Influéncia da micropropagacgéao de Hippeastrum goianum (Ravenna) Meerow na

biossintese de licorina e atividade anticolinesterasica

Influence of micropropagation of Hippeastrum goianum (Ravenna) Meerow on lycorine

biosynthesis and anticholinesterase activity

COSTA, G. G. P.1; SILVA, C. A. G.}; GOMES, J. V. D.}; TORRES, A. G1.; SIMEONI, L. A.%;
FAGG, C. W.?; SILVEIRA, D.!; GOMES-COPELAND, K. K. P.V"
! Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia, Campus Universitario Darcy
Ribeiro, Asa Norte, Brasilia, Distrito Federal, CEP 70910-900, Brasil; > Faculdade de
Ceilandia, Universidade de Brasilia, Ceilandia, Distrito Federal, CEP 72220-275, Brasil,

"Autor para correspondéncia: kiciagomes@gmail.com

RESUMO: A familia Amaryllidaceae € reconhecida pela presenca de alcaloides
isoquinolinicos, a exemplo da licorina, a qual além de antiproliferativa e citotéxica apresenta
atividades anticolinesterasica, antioxidante, anti-inflamatoria e antimicrobiana. Hippeastrum
goianum (Ravenna) Meerow € uma espécie endémica do Cerrado, e devido ao potencial
farmacoldgico e risco de extingdo vem sendo estudada. Assim, o objetivo desse estudo foi
avaliar a viabilidade de obtencdo de licorina a partir de plantulas cultivadas in vitro, e
analisar a sua atividade anticolinesterasica. Foram analisados os extratos etanodlicos de
folhas, oriundos de plantulas in vitro em diferentes condi¢des: o primeiro extrato foi obtido
a partir da germinagéo in vitro de sementes em meio Murashige e Skoog e, 0 segundo
extrato, a partir da micropropagacédo de bulbilhos cultivados em meio suplementado com
ANA 0,5 mg.L* e BAP 10 mg.L. No extrato oriundo da micropropagacdo constatou-se a
presenca de licorina (9,16 * 0,48 ug do alcaloide por grama de folha fresca), enquanto que

no extrato obtido da germinagéo in vitro n&o foi observada a presencga desse bioativo. A



andlise do potencial de inibicAo da acetilcolinesterase, revelou no extrato dos bulbilhos
micropropagados uma ICso 114,8 + 0,95 pug.mL™:, superior as plantulas germinadas in vitro
com ICso 386,00 + 0,97 pug.mL*. Portanto, os resultados evidenciaram que é possivel a
biossintese de licorina a partir da micropropagacéo de bulbilhos da espécie em estudo, bem
como melhora da acdo anticolinesterasica. Esse é o primeiro relato de obtencao da licorina

a partir da micropropagacéo de bulbilhos de H. goianum.
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ABSTRACT: The Amaryllidaceae family is recognized by the presence of isoquinolinic
alkaloids, as for example the lycorine, which in addition to antiproliferative and cytotoxic has
anticholinesterase, antioxidant, anti-inflammatory and antimicrobial activities. Due the
pharmacological potential and risk of extinction has been studied the specie Hippeastrum
goianum (Ravenna) Meerow wich which is endemic from the Midwest Brazilian region. So,
the aim of this study was to evaluate the viability of obtaining lycorine from seedlings
cultivated in vitro, and to analyze the anticholinesterase activity from the leaves ethanolic
extracts of this cultures. Were analyzed the leaves ethanolic extracts from the in vitro
seedlings under different conditions: the first extract was obtained by in vitro germination of
seeds in Murashige and Skoog medium, and the second from micropropagated bulblets
inoculated medium supplemented with ANA 0,5 mg.L' and BAP 10 mg.L!. In the
micropropagation extract the presence of lycorine was observed (9,16 + 0,48 ug of the
alkaloid per gram of the fresh leaf), whereas in the extract from the seeds germination was
not observed the presence of this bioactive. The analysis of the acetylcholinesterase
inhibition potential showed in the extract relative to bulblets micropropagation the 1Cso 114,8

+ 0,95 yg.mL. This activity was higher than extract from the seedlings germinated with ICso



386,00 + 0,97 yg.mL"1. Therefore, the results showed that it is possible to produce lycorine
from the micropropagation of bulblets of this specie in study, also demonstrated the improve
of the anticholinesterasic action in the extract abundant in this alkaloid. This is the first report

of obtaining the lycorine from the micropropagation of bulblets of H. goianum.
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INTRODUCAO

