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Resumo

A técnica de cultura de células e tecidos vegetais in vitro tem sido estudada para a produgéo de plantas e
biomassa vegetal com alto padrdo de qualidade fitossanitaria e genética. Esta técnica baseia-se na
capacidade da célula vegetal de praticamente qualquer tecido, de regredir ao seu estado indiferenciado, se
multiplicar e/ou redefinir nova via metabdlica para tornar-se outro tipo celular, podendo gerar novos tecidos
e até mesmo uma nova planta completa. O desenvolvimento vegetal in vitro depende da disponibilidade de
condigbes ideais, como a composicdo do meio de cultura, balango de reguladores de crescimento,
estimulagdo com elicitores, entre outras. As industrias farmacéuticas e de produtos naturais tem se
beneficiado da biotecnologia vegetal pela possibilidade de produzir metabdlitos secundarios in vitro,
producao esta que seria mais vantajosa devido a reducao de tempo, qualidade e quantidade de material
vegetal a ser extraido pela industria, quando comparado a produgao in natura. Segundo diversos estudos
mostrados na literatura, a producédo destes metabdlitos pode ser maior in vitro do que nos extratos de

plantas de campo.

Palavras-chave: Cultura de tecidos vegetais. Calos. Metabdlitos secundarios. Produgéo in vitro.

Abstract

The in vitro plant cell and tissue culture technique has been studied for the production of plants and plant
biomass with high phytosanitary and genetic quality standards. This technique is based on the ability of the
plant cell of virtually any tissue to regress to its undifferentiated state and multiply and/or redefine the new
metabolic pathway to become another cell type, generating new tissues and even a whole new plant. /n vitro
plant development depends on the availability of ideal conditions, such as composition of the culture
medium, growth regulator balance, stimulation with elicitors, among others. The pharmaceutical and natural
products industries have benefited from plant biotechnology through the possibility of producing secondary
metabolites in vitro, which would be more advantageous due to the reduction in the time, quality and quantity

of plant material to be extracted by the industry when compared to the in natura production. According to
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several studies shown in the literature, the production of these metabolites may be higher in vitro than in

wild plant extracts.

Keywords: Plant cell culture. Callus. Secondary metabolites. /In vitro production.

Introducgao

A cultura de tecidos vegetais in vitro € uma técnica na qual, em condi¢gdes assépticas, células, 6rgaos,
tecidos ou mesmo a planta inteira, podem ser mantidos em cultivo em laboratério sob condi¢gdes controladas
de fatores ambientais e nutricionais. Estas condigbes incluem a oferta adequada de nutrientes, pH,

temperatura, fotoperiodo e fonte de carbono

Pequenos pedagos de tecido vegetal, denominados explantes (FIGURA 1), podem ser retirados de uma
planta matriz e utilizados para produzir milhares de novas plantas num processo continuo, em um periodo

de tempo relativamente curto ).

FIGURA 1: Explantes retirados de folha e de segmento nodal de andiroba (Carapa guianensis).
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Esta técnica de cultivo vegetal tem sido amplamente estudada desde o inicio do século XX, com a finalidade
de compreender rotas metabdlicas primarias e secundarias, além de auxiliar nos estudos relacionados a
morfogénese vegetal. No entanto, o potencial medicinal e nutracéutico de plantas oriundas da cultura de

tecidos vegetais vém sendo mais profundamente estudados nos ultimos 50 anos &4,

Metodologia

A consulta de fontes bibliograficas foi realizada em livros da area e artigos disponiveis nos bancos de dados
como: PubMed, SciELO, SciFinder, Science Direct e Periddicos Capes. As palavras-chave utilizadas na
consulta foram: cultivo vegetal, cultura de tecidos vegetais, reguladores de crescimento, calo, metabdlitos in

vitro e elicitores (em portugués e inglés).
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Revisao bibliografica

Cultura de tecidos vegetais in vitro

Recentemente, a biotecnologia vegetal vem tornando-se importante para as industrias farmacéutica e de
produtos naturais, através da propagagao vegetativa in vitro, que permite a eliminagdo de doengas e o
melhoramento genético das plantas. Essa técnica leva a producdo de microplantas e/ou biomassa vegetal
de excelente qualidade fitossanitaria e genética, em curto espago de tempo e reduzida area fisica, o que &

de extrema importancia na produgéo de metabolitos secundarios ).

