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RESUMO

Galantamina é um alcaloide encontrado na familia Amaryllidaceae utilizado para
minimizar os efeitos da doenca de Alzheimer. A principal fonte de Gal séo bulbos e partes
aéreas de plantas como Galanthus spp, Leucojum sp e Narcissus spp. A sintese organica
de Gal mostrou-se inviavel, o que culminou na obtencdo deste composto a partir de
populacdes nativas dessas plantas, acarretando assim, na coleta indiscriminada de varias
espécies. Como consequéncia disso o risco de ameaca de extin¢do de varias espécies de
Amaryllidaceae tornou-se uma realidade. Nesse sentido, a cultura de tecidos de plantas
surgiu como uma alternativa sustentavel para a producao de Gal, uma vez que é possivel
obter os alcaloides de interesse a partir do cultivo in vitro dessas espécies. Essa técnica é
baseada na totipoténcia das células vegetais, e tem sido apontada como valioso
instrumento para estudos de metabolitos, constituindo um sistema apropriado para a
producdo de compostos farmacologicamente importantes. Nesta revisdo, fez-se um
compilado de trabalhos que abordam as ferramentas até entdo descobertas na cultura de
tecidos vegetais capazes de otimizar a producdo de galantamina. Nossos resultados
apresentam estratégias de cultivo in vitro com a utilizagdo de elicitores, precursores ou

componentes intermediarios e reguladores do crescimento de plantas/ fitohormonios

Palavras-chave: Alzheimer; Amaryllidaceae; Galantamina; Cultura de tecidos.
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1. INTRODUCAO

A deméncia é uma sindrome gque tem como caracteristicas marcantes o comprometimento
de fungbes cognitivas como memodria, aprendizado, linguagem e percep¢do acarretando
em prejuizo tanto nas atividades basicas da vida diaria (ABVD) quanto nas atividades
instrumentais da vida diaria (AIVD) [1].

No cenario mundial a deméncia representa um problema de sadde publica, em 2015
estimava-se que havia 46,8 milhdes de pessoas em todo 0 mundo com deméncia [2]. Em
2017, no entanto, acredita-se que este nimero subiu para cerca de 50 milhGes de pessoas
afetadas [2]. A tendéncia é que esse valor quase dobre a cada 20 anos, atingindo 75
milhGes em 2030 e 131,5 milhées em 2050 [2].

No ano de 2015, o custo total da deméncia em todo 0 mundo foi estimado em US $ 818
bilhdes, isso representa 1,09% do PIB mundial. Em 2018, é provavel que o custo global

da deméncia atingira a cifra US$ trilhdes de dolares americanos [2].

A doenca de Alzheimer (DA) pode ser definida como uma sindrome neurodegenerativa
progressiva de fisiopatologia complexa e causa multifatorial [3]. A DA é a forma mais
comum de deméncia correspondendo a 60-80% dos casos, sendo que em metade dessas
ocorréncias relata-se apenas DA e nos demais ha evidéncias da presenca de deméncia
mista [3, 4]. Os sinais e sintomas caracteristicos da DA sdo a perda de memoria,

dificuldade em realizar tarefas rotineiras e confusdao mental [4].

Estre os aspectos fisiopatologicos mais marcantes podemos ressaltar a presenca de placas
B-amiloide (BA), acimulo de proteina tau (p-tau) com formacdo de emaranhados
neurofibrilares, bem como mutagc6es nos genes da proteina precursora amiloide (APP) e
proteina presenilina 1 (PSEN1) e presenilina 2 (PSEN2) [4] [5]. Assim como, a morte
maci¢a de neurbnios em regiGes como cortex cerebral e hipocampo [6]. A perda de
neurbnios colinérgicos e consequentemente a reducdo da sua sinalizacdo também ¢é
associada ao prejuizo cognitivo instalado. Sabe-se que em modelos animais essa

disfuncéo é suficiente para mimetizar um estado de deméncia similar ao Alzheimer [7]

[8].

O principal fator de risco para o desenvolvimento de DA é a idade, considerando que a
maior parte dos diagndsticos sdo estabelecidos em pessoas maiores de 65 anos [4]. Dados
retirados de um estudo realizado nos EUA apontam que a incidéncia de novos casos de
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DA aumenta significativamente, sobretudo em pessoas com idade entre 75-85 anos, esses
estudos monstram que dentre as pessoas diagnosticadas com DA, 82% tém 75 anos ou

mais [9].

Em 2005, foram estimados 24,2 milhdes de casos de pessoas no mundo com deméncia e
acredita-se que esse numero possa quadruplicar até 2050 [10]. Segundo dados do
Relatério da Associacdo de Alzheimer de 2017 a prevaléncia de DA entre 0s americanos
é de 5,3 milhdes, o que significa que uma a cada 10 pessoas com idade superior a 65 anos
teve diagndstico de Alzheimer e 480.000 pessoas ainda irdo desenvolver DA no mesmo
ano [11].

Considerando a populagdo com idade acima de 60 anos foi observado uma maior taxa de
prevaléncia e incidéncia de deméncia nas regiGes da América do Norte e Europa

Ocidental, seguidos pela América Latina [12].

No Brasil, calcula-se que na populagdo com idade superior a 65 anos as projecoes subam
de 7,6% para 7,9% entre 2010 e 2020, o que representa 55.000 novos casos a cada ano
[13].

Entre as opc¢des farmacoldgicas para o tratamento da DA esta a galantamina (Gal), um
composto que atua como inibidor reversivel da acetilcolinesterase (AChE) e modulador
alostérico dos receptores nicotinicos da acetilcolina (nAChRs) [14-16]. Em razdo do seu
duplo mecanismo de acdo, a Gal melhora significativamente os deficits de aprendizado,
seja pela inibicdo da acetilcolinesterase (AChE) e consequente maior liberacdo do
neurotransmissor acetilcolina na fenda sinaptica, como também pelo aumento da

concentracdo dos receptores nicotinicos [17-19].

Galantamina

Figura. 1. Estrutura quimica da Galantamina. Fonte: European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI).
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Estudos realizados com modelos in vitro e in vivo apontam também efeitos pleitropicos
da Gal em tecidos cerebrais submetidos a estresse por privacdo de glicose e oxigénio

indicando dessa forma uma acdo neuroprotetora [20, 21].