A familia Amaryllidaceae apresenta cerca de 80 géneros, cuja distribuicdo é
majoritariamente tropical e subtropical (Candido et al., 2013; The plant list, 2018a). Esta
familia € amplamente utilizada para fins ornamentais, no entanto, possui reconhecido
potencial medicinal, devido a producédo de alcaloides isoquinolinicos, caracteristicos dessa
familia, além de outros metabdlitos secundarios (Andrade et al.,, 2012). As atividades
biol6gicas séo devido a presenca, principalmente, de alcaloides, a exemplo da galantamina
e licorina. Devido a esse valor farmacolégico, diversas espécies de Amaryllidaceae vém
sendo amplamente estudadas (Andrade et al., 2011).

A licorina (Figura 1) apresenta diversas ac¢des farmacoldgicas relevantes como
antiproliferativa (Silva et al.,, 2008; Havelek et al.,, 2017), citotoxica, antimalérica,
anticolinesterasica (Bastida et al., 2006; Liu et al., 2015) e antimicrobiana (Bendaif et al.,
2018). Outros estudos, mostram também atividade contra o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV-1) (Szlavik et al., 2004), coronavirus associado a sindrome respiratéria aguda
grave (SARS-CoV) (Li et al., 2005), poliovirus, virus de coxsackie, herpes virus tipo 1 (HSV-

1) (leven et al., 1983).
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Figura 1. Licorina

O género Hippeastrum pertence a essa familia, e esté representado por cerca de 94
espécies distribuidas na América do Sul e Central, (Okubo, 1993; The plant list, 2018b).
Destaca-se por apresentar flores de carater ornamental e pela sua composicdo quimica.
Nesse género tem-se identificado alcaloides, em especial do tipo tazetina e licorina (Bastida
et al., 1996), dentre as espécies que apresentam esses metabdlitos destacam-se:
Hippeastrum vittatum e Hippeastrum morelianum (Silva et al., 2008; Jin, 2013). A espécie
Hippeastrum goianum (Ravenna) Meerow, de ocorréncia no Centro-Oeste brasileiro,
encontra-se em situacéo de risco de extin¢éo, devido ao forte crescimento urbano na regiao
onde se desenvolve (CNCFlora, 2012), como também a coleta indiscriminada. Portanto,
diante do imenso potencial farmacolégico observado nas Amaryllidaceae, a técnica da
cultura de tecidos de plantas torna-se uma alternativa fundamental para o estudo de
bioprospeccéo, associado a conservacao e ndo-degradagdo da espécie. Permitindo ainda
potencializar a obtenc&o de compostos ativos, além de minimizar variagées que comumente
surgem em plantas cultivadas em campo. De acordo com Diop et al. (2007), para obtencao
de 1 kg de galantamina, um alcaloide encontrado em espécies como Leucojum aestivum e
Narcissus confusus, faz-se necessaria a extracao de cerca de 1 ton de bulbos. Isso pode
gerar a diminuicdo ou até extingcdo de diversas dessas espécies, usando a metodologia de
extragao convencional.

Espécies de Amaryllidaceae possuem boa capacidade de propagacdo vegetativa

devido a presenca de bulbos (Leyton, 2004). Mii et al. (1974) obtiveram brotacdes de partes



aéreas e raizes cultivadas em meio de Murashige e Skoog (1962) suplementado com acido
naftaleno acético (ANA) e 6-furfurilaminopurina (KIN). Em extratos oriundos do cultivo in
vitro da espécie Leucojum aestivum, constataram galantamina, crinina, licorina,
norbeladina, dentre outros (Berkov et al., 2005). Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar
a viabilidade de obtencédo de licorina em extratos de plantulas in vitro de Hippeastrum
goianum, bem como analisar o potencial de inibicdo da acetilcolinesterase em seus

extratos.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

As sementes de Hippeastrum goianum foram coletadas em Brasilia - Distrito Federal,
Brasil. A espécie foi identificada pelo taxonomista Christopher William Fagg (Universidade
de Brasilia), e a exsicata depositada no herbario da Universidade de Brasilia (Fagg 2474).
Até o momento de germinacdo, as sementes foram armazenadas em temperatura

ambiente, envoltas em papel pardo.