Com a crescente demanda por produtos de origem natural contrapondo-se a perda de populagbes vegetais,
a diversidade genética e a degradagdo do meio ambiente e extingdo de espécies, a cultura de tecidos e
células vegetais in vitro surgiu como uma ferramenta para a produgédo em larga escala de biomassa vegetal,

para diversificados fins ©).

Segundo a literatura®, a principal motivagéo para a adog&o do cultivo de plantas in vitro no setor florestal
brasileiro tem sido a pesquisa com a finalidade de aumentar a produgéo sustentavel de madeira e produtos
florestais ndo-madeireiros, incluindo a caracterizagao genética, manipulagdo e melhoramento de espécies
florestais nativas do Brasil. Segundo os mesmos autores, esséncias aromaticas, frutas e odleos da
Amazonia, utilizados como matérias-primas pelas industrias quimicas de cosméticos, produtos
farmacéuticos, inseticidas e fungicidas provenientes de espécies amazdnicas podem ser consideradas

fontes renovaveis de ativos bioldgicos.

Sendo assim, essa tecnologia deve ser aprimorada constantemente para que seja capaz de suprir a
demanda, e sua exploragao deve ser feita em uma base sustentavel, pois espécies como Aniba rosaeodora
(pau-rosa) e Dicypellium caryophyllaceum (pau-cravo) se encontram na lista vermelha das espécies

ameagadas de exting&do devido ao seu uso indiscriminado®©?),
Totipoténcia celular

A técnica de cultura de tecidos é baseada no conceito de totipoténcia celular. Essa técnica é

caracterizada como:

“[...] a capacidade de uma célula vegetal viva, nucleada, com sistema laminar intacto e ja diferenciada,
de ser induzida a voltar ao estado meristematico, podendo redefinir seu padrao de diferenciagao celular
e desenvolver novos 6rgdos e, até mesmo, individuos inteiros” ©.

Todo tecido vegetal que possui células vivas e nucleadas é totipotente e, por assim dizer, pode vir a
desenvolver crescimento e/ou diferenciagéo celular induzida pelo meio. Apds uma sinalizagdo correta ao
tecido do explante, as células estabelecem um processo continuo de mitose ©. Juntamente com a
totipoténcia, a capacidade das células para alterar o seu metabolismo, crescimento e desenvolvimento

também é igualmente fundamental.
Meios de cultura e reguladores de crescimento

Para que o potencial da totipoténcia seja expresso na sua totalidade, é necessario fornecer ao explante as
condi¢des nutricionais e a devida sinalizagdo hormonal. E normalmente utilizado como base, o meio de

cultura desenvolvido por Murashige e Skoog em 196209 (meio MS), composto de macronutrientes,
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micronutrientes, vitaminas, ferro, EDTA, entre outras substancias organicas, fonte de carbono e a presencga

ou ndo de um agente geleificante (para meios sélidos ou semissolidos).

O pH do meio também ¢é importante, pois afeta a absorgao dos nutrientes e reguladores de crescimento
presentes no meio de cultura. Recomenda-se!9 o ajuste do pH entre 5,7 e 5,8, porém, algumas espécies

como as bromeliaceas podem ter ajuste de pH entre 6,5 a 7.

Com o passar do tempo, foram feitas suplementagdes e alteragbes nos componentes, e novos meios foram
surgindo para adequar-se ao metabolismo de diversas espécies vegetais. A manipulagado da formulagao
dos meios de cultura, assim como, das fontes de sacarose, combinag¢des e concentragdes de reguladores
de crescimento, naturais e/ou sintéticos, além do uso de diversos agentes fisicos ou quimicos como

elicitores, tem sido utilizado para mudangas morfogenéticas e acimulo de metabodlitos de interesse?),

A composicdo do meio de cultura, especialmente dos reguladores de crescimento, tem efeitos profundos
sobre a resposta do explante nas diferentes fases do cultivo in vitro. Os reguladores de crescimento sédo

responsaveis pela determinagao do desenvolvimento de células, tecidos ou plantas em meio de cultura.