A galantamina é o composto mais amplamente estudado da familia Amaryllidaceae,
sendo caracterizada como um potente inibidor da acetilcolinesterase de acao prolongada,
seletiva, reversivel e competitiva [22-24]. Amaryllidaceae é uma familia de plantas com
flores bulbosas, monocotileddnea e da ordem Asparagales [25]. As espécies vegetais
dessa familia possuem propriedades antivirais, antitumorais e anticolinesterasicas [26-
28]. Atualmente, a lista de plantas que contém Gal inclui cerca de 20 espécies e a procura

por novas fontes ainda continua [29].

A Gal é um alcaloide isolado de bulbos e partes aéreas de plantas como Galanthus spp,
Leucojum sp e Narcissus spp [30-32]. Foi isolada pela primeira vez na espécie Galanthus
woronowii, da regido do Caucaso, em 1952 [33]. Na Bulgéaria, a Gal foi isolada de
Galanthus nivalis [34]. Os extratos de G. nivalis foram amplamente aplicados na
medicina popular de muitos paises da Europa Oriental e do Mediterraneo [35]. Nas
décadas de 1960 e 1970, sob o nome comercial Nivalin a Gal foi usada nos paises da
Europa Oriental principalmente para tratar a poliomielite [36]. Galanthus spp € o género
de bulbos ornamentais de origem selvagem mais comercializado no mundo. Séo 5,25
milhdes de bulbos exportados da Turquia de G. elwesii e 18 milhdes (15 milhdes da
Georgia e 3 milhdes da Turquia) de G. woronowii. Essa demanda é motivada pela paixao
por Galanthus spp (Snowdrops) especialmente na Europa. Entretanto, por causa da coleta
indiscriminada de Galanthus spp, vérias espécies desse género estdo entre as ameacadas
de extingdo da Lista Vermelha de Espécies Ameacgadas da Unido Internacional para a
Conservacao da Natureza (IUCN) (https://newredlist.iucnredlist.org/) (tabela 1) [37].


https://newredlist.iucnredlist.org/

Tabela 1. Dados taxonémicos e biogeograficos de espécies que contém galantamina em seu habitat
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nativo.
FAMILIA GENERO ESPECIE NOME POPULAR LOCALIZAGAO CLASSIFICAGA | TENDENCIA
O NA LISTA | POPULACIONA
VERMELHA DA | L
IUCN
“Snowdrop” comum; (Floco Extensa distribuicdo
G. nivalis*** de Neve) em toda a Europa*** | Quase ameagada Diminuindo
Bulgaria; Grécig;
Galanthus spp Moldévia; Roménia;
G. elwesii*** “Snowdrop” Sérvia; Turquia; Diminuindo
Ucrania*** faled
(0] norte do
G. woronowii “Snowdrop” Céucaso; Transcauca - -
Losinsk sia (Caucaso Sul);
Turquia.
“Summer snowflakes” Extensa ocorréncia
Leucojum sp L. aestivum*** (Floco de neve de verao) pela Europa*** Menor Estavel
preocupacado

AMARYLLIDACEAE

OBRAS BASE DOS ASPECTOS

TAXONOMICOS

GENERO/ ESPECIE CARACTERISTICAS LOCALIZACAO AUTOR/ ANO
NOME
GENERICO

N. Até 30 cm; flores bicolores | Espanha, sul da

Narcissus spp

(Daffodils”;
Narcissus
(Narciso)

pseudonarcissus
L *

brancas / amarelas; corola
ndo amplamente expandida e
franzida

Franca, norte da
Italia; naturalizada
em varios outros
paises da Europa.

N.
pseudonarcissus
L. cv. Carlton

() (%)

Cultivo derivado total ou
parcialmente de N.
pseudonarcissus. Baseado no
esquema RHS 1998 de
classificagdo em 13 divisdes.
Pertence ao grupo de 'large-
cupped' de narcisos ricos em
Gal (Divisdo 2).

Corola (‘cup’) mais de um
terco do comprimento do
perianto, mas n&o téo longo.

Cultivada em larga
escala nos Paises
Baixos e no Reino
Unido.

Kreh and Matusch, 1995

Kreh et al., 1995a
Kreh et al., 1995b
Piozzi et al., 1969

Narcissus
pseudonarcissus
subsp. portensi

N. portensis Pugsley. Até 20
cm de altura com flores
amarelas brilhantes

Norte de Portugal,
Espanha central e

A. Fern, 1951

s (Pugsley) (*) uniformes; perianto noroeste
(***) visivelmente mais curto do

que o trompete em forma de

funil.
N. confusus Semelhante a N. hispanicus Espanha Central Bastida et al., 1987a
Pugsley (*) Flores totalmente amarelas, Bastida et al., 1987b
(***) voltadas obliquamente para

cima. Corola menos
gueimada na boca.

Nota: (*) Numerosos taxons foram descritos e eles receberam varias classificagdes taxondmicas, muitos deles como
variantes de N. pseudonarcissus. Devido a existéncia de hibridos naturais, cultivo extensivo e reproducéo, e fuga e
naturalizacdo, o nimero de espécies reconhecidas de Narciso varia de 26 a cerca de 80. (**) Indeterminado, em razdo
de sua distribuicdo ser fragmentada além de ser confundida com a espécie G. gracilis. (***) Espécies introduzidas
em outras localidades, (ex: Narcissus): a reproducéo comercial desse género se concentra no Reino Unido e nos
Paises Baixos Obs: As espécies citadas de Narciso ndo constaram na lista de espécies ameagadas até a data desta
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consulta. Entretanto, ha diversas outras espécies do género Narcissus sob ameaga. Fonte: IUCN Red List of
Threatened Species. Disponivel em: <https://www.iucnredlist.org/>. Acesso em: 04 de outubro de 2018 [121-124].
Santos-Gally R, et. al. (2012) [125]. Hanks G. R (2002) [126,127].

A partir de 1960, a extracdo para producéo industrial da Gal se concentrou em Leucojum
aestivum, encontrada na Bulgéria, em funcdo dessa espécie dispor de uma maior
concentracdo desse composto e maior biomassa [38-42]. A Leucojum aestivum ou floco
de neve de verdo, espécie Euro-Mediterranea, é a principal fonte comercial de Gal na
Bulgéria [43], essa espécie ja esteve ameagada em razdo do aumento da demanda por esse
composto, e consequente reducgédo das populacGes selvagens [44], chegando ao ponto do
material recolhido decrescer para 5 toneladas, onde anteriormente eram retirados por
volta de 15-10 toneladas [45-48]. Isso levou a inclusdo de L. aestivum na Lista Vermelha
de Espécies Ameacadas da IUCN / Red Data Book of Bulgaria, 1984 [49]. Atualmente,
Nno entanto a espécie encontra-se em situacao estavel segundo esta mesma entidade devido
a politicas de protecao da espécie que foram implementadas (tabela 1). Segundo dados
do site da IUCN, L. aestivum é geralmente escassa nas regides onde é nativa, porém €
muito difundida pela Europa e foi introduzida em grande parte da América do Norte
(tabela 1).