Germinagéo in vitro de sementes de Hippeastrum goianum

A desinfestacédo das sementes de H. goianum foi realizada conforme Tahchy et al.
(2010) com adaptagdes. Inicialmente foram imersas em etanol (70% EtOH) por um minuto,
seguida de solucdo comercial de hipoclorito de sodio (2-2,5% NaOCI) durante oito minutos
e, posteriormente, lavadas trés vezes utilizando agua destilada estéril. Sequencialmente,
as sementes foram inoculadas em meio de cultura MS 0,4% (Murashige & Skoog, 1962)
suplementado com 3% de sacarose, 0,7% agar, sendo entdo mantidas em sala de cultivo

a temperatura de 25 °C £ 2 °C em fotoperiodo de 16 horas, com intensidade de iluminacéo



de 50 ymol.m?.s1, obtida por lampada fluorescente branca. Apos trés meses de cultivo in

vitro as folhas foram coletas e submetidas a extracéo.

Micropropagacao dos bulbilhos

Os bulbilhos resultantes da etapa de germinacao in vitro foram submetidos a
micropropagacédo. Inoculados em meio de cultura Murashige e Skoog (1962) com 3% de
sacarose, agar 0,7%, suplementado com acido naftaleno acético (ANA) e 6-
benzilaminopurina (BAP) (0,5 mg.L! e 10 mg.L?, respectivamente). Posteriormente o pH
do meio foi ajustado para 5,8. Os bulbilhos recém inoculados foram mantidos no escuro
durante sete dias a 25 °C £ 2 °C. Em seguida, transferidos para sala de crescimento a
temperatura de 25 °C + 2 °C em fotoperiodo de 16 horas, com intensidade de iluminagéo
de 50 pmol.m?.s?, obtida por lampada fluorescente branca. Apds trés meses, sem

subcultivo, as folhas foram excisadas, e entdo submetidas a extragéao.

Extrac&do do material vegetal

As folhas obtidas da germinac&o in vitro e micropropagac¢ao foram secas em estufa
de secagem com circulacdo e renovacgao de ar SL-102 Solab®, a 37 °C por 24 horas,
apresentando 53,44 e 94,80% de umidade, respectivamente. O material vegetal seco foi
rasurado e macerado em hexano por 24 horas, para a remoc¢ao de compostos apolares. A
segunda extracdo foi realizada com etanol por igual periodo. Apés filtracdo, os filtrados
foram concentrados e secos utilizando rotaevaporador Heidolph Basis Hei-VAP Value® a
40 °C para a obtencdo dos respectivos extratos. Os extratos etandlicos obtidos foram
denominados HGF1 (Hippeastrum goianum folha 1: extrato etandlico produzido apos a
etapa de germinacao) e HGF2 (Hippeastrum goianum folha 2: extrato etandlico obtido das
folhas, ap6s a etapa de micropropagacao dos bulbilhos). Estes foram mantidos a

temperatura de - 20 °C até o momento das analises.



Analise por HPLC-DAD dos extratos de H. goianum

A anadlise quimica foi realizada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em
Hitach LaChrom Elite® HLPC System, acoplado a um Detector de Arranjo de Diodos,
utilizando a coluna RP-18C LiChroCART 150-4,6 Purospher® STAR RP-18e -5
umPurospher STAR. A fase movel foi constituida de uma mistura gradiente de
adgua:metanol:acetonitrila (80:10:10+0,1% &cido trifluoracético) com fluxo de 1 mL.mint. A
deteccéo foi em 290 nm. HGF1 e HGF2 foram solubilizados em metanol na concentracao
de 6 mg.mL2. A identificacdo da licorina foi realizada utilizando adicdo do padréo de licorina
(Sigma-Aldrich) nas amostras. As concentragdes finais de padrao adicionado foram 0,075
e 0,125 mg.mL?'. Para a quantificacdo, uma curva de calibracdo externa foi adotada
utilizando nove pontos, empregando-se como padrao licorina (Sigma-Aldrich). As

concentracdes da curva de calibragédo variaram entre 400 — 0,78 pg.mL™2.

