011; FUMAGALI et al., 2008).

Em geral a sintese dos metabdlitos secundarios nas plantas é afetada por
diversas condi¢cdes ambientais como sazonalidade, indice pluviométrico, altitude e
temperatura que alteram os niveis de metabdlitos, dificultando a obtencdo dos
mesmos de modo reproduzivel (GOBBO-NETO e LOPES, 2007).

Para contornar esse problema a cultura de células de plantas em suspensao

tem sido utilizada na producgéo de diferentes metabdlitos secundarios. Pode-se citar
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a producdo de digoxina, morfina, paclitaxel, artemisina entre outros; sendo alguns
destes produzidos em escala comercial como, por exemplo, o paclitaxel (taxol, droga
anticancer). Desta maneira a utilizacdo de células de plantas pode constituir uma
alternativa economicamente viavel para obter metabdlitos secundarios de relativa
alta complexidade quimica e alto valor agregado (NAILL et al., 2012; DORAN, 2010).

O cultivo de células vegetais pode ser realizado a partir de qualquer
fragmento da planta (explante), que sdo desinfectados utilizando um tratamento
guimico exdgeno, para depois coloca-los em meio de cultura solido formulado com
os horménios de crescimento e nutrientes necessarios para cada espécie. Com uma
correta formulacdo da composicdo dos meios, apés 2 a 6 semanas, 0s explante
proliferam em calos, massa de células indiferenciadas (figura 6), que podem ser
submetidos a um processo de triagem para o produto ou os produtos de interesse.
Finalmente, séo isolados, fragmentados e transferidos a um meio liquido para gerar
uma cultura de células em suspensao (CARVALHO e VIDAL, 2003; MUSTAFA et al.,

2011).

\

Figura 6 — Calos originados de cotilédones de C. baccatum var. pendulum
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Parametros de operacéo criticos associados as etapas de cultura de calos e

cultivos em suspensao de células vegetais

Entre os parametros operacionais mais importantes a serem otimizados na
etapa de cultivo de calos visando alta produtividade de biomassa e metabolitos de
interesse, encontram-se 0 explante (principalmente tecidos meristematicos: ex.
gemas, folhas jovens) e a concentracdo de horménio no meio de cultura. Também
deve ser definido um protocolo de desinfeccdo dos explantes, tendo como variaveis
fundamentais a selecdo do desinfetante, a concentragdo do mesmo e o tempo de
imersdo do explante na solucédo desinfetante (FUMAGALI et al., 2008; MUSTAFA et
al., 2011; GODOY-HERNANDEZ e VAZQUEZ-FLOTA, 2006).

Por outro lado, quando é pretendida a otimizacdo da cultura de células
vegetais em suspensdo, outros parametros de operacdo como luminosidade,
temperatura, velocidade de agitacdo, concentracdo de oxigénio dissolvido,
composicdo do meio de cultura, devem ser considerados. Quando as culturas em
suspensao sao realizadas em frascos erlenmeyers, recomenda-se trabalhar com um
volume de suspenséo celular equivalente entre 20 e 40 % do volume do frasco,
velocidade de agitacdo entre 90-125 rpm e a uma temperatura proxima a
temperatura ambiente (24-25 °C). Entretanto, entre 0s componentes gque necessitam
ter suas concentracdes estédo as fontes de carbono, macroelementos (Mg, Ca, P, S,
N, K), microelementos (Fe, Cu, Mn, Co, Mo, B, I, Ni, CI, Al), vitaminas e hormdnios
de crescimento (auxinas ou citocininas) em concentracdes na faixa de 107 a 107
mol.L™. O pH do meio de cultura é normalmente ajustado entre 5,75 e 5,85 antes da

esterilizacdo do meio. De maneira geral a aeracao € outro fator critico na cultura de
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células vegetais em suspensdo, mas 0 mesmo sO € rigorosamente controlado
qguando a cultura é realizada em biorreatores. Geralmente as concentracdes criticas
de oxigénio dissolvido para este tipo de células encontram-se entre 15-20% de
saturacdo. Entretanto, este parametro deve ser otimizado para cada sistema em
particular (KIERAN et al.,, 1997; MUSTAFA et al.,, 2011; WILSON e ROBERTS,
2012).

Nesse contexto 0 presente estudo teve como objetivo a obtencdo de
explantes adequados germinados in vitro como alternativa aos tradicionais métodos
de desinfeccéo para o desenvolvimento e otimizac&o de cultura de calos de pimenta
Cambuci — Capsicum baccatum L. var. pendulum buscando uma relagcéo entre maior
rendimento de biomassa, maior atividade antioxidante e maior teor de flavondides e
compostos fendlicos.

Para a confeccdo dos capitulos a seguir foram utilizadas as normas dos
peridodicos American International Journal of Biology (Capitulo 1) e Biotechnology

Progress (Capitulo 2).
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CONCLUSAO

Foi possivel a padronizagcdo dos explantes por meio de um delineamento
experimental fatorial completoa dois niveis (2*) no qual a melhor combinacéo de
tratamentos para germinagéo in vitro e desenvolvimento de plantulasquanto ao tipo
de solucédo para condicionamento osmético e meio germinativo foram agua + agar e
agua + A4gar-acido giberélico (GAs)para o0s gendtipos Pitanga e Cambuci,
respectivamente.

Os calos derivados de explantes do gendtipo Cambuci — Capsicum baccatum
var.pendulum apresentaram diferentes respostas para o delineamento fatorial
multiniveis, no qual, os valores obtidos nas condi¢cGes otimizadas foram: massa de
calo (225,03 mg), atividade antioxidante (35,95%), fendis totais (11,48 mg de GAE /
g DE) e flavondides (15,92 mg de RU / g DE), superando em termos de atividade
antioxidante valores previamente relatados para esta espécie quando cultivada

naturalmente.