A busca por fontes mais sustentaveis de Gal levou ao género Narcissus, em razdo do seu
material vegetal ser encontrado em maior quantidade e por um preco mais barato, devido
ao cultivo para ornamentacdo [50]. O género Narcissus L contribui com cerca de 80
espécies para o total de aproximadamente 850 espécies em 60 géneros [51]. Definir a
taxonomia de Narciso é dificil devido a facilidade com que a hibridizacdo ocorre
naturalmente, acompanhada de cultivo extensivo, reproducdo, selecdo, fuga e
naturalizacdo [52]. No Reino Unido, o termo " Daffodil" é usado para “trumpet” ou “large
cup” o nome popular para tipos de Narciso maiores, e "narcissi" para tipos menores de
flores. Nesta revisdo, o termo Narcissus (ou Narciso) € utilizado para descrever todos 0s
tipos [53]. A hibridizag&o resultou em Narcisos comerciais que estdo em grande parte dos
casos maiores e mais robustos que seus pais selvagens [54]. O cultivo de Narcisos tem se
concentrado no Reino Unido e Paises Baixos [55]. Devido a sua ampla disponibilidade
comercial a variedade Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton é atualmente utilizada na
producdo comercial de Gal [42]. Nesse sentido, a variedade “Carlton”, registrada desde
1927, se mostrou interessante, pois possui alto percentual de Gal (tabela 2) [56]. Nos

Paises Baixos, o principal produtor de bulbos de flores ornamentais do mundo,


https://www.iucnredlist.org/
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aproximadamente 20.000 hectares sdo dedicados ao cultivo de bulbos anualmente, dos
quais quase 1700 hectares sdo usados para Narciso [57].

Tabela 2. Relacéo entre a porcentagem de contelido de alcaloides totais e Galantamina

Espécies Alcaloides (%) Galantamina (%)
(MF) (MS) (MF) (MS)
Narcissus ‘Carlton’ 0,216 0,555 0,0725 0,1880
Narcissus ‘Gigantic Star’ 0,157 0,650 0,0290 0,1201
Galanthus elwesii 0,113 0,290 0,0084 0,0213
Galanthus nivalis 0,071 0,124 0,0013 0,0031
Leucojum aestivum 0,033 0,236 0,0009 0,0065

Fonte: Adaptado de Hanks G. R. Narcissus and Daffodil. The Genus Narcissus. London, UK: 2002 [128].

O Reino Unido é o maior produtor de daffodils e de flores de Narcissus. O crescimento
de daffodils acrescenta cerca de £ 23 M / ano a economia do Reino Unido, crescem
aproximadamente cerca de metade dos bulbos de daffodil do mundo [58]. As variedades
cultivadas de Narcisos foram classificadas em 13 divis6es com mais de 27.000 variedades
distintas [59].

Desde a aprovacdo da Galantamina para uso clinico pela Food and Drug Administration
(FDA) em 2001 [60] sua eficacia e seguranca no tratamento da DA vem sendo
comprovadas em numerosos ensaios clinicos [61]. Em 2014, foi publicado um estudo
randomizado, controlado, duplo cedo realizado por 2 anos com mais de 2000 pacientes
com DA leve a moderada que mostrou que o tratamento com Gal reduziu
significativamente a taxa de mortalidade e apresentou beneficios no progndstico do grupo
tratado com este composto, sendo relatados melhoras no desempenho cognitivo e
realizagdo de atividades diarias [61].

No ano 2000, a Gal foi lancada nos EUA e na Europa como um medicamento para
tratamento da sintomatologia do Alzheimer sob o nome de Reminyl pelo laboratério
Janssen Pharmaceuticals, parte da Johnson & Johnson, nome posteriormente alterado, em
2005, para Razadyne nos EUA [62] como forma de para evitar confusdes com o

medicamento para diabetes Amaryl (glimepirida) da Sanofi-Aventis [63].
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No Brasil, a Gal é comercializada na forma de sal de bromidrato de galantamina
(nomenclatura genérica), Coglive (similar) e Reminyl (referéncia). As apresentacdes
disponiveis sdo em capsulas de 8 mg, 16 mg e 24 mg [64]. Conforme a Nota Técnica
N°466/2014 publicada pelo Ministério da Satde a Galantamina é aprovada clinicamente
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para os seguintes tratamentos:
(1) sintomatico da deméncia do tipo Alzheimer de intensidade leve a moderada (2)
sintomatico da deméncia de Alzheimer de intensidade leve a moderada com doenca

vascular cerebral relevante [65].

Alguns dos problemas enfrentados para a comercializagdo da galantamina como
medicamento em larga escala foram o numero restrito de fornecedores e cobranca de
precos altos, ja que, ela provém de fontes botanicas e os Unicos fornecedores para
exportacdo eram da Bulgéaria e cobravam valores por volta de US$40,000/kg de matéria

prima [62].

Tendo em vista a situacdo das espécies ja descritas que contém Gal a aplicacdo de medidas
de protecdo e conservacao dessas espécies sdo urgentes e necessarias, uma vez que podem
incorrer na falta de matéria prima para a fabricacdo do medicamento, com consequente
prejuizo no tratamento de pessoas diagnosticadas com Alzheimer, sobretudo, levando em
consideracao que os dados epidemioldgicos apresentados apontam uma linha crescente

no diagndstico de pessoas com DA [10, 11, 13].

Sabendo que as plantas produtoras de compostos de interesse farmacoldgico, por vezes,
séo alvo de coleta desmedida e nociva, tendo assim sua populagcdo ameacada, torna-se
necessario o emprego de outras ferramentas, tendo em vista a obtencdo de bioativos de

interesse de maneira sustentavel [66].