Ensaio espectrofotométrico da acetilcolinesterase

O ensaio de inibicdo da acetilcolinesterase foi realizado com base na metodologia
de Ellman (1961) e modificado por Lépez (2002). 50 pL de enzima a 0,25 U.mLt em tampé&o
fosfato (K2HPO4 8mM, NaH2PO4 2,3 mM e NaCl 0,15 M, pH 7,5), 50 pL do tampé&o PBS e
50 pL de extrato vegetal com concentracdo variando entre 1500 - 23,44 mg.mL*?
(solubilizados em metanol 15%) foram adicionados a microplaca de 96 pocos. Incubou-se
por 30 minutos a 37 °C. Adicionou-se 100 L de substrato solubilizado em agua destilada
(iodeto de acetiltiocolina 0,24 mM, Na2HPO4 0,04M e DTNB 0,2 mM). A mistura foi incubada
novamente por 10 minutos a 37 °C. A leitura da absorbancia foi medida no comprimento
de onda de 405 nm em EnSpire Multimode Plate Reader®. A atividade inibitéria foi
calculada em porcentagem. A absorbancia apresentada pela atividade dos extratos €

correlacionada ao controle positivo (maximo de atividade da enzima sem a presenca de



inibidor). Os resultados de inibigdo da enzima foram analisados utilizando o software Graph

Pad Prism® 7.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Cultivo in vitro

De acordo com os resultados obtidos por observagao, ndo houve contaminacéo das
sementes durante o periodo estudado. A manutencdo dos bulbilhos no escuro durante a
primeira semana de micropropagacao foi necessaria para a minimizacao da oxidacédo no
local da excisdo, que podem causar o comprometimento do desenvolvimento das plantulas,
tal como relatado por Longo et al. (2012) no cultivo in vitro de Allium sativum.

ApoOs trés meses, foi verificada completa germinacdo das sementes de H. goianum
disponibilizadas, havendo bom desenvolvimento de raizes, bulbos e folhas. Na etapa de
micropropagacgédo houve desenvolvimento adequado dos bulbilhos e folhas (Figura 2),
sendo obtidas até trés folhas por plantula, algumas delas ultrapassando 13 cm de
comprimento e ndo havendo contaminagdo em nenhuma das etapas de cultivo. Zhang et
al. (2013) obtiveram um alto coeficiente de propagacédo das sementes de Hippeastrum
vittatum quando cultivadas in vitro. Porém, tais autores salientam a fragilidade de plantulas
e lento desenvolvimento de bulbilhos nessa condi¢do de cultivo, opondo-se ao observado
ao longo desse estudo. Fatores como temperatura, umidade, condi¢des de luminosidade e
meio de cultivo selecionado contribuem para o progresso do cultivo in vitro e ex vitro,
portanto esse conhecimento € de extrema importancia para o progresso dos cultivos in vitro
de plantulas (Zhang et al., 2013).

A germinacdo de sementes em condic¢des in vitro € mais rapida e controlada do que
na germinagéao in situ. Por essa razdo, a germinacdo de sementes na cultura de tecidos

compreende uma importante ferramenta para a preservacdo de diversas espécies (Pierik,



1997; DRAGASSAKI et al., 2003), a exemplo de H. goianum que, atualmente, encontra-se
em risco de extingdo, além de proporcionar uma maior variabilidade genética entre os
individuos. O conhecimento das capacidades de germinacdo e emergéncia das sementes
€ um dos pré-requisitos mais importantes para manter as populacées existentes e restaurar

as espécies ameacadas (Balestri & Cinelli, 2004).

Figura 2 - Plantulas in vitro de Hippeastrum goianum apd6s 90 dias de inoculacdo. (A)

Semente germinada in vitro. (B) Bulbilho apds micropropagacéao.

Anédlise por HPLC-DAD dos extratos de H. goianum

Os extratos etandlicos de ambos os cultivos foram avaliados por HPLC, quanto a
presenca de licorina. Na amostra HGF1 né&o foi possivel identificar a presenca desse
alcaloide, haja visto que o cromatograma obtido ndo mostrou sinais caracteristicos para tal
alcaloide. No entanto, constatou-se a presenca de licorina em HGF2. Foi observado sinal
no tempo de retencdo 11,78 minutos (Figura 3), com maximo de absorcdo em 240 e 290

nm. A confirmagdo da presenca deste alcaloide foi realizada com base no aumento da



intensidade do sinal cromatogréafico associado ao aumento da concentracdo de licorina
guando adicionadas quantidades crescentes de padrao, cujas concentracdes finais foram
0,075 e 0,125 mg.mL*. Ao empregar uma curva de calibracdo externa com equacéo da reta
Y = 20106x + 10852, e o coeficiente de correlacdo R? = 0.9999 foi possivel quantificar a
licorina presente no HGF2 (9,16 + 0,48 g de licorina por grama de folha fresca), obtendo
rendimento de 5,98% no extrato etandlico seco.

