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Introduciao

A conversio das plantas e de
suas partes, cujo valor medicinal te-
nha sido confirmado pelas pesqui-
sas; em fadrmacos para a populacio
esbarra na dificuldade de se obter
matéria-prima na quantidade e quali-
dade necessaria para suprira deman-
da requerida pelo mercado nacional
e internacional. Porém, nao se cogita
fazer uma incursao na ja tao devasta-
da natureza, pois, além dos danos
ecolégicos que essas coletas poderi-
am provocar, sem deixar de mencio-
nar que diversas plantas ja se extin-
guiram e que vdrias outras se encon-
tram ameacadas de extin¢ao, o con-
trole qualitativo e quantitativo dos
seus principios ativos, seria muito
dificil, uma vez que existem varia-
¢oes nos tipos e nos teores de subs-
tancias ativas, devido a intera¢ao do
gendtipo com o meio ambiente. Des-
te modo, recomenda-se o cultivo de
plantas medicinais.

Para se ter uma producio
confidvel de drogas terapéuticas como
uma espécie recentemente adaptada
as praticas de cultivo, faz-se necessa-
rio acompanhar esse cultivo; sendo
que, se se tratar de plantas anuais, o
tempo para o seu cultivo leva de 3 a
5 anos, enquanto que se tratar de
plantas perenes, de 10 a 12 anos. Em
geral, dos principios ativos aos medi-
camentos sao gastos cercade 10a 15
anos, com o custo entre 100 a 500
milhdes de ddlares na elucidacio
quimica, testes pré-clinicos e clini-
cos. Reconhecendo-se que uma planta
produza 10g de massa seca e que
nessas 10g se obtenha 0,3g da droga

Melhoramento Biotecnoldgico
de Plantas Medicinais

Produgéio de alcaléides e dleos essenciais

isolada e que sejam necessirios, para
atenderao mercado, 30kg dessa subs-
tincia, entdo serd preciso 100.000
plantas s6 nesse primeiro momento,
O que se torna extremamente
dispendioso. Uma possivel solucio
para esse problema € o fitomelhora-
mento, que pode ser cldssico ou
moderno.

O melhoramento genético de
plantas medicinais, apesar de estar
em sua fase embriondria, tem conse-
guido avancos; principalmente no
que refere-se as plantas produtoras
de alcaldides e dleos essenciais. Es-
ses compostos sao amplamente dis-
tribuidos no reino vegetal. As famili-
as Apocynaceae, Euphorbiaceae e
Solanaceae destacam-se como pro-
dutoras de alcaléides; ja as familias
Compositae, Lamiaceae e Umbellife-
rae apresentam-se como produtoras
de 6leos.

Melhoramento Genético
Classico e Moderno

Os trabalhos que envolvem sele-
¢do de gendtipos superiores, com
subsequentes cruzamentos, com vistas
a obter hibridos ou cultivares, sio
incipientes. Com relagio a composi-
¢lo e conteido de moléculas terapéu-
ticas, encontraram-se altas herdabili-
dades para essas substincias, o que
facilita o melhoramento por selecio.
Por esse meio, tém, freqlientemente,
sido desenvolvidas e produzidas em
larga escala cultivares de Acbhillea,
Chamomilla, Lavandula, Melissa,
Menthae Thymus.Comvistasa produ-
¢io qualitativa e quantitativa de princi-
pios ativos tem-se conseguido éxito
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com a selecio de clones superiores
(ex.: Artemisia annua - Artemisia) ou
com a introdugio de novos acessos
(ex.: Chamomilla recutita- Camomila),
seguidos de selecio e hibridagao (ex.:
Catharanthus roseus x Catharanthus
trichophyllus). Entretanto, comrelacio
a diversificacio estrutural e funcional
dos fitofirmacos, pode ser que os
hibridosapresentem caracteristicas iné-
ditas as dos parentais (ex.: Mentha
aquatica x Mentba longifolia).

A biotecnologia compode-se ba-
sicamente das seguintes tecnologias:
biologia molecular, engenharia ge-
nética, transformacio genética e cul-
tura de tecidos. A biologia molecular
permite identificar, isolar e caracteri-
zar o gene de interesse. A engenharia
genética possibilita clivar, por meio
de enzimas de restricio, seqiiéncias
nucleotidicas especificas de acidos
nucléicos pela geracio de extremi-
dades aderentes de fitas simples da
molécula de DNA de uma espécie
que se associam a fragmentos de
DNA de outra espécie clivados por
essas mesmas enzimas. O gene sele-
cionado € inserido enzimaticamente
em um plasmideo em particular de
uma bactéria especifica e, subsequien-
temente, introduzido por transfor-
macgio genética em uma célula vege-
tal. Entretanto, torna-se necessario
regenerar a planta a partir da célula
que foi geneticamente modificada, o
que pode ser feito por cultura de
tecidos. Assim, espera-se que o gene
para o cardter almejado seja passado,
através da reproducdo sexuada e
assexuada, dos parentais transforma-
dos para as progénies que expressa-
rdo também esse gene, significando
que tal habilidade constitui valiosa
contribui¢do para a obten¢ao rdpida,
segura e eficiente de firmacos.