Uma alternativa para promover esse tipo de producéo é a técnica de cultura de tecidos de
plantas que se baseia na totipoténcia das células vegetais. Essa técnica vem sendo
apontada como valioso instrumento para o estudo de metabolitos especiais, constituindo
um sistema apropriado para a producdo de compostos farmacoldgicos importantes. A
utilizacdo de sistemas de cultivo in vitro € um método bastante eficiente quando o objetivo
¢ aumentar a producdo de substancias bioativas a exemplo da Gal [67]. Na tabela 2 temos

a relacdo entre espécies da familia Amaryllidaceae e a quantidade de Gal (%).
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Os protocolos de implementacdo dessa técnica exigem testes de adequacdo para cada
espécie, em vista que a resposta ao meio de cultivo é varidvel conforme a concentragao
dos indutores utilizados, condicGes e tempo de tratamento, bem como também do

explante utilizado [68].

Nesta revisdo, realizaram-se compilados de trabalhos que abordam as ferramentas até
entdo descobertas na cultura de tecidos vegetais capazes de otimizar a producdo de
galantamina. Em linhas gerais, tem-se resultados da biossintese de Gal a partir dos
elicitores bidticos e abioticos, reguladores de crescimento e agentes precursores ou

componentes intermediarios.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Apresentar um estudo de revisao de literatura sobre a obtencdo e estratégias para otimizar

a producdo de Galantamina em espécies da familia Amaryllidaceae.
2.2 Objetivo especifico

Apresentar estudos que utilizem a técnica da cultura de tecidos de plantas como
ferramenta que permitam otimizar a producdo de galantamina em espécies da familia

Amaryllidaceae com enfoque no género Narcissus spp.

Expor estratégias ja testadas e identificadas que apresentam bons resultados na
otimizacdo da producdo de galantamina in vitro, compreendendo os seguintes eixos: (I)
efeitos de reguladores de crescimento; (Il) elicitores bi6ticos e/ou abidticos e (1)

precursores ou componentes intermediarios.

3. METODOLOGIA

3.1 Coleta de dados

A pesquisa foi realizada nas bases de dados PUBMED (National Institute of Health), BVS
(Biblioteca Virtual em Saude) e SCOPUS (Editora Elsevier) utilizando os unitermos:
“Alzheimer disease” [(ou doenca de Alzheiemer)] AND “Amaryllidaceae” AND
“callogenesis” [( ou calogénese)] OR “calluses” OR “callus” [(ou calos)] AND
”galantamine” OR “galanthamine” [( ou galantamina )] AND “elicitors” [( ou elicitores)]
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AND “Narcissus spp” AND “plant cell culture” OR “plant tissue culture” [( ou cultura
de tecidos)] OR “secondary metabolites” [( metabolitos secundarios)].

3.2 Critérios de inclusao

(1) estudos que contemplem variaveis relacionadas a obtencdo de Galantamina pelo
cultivo in vitro (2) estratégias para otimizar o processo de biossintese de Galantamina em
espécies do género Narcissus spp da familia Amaryllidaceae; (3) artigos publicados entre
0s anos de 1997 e 2017; (4) estudos em lingua inglesa e/ou portuguesa.

3.3 Critérios de exclusdo
Estudos que ndo contemplam o tema alvo da pesquisa apds analise do resumo ou do texto
completo.

4. RESULTADOS

4.1 Impacto da acdo de elicitores bidticos e abidticos sobre a producéo de Gal

Os elicitores séo sinais que desencadeiam a formacéo de metabdlitos especiais, podendo
ser classificados como bioticos e abioticos. Ambos séo utilizados para estimular a
formacdo desses metabdlitos, diminuindo o tempo necessario para atingir suas altas

concentrages [69].
Acéo do metil jasmonato

No estudo conduzido por Colque et. al. (2004) aglomerados de brotos de Narcissus
confussus foram tratados com concentracgdes diferentes de elicitores de uso comum como
metil jasmonato (MJ) (12 a 112 mg/L), acido araquidénico (AA) (1 a 10 mg /L), quitosana
(QS) (50 a500 mg/L) e acido salicilico (AS) (14 a 138 mg/ L) [70]. O efeito dos elicitores

foi diferente de acordo com o tipo e a concentracao de elicitor utilizada [70].

Foi observado que AS em todas as concentracdes testadas, e MJ em altas doses afetaram
negativamente o crescimento dos explantes Narcissus confussus [70]. Por sua vez, AA
aplicado em concentracdes intermediarias (8,21 e 16,42 uM) apesar de ndo
significativamente, aumentou numericamente o crescimento dos explantes em relagcéo ao

controle, enquanto as doses mais baixas e mais altas deste composto diminuiram [70]. A
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QS estimulou o crescimento dos explantes em concentragdes intermediarias 100 e 250
mg/L, sendo que a sua menor concentragdo 50 mg/L ndo afetou o crescimento, enquanto
que em sua maior concentracdo 500 mg/L houve reducdo, mas ndo estatisticamente

significativa. [70].

Em relacdo a producdo de Gal foi constatado que a adicdo de MJ em qualquer
concentragdo promoveu significativamente sua liberacdo de aglomerados de brotos para
0 meio de cultura em comparagdo com os explantes de controle. Esse efeito foi mais
acentuado no tratamento com a menor concentracdo de MJ (25 uM), onde a producéo de
GAL foi 3,8 vezes maior que o controle no 10° dia de cultura [70]. Ja com relacdo ao AA
ocorreu o inverso, a inibicdo da liberacdo de Gal para 0 meio em todas as concentracoes
[70]. Observou-se em relacdo aos niveis de Gal nos tecidos que todas as concentra¢es
de MJ utilizadas promoveram a producédo desse alcaloide, em especial nos aglomerados
de brotos tratados com 25 pM, onde foi acumulado 2 vezes maior em relacdo aos

explantes controle, mostrando diferencas estatisticamente significantes [70].

A liberacdo de N-Formil Galantamina (FNGAL) foi estimulada principalmente pela MJ
e AS, e em menor proporgédo pelo AA. Esse alcaloide foi acumulado no tecido em maior
quantidade que os demais alcaloides, até mesmo do que Gal. A presenca de MJ em
todas as concentragdes testadas aumentou significativamente a liberacdo de alcaloides,
sendo esse efeito mais pronunciado na concentracdo de 25 uM. Em geral, no entanto, a
adicdo de QS, AA e AS levou a uma baixa liberacdo de alcaloides para 0 meio de
cultura em relacéo aos controles [70]. Com relagéo aos alcaloides totais acumulados nos
explantes, como no caso da liberacdo de alcaloides, é possivel observar que a adi¢ao de
MJ em qualquer uma das concentragdes utilizadas promoveu a producéo de alcaloides.
Por outro lado, a presenca de AS no meio de cultura inibiu essa acumulac¢do em relagéo

direta as concentraces utilizadas [70].