Reguladores de crescimento sdo um grupo de substancias de ocorréncia natural nos tecidos vegetais e,
assim como seus analogos sintéticos, possuem acao de sinalizadores, influenciando os diferentes estagios
do desenvolvimento da planta. Para a cultura de células e tecidos vegetais in vitro, a utilizagdo de
reguladores de crescimento adicionados ao meio de cultura é necessaria para garantir que o objetivo do

estudo seja alcangado (12),

As auxinas e citocininas sdo as duas classes de reguladores de crescimento mais utilizadas. A concentragéo
e combinagdo dos diferentes tipos de auxinas e citocininas para suplementar o meio de cultura, dependem

principalmente da espécie da planta, do tipo de tecido ou 6rgéo e do objetivo da pesquisa (2.

As auxinas possuem diversas fungdes no desenvolvimento vegetal na natureza, entre as quais, o
alongamento do caule, dominancia apical e o enraizamento, e sdo amplamente utilizadas nas culturas de
células e tecidos por induzir a divisdo celular. Na planta, as auxinas sdo produzidas nas regides de
crescimento celular localizadas nos apices dos ramos e, em menor quantidade, das raizes, e seu transporte

ocorre do topo da planta em diregdo a base (14),

J4, as citocininas estdo envolvidas em processos de divisdo celular, proliferacdo e morfogénese da parte
aérea e sao utilizadas nas culturas in vitro para a regeneragao das plantas ou indugdo de novos ramos. Na
planta, a sintese das citocininas ocorre nas raizes e seu transporte é feito da base em diregdo as partes

aéreas (1516.12),

Estes dois reguladores s&o, portanto, produzidos em locais diferentes e possuem fun¢des antagbnicas. Se
houver um equilibrio entre as concentragdes de ambas, ocorrera o desenvolvimento de uma massa celular

indiferenciada comumente chamada de callus ou calo (7,
Producao de calos
Na natureza, as plantas podem gerar calo em resposta a um estresse, causado por ferimento ou infecgao

patogénica. A formacéo de calo, também denominada calogénese, pode também ser induzida in vitro por
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niveis elevados de reguladores de crescimento, onde ocorre a desdiferenciacéo das células do explante,

que séo induzidas a retornarem ao estado inicial meristematico 18,

As regides do explante que sofreram sinalizagéo se estabelecem primeiramente na periferia do explante
isolado e, de forma gradativa, em pontos internos do tecido, onde camadas e regides de crescimento ativo
na forma de cunhas passam a se formar e dependendo do balango dos reguladores de crescimento
utilizados no meio de cultura, diversos tipos celulares do explante poderdo se desdiferenciar, caracterizando
assim o novo sistema que passa a ser chamado de calo ©),

O estabelecimento da cultura de calos a partir de explantes (sendo raizes, caules, folhas, flores, etc.) é
dividido em trés etapas@1? (FIGURA 2):

(1) inducgéo: preparacgéo do tecido isolado com a ativagdo do metabolismo para a desdiferenciagéo e divisdo
celular (mitose);

(2) diviséo propriamente dita: as células dividem-se ativamente em células de tamanho menor, iniciando

pelas periféricas e posteriormente ocupando a regido central do explante;

(3) desdiferenciagéo: o tecido perde sua identidade histoldgica, as células tornam-se maiores, vacuolizadas,

a taxa de divisdo diminui e entao ocorre o equilibrio entre a divisdo e a expanséo celular.

FIGURA 2. Sequéncia da formagédo de calo, da periferia para o centro, em explante foliar de andiroba (Carapa

guianensis). (1) Preparacao do tecido, (2) Divisdo das células, (3) Desdiferenciagdo celular.

O calo pode ser produzido em resposta a uma injuria fisica ou quimica, mas é necessario saber que nem
todas as células de um explante formam calo com facilidade ou produzem o metabdlito de interesse, por
isso a escolha do explante & fundamental para um bom resultado?. No entanto, & sabido que, os tecidos
jovens sdo mais adequados que os adultos. O parénquima foi descrito?? como o melhor tecido para o
desenvolvimento de calos, pois se trata de um tecido de consideravel plasticidade.