A micropropagacao dos bulbilhos no meio de cultura MS suplementado com
reguladores de crescimento ANA 0,5 mg.L* e BAP 10 mg.L*! favoreceu a producéo de
licorina como um dos compostos em maior abundancia no extrato etanélico de H. goianum
(HGF2), tal como alcancado por Zayed et al. (2011), que identificaram esse alcaloide a
partir de bulbilhos micropropagados de Hippeastrum vittatum. Houve aumento de alcaloides
inddlicos no cultivo in vitro de Catharanthus roseus (Papon et al., 2005). Diop et al. (2006)
identificaram galantamina a partir do cultivo in vitro de Leucojum aestivum em diferentes
combinacdes de reguladores de crescimento. Nas espécies Narcissus pseudonarcissus e
Leucojum aestivum foram verificadas a presenca de licorina em extratos oriundos do cultivo
in vitro de folhas e bulbos em meio MS sob diferentes concentracbes de sacarose e

suplementado com reguladores de crescimento (Tahchy et al., 2011).
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Figura 3. Perfil cromatogréfico do extrato etandlico de folhas apds micropropagacdo dos

bulbilhos (HGF2). Licorina (1) identificada com tr = 11,78 min.

Os reguladores de crescimento sdo compostos que promovem a divisdo celular,
influenciam na diferenciacao das células, além de estimularem a biossintese de metabdlitos
secundarios no organismo vegetal. A biossintese de alcaloides no cultivo in vitro vegetal é
diretamente influenciada pela composicdo e concentracdo adequada de reguladores de
crescimento (Verpoorte et al., 1991).

As citocininas e auxinas podem, neste estudo, ter interagido de maneira sinérgica
ndo somente para o desenvolvimento dos bulbilhos, mas também na biossintesse da
licorina. Portanto, essa metodologia mostrou-se eficaz para melhorar a produtividade de um
sistema in vitro no caso de alcaloides. Contudo, a identificacdo desse alcaloide nas folhas
de H. goianum confere maior relevancia ao presente trabalho, pois relata pela primeira vez

a producdao de licorina a partir de folhas de bulbilhos micropropagados.

Atividade anticolinesterasica

Os extratos etandlicos HGF1 e HGF2 foram avaliados quanto a sua atividade
anticolinesterasica. O extrato HGF1 mostrou um valor de ICso de 386,00 + 0,97 ug.mL?,
enquanto HGF2 apresentou um valor de ICso 114,80 + 0,95 pg.mL®. A atividade
anticolinesterasica variou de acordo com o método de cultivo testado, e esse aumento da
atividade inibitéria de HGF2 revelado pela maior biossintese de licorina e demais
metabolicos secundarios sintetizados nédo identificados nos extratos etanodlicos. Estudos
com extratos obtidos a partir do cultivo in vitro de Narcissus pseudonarcissus corroboram,
guando relatam que com o aumento do teor de galantamina, a inibicdo da atividade
anticolinestrasica também foi elevada (Tahchy et al., 2011). Cortes et al. (2015), ao

avaliarem fracbes de extratos resultantes de Hippeastrum barbatum e Hippeastrum



puniceum, obtiveram ICso de 28,13 + 1,68 ug.mL* e 25,73 + 1,75 ug.mL™, respectivamente,
e correlacionaram esse resultado a presenca de licorina, a qual foi identificada e
guantificada em todos esses extratos, estando em maior abundancia em Hippeastrum
puniceum, justificando a melhor atividade desse extrato.

Portanto, o método de micropropagacao viabiliza a biossintese de licorina e outros
alcaloides, contribuindo dessa forma, para avaliagdo de bioprospeccao de espécies com

interesse farmacoldgico sem que haja a degradacao de seus espécimes.

CONCLUSAO

Esse é o primeiro relato envolvendo a producéo de licorina e atividade enzimatica a
partir da micropropagacdo in vitro da espécie Hippeastrum goianum. Os resultados
permitiram concluir que a etapa de micropropagacao in vitro foi viavel e importante para a
biossintese de licorina, haja visto que ndo houve producdo de licorina na etapa de
germinacdo in vitro das sementes de H. goianum. O potencial de inibicdo da
acetilcolinesterase no HGF2 (114,80 + 0,95 ug. mL?) foi superior em relacdo a HGF1
(386,00 + 0,97 pg.mL™?). Portanto, esse trabalho contribui para estudos de micropropagacéo

de plantulas de H. goianum como meio de obtencéo de licorina.
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