Corroboram esses achados, um estudo que analisou os efeitos de quatro elicitores (metil
jasmonato, acido salicilico, sulfato de cobre e nitrato de prata) sobre o crescimento e
producédo de alcaloides em culturas de brotos de L. aestivum [72]. O metil jasmonato (22,4
mg/L; 7 semanas de cultura) resultou numa producdo significativamente melhorada de

Gal em folhas e bulbos, enquanto que os outros eliciadores inibiram a producéo [72].

Efeito da sacarose
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A manipulacdo de aspectos fisicos e elementos nutricionais de cultura influencia
substancialmente o metabolismo especial de células e tecidos de plantas [73, 74]. Dessa
maneira, sabendo que a sacarose é uma fonte de carbono comumente utilizada em células
vegetais nos meios de cultivo de tecidos e érgdos. Selles et. al. (1997) investigaram o0s
efeitos de concentracOes que variam de 3% a 18% (30, 60, 90, 120, 150 e 180 g/L) de
sacarose no cultivo de Narcissus confusus em meio de cultura liquido-agitado (110 rpm),
por duas semanas utilizando duas fontes de explantes distintas: a placa basal de bulbos
(prato) e sementes maduras. [75]. Constatou-se que os brotos de ambos os explantes
cresceram mais quando cultivados com 9% de sacarose em meio MS (Murashige e Skoog)
[76] suplementado com 1 mg/L 2,4-D, 5 mg/L BA [75], sugerindo que a fonte do explante
ndo influencia o crescimento dos brotos. No entanto, estudos realizados com N.
pseudonarcissus cv. Carlton a producdo maxima de brotos e bulbos em meio MS
contendo 1 mg/L ANA, 5-10 mg/L BA deu-se em apenas 3% de sacarose [77].

Segundo El Tahchy et al. (2011) concentragdes elevadas de sacarose (6% ou 9% ou 12%)
induzem organogénese, mas diminuem a formacéo de calos em Narcissus [78]. Esses
resultados estédo de acordo com outros estudos que constataram que altas concentracoes
de sacarose induziram melhor a organogénese, diminuindo a calogénese no cultivo de
Narcissus [80, 81] e em L. aestivum [82, 83]. Assim como de acordo com Chow et. al.
(1992), aumentar a concentracdo de sacarose do meio MS de 3% para 6% ou 9% levou a
um aumento na porcentagem de formacdo de brotos em Narcissus para 48% e 71%,

respectivamente [79].

Em Narcissus confusus a relacdo de (MS/MF) foi maior nas maiores concentracdes de
sacarose. Este efeito pode estar veiculado ao estresse hidrico [75]. Takayma e Miswa
(1979) levantaram a hipdtese de que a sacarose poderia mediar mudancgas no potencial

osmotico de Lilium auratum, explicando, assim, seu efeito no crescimento de bulbos [84].

Brotos de Narcissus confusus cultivados em 9% de sacarose ou menos apresentavam
coloragdo verde-escuro, com um comprimento de 5-6 cm, enquanto os que foram
cultivados em maiores concentracdes de sacarose mostraram-se com coloracdo verde-
claro com predisposicao a vitrificagdo, sugerindo que altos niveis de sacarose foram
fatores estressantes para os brotos em ambas as fontes de explantes. Estes brotos exibiram

folhas verdes reduzidas e desenvolvimento deficiente. [75].
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Com relacdo aos alcaloides do tipo galantamina (Gal e NFGAL) em aglomerados de
brotos derivados de bulbos, a maior producéo foi observada em 180 g/L de sacarose, onde
o0 acumulo total de Gal foi de 0,457 mg por cultura e 0 de NFGAL 0,264 mg por cultura
[75]. Os autores acreditam que esse fato pode estar relacionado ao estresse hidrico [75].
No entanto, esses dados estdo de acordo com os obtidos por El Tahchy et al. (2011), onde
o contedo de Gal aumentou para 0,08% (MS) com 120 g/L de sacarose, enquanto que
com 60 a 90 g/L obtinha-se 0,015 % (MS) [78]. Ja& em relacéo a producéo de alcaloides
nos brotos provenientes de sementes, foi observado uma producdo méaxima a 9% de
sacarose, sendo os principais alcaloides NFGAL e TAZ, com 0,140 e 0,137 mg por
cultura, respectivamente [75].

A quantidade total de alcaloides foi maior nas culturas de brotos derivados de bulbos do
que de sementes, em razdo da biomassa dos explantes obtido de bulbos ter sido maior.
Por outro lado, a excrecdo de Gal e NFGAL para o meio foi maior nos brotos derivados

de sementes [75].

Os efeitos da modificacdo do meio de cultura MS foram estudados por Georgiev et al
(2009) [85]. Os resultados obtidos demonstraram que é possivel aumentar a producgéo de
Gal otimizando o meio de cultura [85]. Neste estudo, constatou-se que a otimizagao do
nitrato, amonio, de ions fosfato e da concentracdo de sacarose (4,50 g/L de KNOs, 0,89
g/L de NH4NOs3, 1,25 g/L (NH4)2S04, 0,10 g/L KH2POa4e 60 g/L de sacarose ) foi capaz
de aumentar a producédo de Gal em cultura de brotos de Leucojum aestivum [85].

4.2 Uso de reguladores de crescimento de plantas e fitohorménios na

suplementacdo do meio de cultura

A inducdo de calos a partir de embrides de sementes de Narcissus confusus Pugsley
tratados com concentragdes crescentes (0, 0,5, 1, 2, 4 e 8 mg /L) de picloram ou 2,4-D
mostrou que calos tratados com 2,4-D se tornaram amarelos e compactos (hdo-
embriogénicos), enquanto os que foram tratados com picloram por sua vez se tornaram-
se friaveis (embriogénicos) [86]. Ao teste morfoldgico foi observado que calos
embriogénicos dao origem a apices caulinares e embrides somaticos, enquanto que calos
ndo-embriogénicos a estruturas similares a raizes [86]. Embrifes somaticos de calos
embriogénicos N. confusus tratados com 0,5 ou 1 mg/L de BA ou KIN resultaram, no
periodo de até 3 meses, em embrifes somaticos, raizes adventicias e brotos. Sendo que