A formagéo de calo € importante na biotecnologia vegetal, podendo ser utilizada na propagacéo de clones
saudaveis de uma determinada espécie, como tem sido estudada para a conservacdo de espécies
ameagadas de extingdo, como o pau-brasilZ) e espécies alimenticias, como o adogante Stevia
rebaudiana??) e, amazénicas, o cacau e o cupuagu@®; além de ser necessaria para a incorporagio de

genes por biobalistica e para suspens&o celular para a produgéo de metabolitos secundarios@).
A suspenséo celular é utilizada atualmente para culturas em grande escala de células vegetais, a partir das

quais podem ser extraidos metabolitos secundarios. Uma cultura em suspensado é feita por meio da

273
Revista Fitos. Rio de Janeiro. 2018; 12(3): 269-280 | e-ISSN: 2446-4775 | www.revistafitos.far.fiocruz.br



Producéao de metabolitos secundarios por meio da cultura de tecidos vegetais Julio Cezar de Souza, Cristiane Rescarolli
e Cecilia Nunez

transferéncia de uma quantidade de calo para um meio liquido e mantida sob condi¢cdes adequadas de
aeragao, agitagao, luz, temperatura, entre outros parametros 2. A vantagem desse método é que uma vez
otimizado o protocolo, é possivel o fornecimento de uma fonte continua de biomassa. Outra vantagem inclui
a possibilidade de induzir a produgdo de metabdlitos secundarios de uma forma continua utilizando

elicitores tanto bidticos quanto abidticos@9),

Nos ultimos anos foram desenvolvidas diversas configuragdes de biorreatores, que tém se adaptado com
sucesso a producao de células e tecidos in vitro. O uso desta tecnologia possibilita que os nutrientes sejam
efetivamente entregues as células, diferentemente do que pode ocorrer em cultivo em meio de cultura
semissolido2ZD), Neste ambiente também é possivel manipular as variaveis citadas anteriormente, além de

aeragao e forma de fornecimento do meio de cultura, podendo ocorrer de forma constante ou nao.
Producao de metabdlitos secundarios in vitro

As plantas possuem um grande potencial biossintético, porém, o percentual deste potencial utilizado
atualmente é apenas uma fragdo do que as plantas podem nos oferecer. A procura por novas fontes de
produtos naturais e farmacos oriundos de plantas tem se expandido, principalmente sobre aqueles com

acentuado potencial terapéutico ja comprovado(@),

A produgéo de farmacos provenientes de plantas, principalmente aqueles obtidos de espécies de arbodreas,
¢ dificultada por diversos fatores, tais como: qualidade da matéria prima utilizada, acessibilidade, raridade
de espécies de valor comercial e medicinal, principalmente aquelas localizadas em ecossistemas
ameacgados de extingdo@21, Além disso, algumas espécies produzem quantidades muito pequenas da
substancia bioativa de interesse, como & o caso do taxol, utilizado no tratamento contra o cancer, onde sido
necessarias as cascas de trés arvores de aproximadamente cem anos de idade para produzir a quantidade

suficiente para o tratamento de uma pessoa©?,

A biossintese de metabdlitos secundarios é restrita a alguns tipos de células e tecidos especializados, o que

dificulta os processos laboratoriais e industriais de extragéo e purificagédo dos metabolitos secundarios©).

As principais vantagens©2 da producg&o de metabodlitos in vitro sdo: a independéncia dos fatores ambientais,
0 aumento do controle da produgéo, o uso de linhagens que garantam uma qualidade consistente do
produto, a simplificacdo dos métodos de processamento e a recuperacéo do produto alvo, o aproveitamento
de novas rotas de sintese a partir de linhagens mutantes, a utilizagéo de elicitores no direcionamento da
producao e o aproveitamento das biotransformag¢des que ocorrem durante o cultivo de células vegetais in

vitro, entre outras.

Estudos comparativos de metabdlitos secundarios produzidos em plantas obtidas da natureza com
plantulas e/ou calos cultivados in vitro tem sido realizados, assim como ensaios de atividades bioldgicas,
como por exemplo, atividade antioxidante realizados na espécie Thymus lotochephalus, onde extratos
hidroalcodlicos de calos apresentaram maior concentragao de substancias antioxidantes do que as plantas
coletadas, particularmente acido rosmarinico, apresentando assim, um maior potencial antioxidante do que

extratos obtidos de plantas de campo©2),

Estudos comparativos realizados com o género Cyclopia, mostraram que este possui atividade bioldgica