os resultados de organogénese mais promissores foram alcangcados quando os calos foram
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transferidos para um meio suplementado com 1 mg/L de BA [86]. Assim, 85% dos
aglomerados dos calos produziram brotos em até 6 semanas. Sendo que, 0s aglomerados
de brotos foram capazes de produzir plantulas bulbosas em 1-2 meses apds serem
colocados em meio MS com 1 mg/L de 2,4-D e 5mg/L de BA [86]. Constatou-se também
que nos calos embriogénicos o principal alcaloide acumulado foi Gal, bem como nos
tecidos organogénicos, onde Gal foi o alcaloide principal, representando 38% dos
alcaloides totais. De acordo com esse estudo, calos embriogénicos e brotos de N.
confusus podem acumular quase a mesma quantidade de alcaloides [86]. Ainda nesse
estudo, também foi observado que plantulas regeneradas de aglomerados de brotos ou
embrides somaticos produzem em maior quantidade, sugerindo que existe relacdo entre

o0 grau de diferenciacdo e a concentracdo de Gal [86].

Em um estudo realizado com frutos jovens de Leucojum aestivum foram investigados 0s
efeitos de diferentes combinacdes de concentracdes de auxinas (2,4-D; ANA e picloram)
e citocininas (BAP e zeatina) na inducédo de calos [43]. Os melhores resultados foram
observados em meio nutriente MS suplementado com 3 ou 4 mg/L 2,4-D e 2 mg/L BAP.
No entanto, os melhores resultados em relacéo a organogénese foram obtidos quando os
calos foram cultivados em meio MS com 1,15 mg/L ANA e 2 mg/L BAP, sendo que até
70% dos calos cultivados desenvolveram brotos ap6s 8 semanas de cultivo. Foi
estabelecido que a quantidade de Gal acumulada dependia fortemente do nivel de
diferenciagdo [43]. Assim como também, que a luz aumenta a sintese de Gal em
aglomerados de brotos de L. aestivum cultivados em meio liquido [43]. Este resultado
estd de acordo com de Berkov et al. (2009), no qual aglomerados de brotos cultivados sob
luz acumularam cerca de duas vezes mais Gal (uma média de 74 pg/g de (MS) do que

aqueles cultivados no escuro (uma média de 39ug /g de (MS) [44].

As culturas de calos em geral apresentam quantidades muito baixas de producéo de Gal
(0,03-0,11 pg/g (MS) em Narcissus [87]. Por outro lado, sabe-se que diferenciacao
celular pode afetar diretamente as vias biossintéticas dos alcaloides, uma das razdes é o
aumento do acoplamento oxidativo produzindo precursores de Gal [87]. O interessante,
portanto, é em que o tecido mais diferenciado difere do calo para que a biossintese de

alcaloide possa ser alcancada.

A influéncia da sacarose (30, 60, 90 e 120 g/L), carvao ativado (5 e 10 g/L) e vérias

concentracfes de reguladores de crescimento sobre a organogénese e o acumulo de
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alcaldides foi Gal investigada em Narcissus pseudonarcissus, Galanthus elwesii e
Leucojum aestivum, indicando que a adicdo de carvao ativado ndo parece ser benéfica em
nenhuma condicgéo, ocasionando sempre um efeito negativo, na calogénese e em especial
na organogénese, sua concentracdo no meio nutriente diminuiu a formacéo de raizes e
bulbos [78]. O aumento na concentracdo de 2,4-D fez decrescer a taxa de sobrevivéncia
dos explantes, indicando toxicidade [78]. Os efeitos de BA e 2,4-D, isoladamente, ndo
foram significativos, no entanto, a adi¢do de 2,4-D e BA combinados apresentou um
efeito positivo na producdo de calos, raizes e bulbos [78]. Dessa forma, observou-se que
as combinacdes de BA (4 uM) / 2,4-D (10 uM) foram 6timas para formacao de calo e BA
(5 uM) /2,4-D (12 uM) para bulbos [78]. Selles et al. (1997) relataram que a transferéncia
das culturas de Narcissus confusus para um meio MS sélido contendo baixas quantidades
de 2,4-D (4,52 uM) e altas quantidades de BA (22,2 uM) estimulou a formacéo de bulbos

e o crescimento global [75].

Os calos de Narcisssus foram induzidos com éxito na presenca de baixas concentracdes
de auxina (4,52 uM de 2,4-D). Sage et al. (2000) mostraram que um nimero maior de
embrides somaticos de Narcissus foi produzido com 5 e 10 uM de 2,4-D do que com 0,5
UM [88]. Por outro lado, rendimentos razoaveis de embrides somaticos foram obtidos

pela combinagéo de 2,4-D com BA [88].

A melhor formacéo de calos e bulbos em N. pseudonarcissus foi obtida a partir da parte
aérea em meio MS suplementado com 4uM de BA, 10uM de 2,4-D, enriquecido com 60
g/L de sacarose e isento de carvao ativado [78]. Calos derivados de explantes de bulbos
e folhas de N. tazetta var. italicus mostraram a maior taxa de crescimento e proliferacédo
guando cultivado em meio MS suplementado com alto ANA (3 mg/L) e baixo BAP (1,5
mg/L) [89].

Em cultura de calos de Leucojum aestivum em meio MS suplementado com 25uM de
picloram e 0,5 uM de BA foi observado que a adi¢do de um precursor de etileno, acido
1-aminociclopropano carboxilico (ACC), aumentou a producéo de etileno, mas reduziu a
formacdo de calos e induziu formacdo de embriGes somaticos [90]. Nos embrides
somaticos cultivados em meio enriquecido com ACC, o conteddo de Gal 2% (MS) foi

quase seis vezes maior que o controle 0, 34% (MS) [90].

Curiosamente, ja foi relatado que em meio sem reguladores de crescimento nao héa o

crescimento de calos [86]. Isso sugere que a auxina e a citocinina sao obrigatdrias para o
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crescimento e diferenciacdo celular e que a maior concentragdo de auxinas facilita a

formagéo de calo [91, 92].
4.3 Precursores ou componentes médios na rota de produc¢do de Galantamina

Para elevar o rendimento do produto final, o fornecimendo de precursores ou compostos
intermediarios é uma estratégia vantajosa [93]. Precursores sdo compostos quimicos que

precedem outros compostos em uma via metabolica [94].

Todos os alcaldides da familia Amaryllidaceae séo derivados dos aminoacidos aromaticos
fenilalanina e tirosina, que produzem o precursor da via comum 4'-O-metilnorbeladina
[96]. Os precursores dos alcaloides Amaryllidaceae séo tirosina, fenilalanina, tiramina,
acido trans-cinamico, norbeladina e 4-O-metilnorbeladina [97]. A adicdo de um precursor
pode desencadear maiores rendimentos de alcaloides [95]. Neste caso, o acoplamento
fenol oxidativo de 4'-O-metilnorbeladina pode ocorrer nas posic¢des orto-para ', para-orto’
e para-para ' [42] [118]. A Gal é formada pelo acoplamento oxidativo para-orto' fenol
da 4'-O-metilnorbeladina [98].

Concentrac@es de &cido trans-cinamico (TCIN) (250 a 1000 mg/L) foram utilizadas para
analisar a producéo de alcaloides em culturas de aglomerados de brotos de N. confusus.
Na maior concentragdo (1000 mg/L) de TCIN foi demonstrado um aumento na producao

de Gal e NFGAL, embora este nivel tenha inibido o crescimento de culturas [95].

Estudos usando deutério marcado apontaram que 4'-O-metilnorbeladina, um precursor
central dos alcaloides da familia Amaryllidaceae, pode ser absorvido por células
cultivadas e transformado em alcaloides Amaryllidaceae [98] [99].

A incorporagdo de 4'-O-metilnorbelidina no meio liquido de culturas de brotos de L.
aestivum mostrou uma biossintese altamente estimulada de Gal 0,5 mg/g de (MS). A
producdo maxima de alcaloides foi observada com concentracdo de precursor de 0,1 g/L
apos 15 dias de cultivo [100].

5. DISCUSSAO

As estatisticas de deméncia disponiveis sdo alarmantes, apontando que uma pessoa
desenvolve deméncia a cada 3 segundos [2]. A cada ano sdo mais de 9,9 milhGes de novos
casos em todo o mundo [2]. A perspectiva € que em 2030 o nimero de pessoas com

deméncia no mundo chegue préoximo aos 132 milhdes [2]. Esse cenario ressalta a
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importancia de assegurar o tratamento das doencas neurodegenerativa, sobretudo da DA
que é a mais prevalente de todas elas [101]. Nesse sentido, a galantamina, o primeiro
alcaloide da familia Amaryllidaceae aprovado para uso clinico tem um papel relevante
[102].

O mecanismo de acdo da Gal € por meio da inibicdo reversivel da AChE e modulagéo
alostérica dos receptores NAChRs [14-16]. Mas além da acdo colinérgica a Gal possui
atividade antioxidante, neuroprotetora e antiapoptdtica [103,104]. Foi demonstrado que
ao modular o sistema colinérgico a Gal reduz os niveis de peptideo PA em cultura de
células e no liquido cefalorraquidiano, indicando que a Gal pode ndo estar agindo
puramente como um tratamento sintomatico [105,106]. Além disso, estudos
demonstraram que o tratamento crénico com Gal pode degradar os depdsitos de placas
neuriticas em camundongos (5XFAD) com predisposicdo ao deposito precoce de placas
amiloides [107].

Esses resultados contribuem com a alegacdo de que a Gal ndo apenas é capaz de melhorar
0s sintomas cognitivos e comportamentais na DA, mas que pode ter propriedades
modificadoras da doenca e neuroprotetora, como é indicado pela formacao tardia da placa
AP [107]. Apesar de a Gal ser inicialmente indicada para o tratamento de pacientes em
estagios de DA leve ou moderada, ela foi capaz de melhorar a cognigéo de pacientes em
estagio severo da doenca. Tudo isso, além de promover neurogénese na regido hipocampo
[108].

Em razdo de estatisticas apontarem um salto no nimero de pessoas diagnosticadas com
Alzheimer [2,10,11,13] a tendéncia é que a demanda por Gal cresga imensamente. 1sso
impulsiona a procura de formas de se obter Gal por meios ndo convencionais, tornando o

cultivo de espécies in vitro um aliado na produgéo sustentavel desse composto [43].

Nos estudos de cultura de tecidos in vitro observou-se que a fonte do explante escolhido
para a cultura influencia a liberagcdo de Gal para o meio de cultura. Isso foi demonstrado
por Sellés et al. (1997) [75] onde excrecdo de Gal e NFGAL para o meio de cultura foi
maior nos brotos derivados de sementes do que nos brotos provenientes de bulbos de
Narcissus confusus [75]. A quantidade de alcaloides excretada para 0 meio de cultura
também pode ser melhorada como foi mostrado por Colque et. al. (2004) [70] em que
houve aumento em proporc¢des de até 300% na liberacdo de Gal e outros alcaloides em
relacdo aos explantes controle quando foi adicionado MJ na concentracdo de 25 uM. Isso

pode ser considerado uma grande vantagem, uma vez que ao se manter os brotos em
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condigdes favoraveis de cultivo, seria possivel extrair os alcaloides sem a necessidade de
ferir os tecidos, criando dessa forma um sistema sustentavel de obtencdo de Gal. Ao
contrario, a adicdo de QS, AA e AS levou a uma baixa liberacao de alcaloides para 0 meio

de cultura em relacdo aos controles [70].

O metil jasmonato, o &cido jasmonico e o &cido salicilico tém sido alvo constante na
producdo de compostos fendlicos por culturas in vitro [109], sendo que o metil jasmonato
e 0 &cido jasménico induzem genes responsaveis pela sintese das enzimas envolvidas nas
vias metabdlicas secundarias [110]. Além disso, MJ foi considerado o melhor elicitor para
biossintese de Gal em plantulas de L. chinensis [111]. Corroboram esses achados um
estudo que mostrou que os contedos maximos de Gal e licorina foram obtidos na
elicitacdo com &cido jasmoénico em culturas in vitro de L. aestivum [112]. O mecanismo
seria devido a inducdo da atividade da tirosina descarboxilase. Enquanto que o metil
jasmonato foi capaz de estimular o rendimento de N-desmetilgalantamina, um precursor
direto da Gal, e a biossintese de &cidos fendlicos, devido a inducdo da atividade da

fenilalanina aménia liase [112].