comprovada como antioxidante, antimutagénica, anticancerigena, fitoestrogénica, antidiabética e redutora
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de colesterol. Foram identificadas diversas substancias polifendlicas nos extratos a partir de plantas de
campo e calo, onde trés substancias diferentes das encontradas em plantas de campo foram identificadas
no calo, sendo a primeira vez que derivados de benzofenona e dihidrochalcona foram encontradas no

género Cyclopia®%),

A vincristina e vimblastina sdo substancias com comprovada ag&o antitumoral, porém as quantidades dessas
substancias na planta (Catharanthus roseus) € muito pequena®. Diversos grupos de pesquisa pelo mundo
estdo trabalhando para o melhoramento da produgdo dessas substancias e para isto estdo utilizando a
produgéo de células em suspenséo pela indugdo por meio de elicitores tanto fisicos quanto quimicos@837),
quanto a indug&o in vitro através da genética@®39, demonstrando que esta técnica pode ser uma grande

ferramenta para auxiliar tanto na pesquisa quanto na produgao de metabdlitos com aplicagdes farmacoldgicas.

A artemisinina, importante antimalarico extraido de espécies do género Artemisia, é outra substancia para
a qual esté sendo estudado o aumento da produgéo por suspenséo celular. Seguindo o mesmo plano de
acao para a vincristina e vimblastina, estdo sendo testados o aumento da produgdo em suspensao celular

utilizando elicitores“241),

Foram quantificados “2) os principais metabdlitos secundarios de espécies do género Ocimum (alfavaca e
manjericdo) obtidos de culturas in vivo, culturas de calos in vitro com elicitores e in vitro sem elicitores.
Observaram-se volumes mais elevados de fendis, alcaloides e terpenoides nas culturas de calos in vitro

com elicitores.

A produgéo de camptotecina®® foi 3 vezes maior em suspensao celular de calos de Ophiorrhiza mungos,
se comparado aos niveis encontrados na planta in vivo. A camptotecina € um alcaloide quinolinico com
acdo anticancerigena que esta sendo utilizado em medicamentos de Ultima geragdo. O aumento na
producao de substancias fendlicas e tocoferdis também foi observado em culturas de calos de uma espécie

de uva (Vitis vinifera) com elicitores®445),

No entanto, a produgédo de metabdlitos secundarios de cultura de calos in vitro, muitas vezes pode ser
menor do que a obtida em plantas de campo ou ser até mesmo nula. Pois, a desdiferenciagdo pode levar a

perda da capacidade de produgdo dos metabdlitos de interesse 2. Além de apresentar um custo elevado.

Assim, a obtengéo destes metabdlitos a partir de tecidos diferenciados in vitro pode ser igual ao obtido na
planta de campo. A produgdo em larga escala de tecido diferenciado in vitro (raizes fasciculadas,
microplantas, embrides somaticos, etc.), torna-se economicamente inviavel por necessitar de maior area e

mais gasto com insumos para a produgdo“847),

A vantagem de se obter biomassa vegetal a partir de calos estd na possibilidade de se conseguir maior
quantidade de material vegetal, onde ha a possibilidade de manipulagdo dos fatores que influenciam a

produgdo dos metabdlitos secundarios através do uso de elicitores e/ou biorreatores“849),

Conclusao

A cultura de células/tecidos vegetais in vitro € uma ferramenta eficaz para a produgéo em larga escala de

biomassa vegetal para a extracdo de metabdlitos secundarios de interesse, sem que ocorra a exploragéo
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predatoria de populagdes selvagens. Uma vez que os demais métodos de cultivo vegetal sdo muitas vezes

limitados, onerosos e demandam mais tempo para produgao dos metabdlitos.

A produgio e investigagao de principios ativos oriundos de plantas Uteis as mais diversas vertentes do ramo
da biotecnologia, tais como as industrias cosméticas e farmacéuticas, tem incentivado a realizagdo de
pesquisas com essa técnica. Com isto, espécies vegetais comerciais e inclusive espécies pouco estudadas
ou sem estudos prévios quanto a sua constituigdo quimica, quando cultivadas in vitro, podem fornecer
alternativas para a produgao de biomassa para a produgdo de farmacos através da biotecnologia vegetal e

culturas de tecidos in vitro.
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