Diferentemente do aumento da producdo de alcaloides na presenca de acido salicilico
visto por outros autores [113], o AS diminuiu ndo sé a liberagcdo de Gal, mas também o
seu acumulo nos tecidos, indicando que a sua biossintese pode ser inibida por este
composto [70]. Tem sido demonstrado que o AS bloqueia a sintese enddgena de MJ em
células vegetais, limitando a producédo de alcaloides [114]. Este fato poderia explicar o
efeito negativo do acido salicilico na producgéo de alcaloides em N. confusus, uma vez
que a adicdo de MJ aumentou a producdo de Gal e alcaloides relacionados. No entanto, a
diminuicdo dessa producdo de alcaldides pode ser um efeito indireto da SA, pois o
crescimento dos explantes tratados com este composto foi extremamente reduzido [70].
O mesmo efeito negativo foi observado com o carvéo ativado (5 e 10 g/ L) em Narcissus
pseudonarcissus, Galanthus elwesii e Leucojum aestivum, onde a adi¢do de carvéo
ativado ndo foi benéfica, acarretando em um efeito negativo na calogénese e em especial
na organogénese [78]. Confirmando o que j& foi apontado sobre a variacdo dos efeitos de
elicitores sobre o crescimento de tecidos em cultura conforme a concentracgdo e tipo de

elicitor utilizado.

Com relagdo a efeitos da sacarose e das auxinas nos perfis dos alcaloides de

Amaryllidaceae observou-se que estes variam dependendo da espécie. Brotos de
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Narcissus confusus cresceram mais quando cultivados com 9% de sacarose em meio MS
[75] enquanto em N. pseudonarcissus cv. Carlton a producdo méxima de brotos se deu

em apenas 3% de sacarose no mesmo meio [77].

Foi verificado que em meio sem reguladores de crescimento ndo houve crescimento de
calos [86]. Foi visto também que efeitos de BA e 2,4-D, isoladamente, ndo foram
significativos. Entretanto, a adicdo de 2,4-D e BA combinados apresentou um efeito
positivo na producéo de calos, raizes e bulbos [78]. Isso nos leva a concluir que a auxina
e a citocinina séo importantes para o crescimento e diferenciagdo celular [91,92]. No
cultivo de Narcissus confusus em meio MS com baixas quantidades de 2,4-D (4,52 uM)
e altas quantidades de BA (22,2 uM) foi estimulada a formacéo de bulbos e o crescimento
global [78]. Em contrapartida a melhor formagé&o de calos e bulbos em N. pseudonarcissus
foi obtida a partir da parte aérea em meio MS com 4uM de BA, 10uM de 2,4-D [78].
Calos derivados de explantes de N. tazetta var. italicus mostraram a maior taxa de
crescimento quando cultivado em meio MS com altas concentracdes de ANA (3mg /L)
e baixas de BAP (1,5 mg /L) [89]. Por outro lado, em N. pseudonarcissus cv. Carlton a
produgdo méxima de brotos e bulbos no mesmo meio foi com 1 mg/L ANA, 5-10 mg/L
BA [73]. Assim, podemos concluir que o balanco auxinas e citocininas € importante em
diferentes fases do desenvolvimento [91, 92]. A inducgéo de calos foi favorecida por altas
concentracdes de auxina e baixa de citocinina [78] [89]. Enquanto o crescimento de brotos
e plantulas a partir de maior concentragdo de citocinina e uma baixa de auxina [75] [78].

Com relacgdo ao uso de precursores no estimulo da sintese de Gal vale destacar que entre
0S primeiros passos na biossintese de alcaloides de Amaryllidaceae compreendem a
conversdo enzimatica de fenilalanina em acido cinamico pela enzima fenilalanina aménia
liase e a descarboxilagdo da tirosina por tirosina descarboxilase para produzir tiramina
[115,116]. A degradagdo do acido cinamico produz o aldeido protocatecuico e sua juncéo
com a tiramina leva a norbeladina, que é entdo seletivamente O-metilada pela enzima
norbeladina  4'-O-metiltransferase =~ (N4OMT), sendo a Gal formada
pelo acoplamento oxidativo para-orto-fenol da O-metilnorbeladina [98,115,116]. Isso
explica porque a incorporacdo de 4'-O-metilnorbelidina no meio liquido de culturas de

brotos de L. aestivum levou a uma biossintese altamente estimulada de Gal [100].

Como foi visto a O-metilnorbeladina é derivada de precursores de aminoacidos [96] e 0

acoplamento oxidativo para-orto-fenol, assim como, a N-metilacdo de norbelladina é
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parte limitante para a conversao desse composto em Gal [98,115,116]. No entanto, além
dos efeitos de precursores o estudo das enzimas envolvidas é um componente relevante
no estudo da biossintese de Gal. Em N. pseudonarcissus um possivel gene responsavel
pela metilacdo da norbeladina para 4'-O-metilnorbeladina foi identificado [117]. A
proteina resultante foi uma enzima 4-O-metiltransferase de norbeladina (NpN4OMT) da
via biossintética de Galantamina [117]. Essa descoberta permite a futura elucidacdo de
outras enzimas que atuam na via biossintese de Gal [117]. A partir dessa informacéo
genes que co-expressam NpN4OMT podem ser identificados e usados como genes
candidatos para outras etapas da via biossintética da Gal [117]. Também ja foi
identificado em N. pseudonarcissus e Galanthus spp uma enzima do citocromo P450
(CYP96T) [118] que é capaz de formar os produtos a partir de 4'-O metilnorbeladina
[119]. Esse conhecimento é um passo importante na busca por otimizagdo da producao
de alcaloides [96] pois a producédo de alcaloides pode ser correlacionada com perfis de

expressdo génica a partir da analise do transcriptoma e do perfil metabdlico [120].

6. CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados, pode-se concluir que a cultura de tecidos € uma
iniciativa promissora na buscar por otimizar a obtencdo de compostos de interesse
farmacéutico como a galantamina. No entanto, principais desafios na sua utilizacéo
consistem no fato dessa técnica requerer condi¢es Unicas de cultivo para cada planta
medicinal, sendo assim considerada quase uma arte, uma vez que as condigdes 6timas de
producédo de qualquer composto sdo impares e exclusivas de cada espécie. Dessa forma,
a cultura de tecidos in vitro necessita ser trabalhada passo-a-passo, buscando-se a melhor
forma de promover a otimizacdo da producao da rota metabolica que leva ao bioativo de
interesse. O que se espera no futuro é que a partir do conhecimento das particularidades
das espécies da familia Amaryllidaceae que contém galantamina é criar um sistema
otimizado de producdo de Gal suprindo assim a necessidade da populagdo que faz

tratamento da doenga de Alzheimer com galantamina.
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