Cultura de Tecidos e
Transformacao Genética

Cultura de tecidos é um proces-
so, por meio do qual fragmentos
vegetais ou suas partes denominadas
explantes sdo isolados dos organis-
mos ou obtidos a partir destes, sendo
assepticamente cultivados em meio
de cultura apropriado sob condi¢des
adequadas. Esse termo é genérico,
referindo-se a cultura de células, te-

cidos, 6rgios, embrides e plantulas.
Essas técnicas consistem em selecio-
narexplantes, desinfestd-los e cultiva-
los em meio nutritivo mantido sob
condi¢des assépticas, sendo a multi-
plicacio dos propdgulos feita através
de sucessivos subcultivos em meio
proéprio. Os brotos desenvolvidos em
um meio sio transferidos a outro
meio para formacdo das raizes, ob-
tendo-se, assim, plantas inteiras. Es-
sas sao cultivadas no laboratério em
substrato de aclimatacio e, conse-
quentemente, levadas a casa de ve-
getacio antes de serem transferidas
para o campo definitivamente.

Entre as principais fungdes da
técnica de cultura de tecidos cabe dar
énfase a producido de (a) clones (ex.:
Aloe vera - Babosa), ou seja, material
homogéneo e uniforme, em larga es-
cala, de rdpida propagacio, livre de
patégenos, vigoroso e produtivo; (b)
hibridos, por hibridacio somatica, atra-
vés de fusio de protoplastos (ex.:
Nicotiana tabacum - Tabaco); (¢)
hapléides (ex.: Hyosciamus niger -
Meimendro negro); (d) mutantes por-
tadores de caracteres desejiveis, por
meio do uso de agentes mutagénicos
ou por variacio somaclonal (ex.:
Daturainnoxia- Datura); (e) plantas-
biorreatoras (ex.: Atropa belladonna-
Beladona); (f) plantas geradoras de
vacinas (ex.: Solanum tuberosum -
Batata); bem como (g) conservacio
de germoplasma vegetal por criopre-
servagao ou por manutencio do ma-
terial vegetal, durante periodos pro-
longados, sob condi¢des limitantes de
crescimento e desenvolvimento (ex.:
Hyosciamus muticulus - Hiosciamus)
e, finalmente, (h) biotransformacao
de compostos pouco interessantes em
compostos muito interessantes sob o
aspecto econdmico [ex.: Digitalis
lanata(Digitalis) e Digitalispurpurea
(Dedaleira)].

A cultura de tecidos permite inter-
ferir nas rotas metabdlicas vegetais
mediante o cultivo de plantas em meio
preparado com agentes estressantes,
elicitores e mutagénicos, que afetam
qualitativa e quantitativamente os prin-
cipios ativos produzidos, e altera a
composicio e/ou o teor, como foi
observado em Atropa belladonna
(Beladona), Catharanthus roseus(Vin-
ca) e Digitalis lanata (Digitalis) ou
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Quadro 1 - Substancias derivadas
de cultura de células vegetais

Produtos I ndustriais
Oleos

Perfumes
Aromatizantes
Pigmentos
Antioxidantes
Farmacos

Gomas

Inseticidas

Vitaminas

Fonte: Amaral (1999)

Quadro 2 - Compostos farmaco-
ativos produzidos normalmente

pelas plantas
Substancias Familias
o Apocinaceae,
Alcaldides o [
Flavondides Rutaceae
Glicosideos :
Cardiotonicos Scrophulariaceae
Taninos Lauraceae
£ Asteraceae,
Terpendides 5 asees

Fonte: Amaral (1999)

Quadro 3 - Compostos farmaco-
ativos néo produzidos
normalmente pelas plantas

Substancias Espécies
- Catharanthus

Voafrina e
Picracina Picralimia nitida
Rutacultina Ruta graveolens

. Gardenia
Tarenosideo jasminoides
Epicrosina Ochrosia €eliptica

Fonte: Amaral (1999)

Rosmarinus officinalis(Alecrim), Ruta
graveolens (Arruda).

A cultura de células vegetais cons-
titui uma fonte potencial de sintese de
moléculas altamente valiosas as in-
dustrias de alimentos, comésticos,
farmacos e téxteis, as quais tém utili-
zado as plantas como matéria-prima
basica para seus produtos (Quadro 1).

Em cultura de células, podem-se
produzir metabdlitos especiais com
propriedades terapéuticas (Quadro 2).

Alémdisso, verificou-se que subs-
tincias que nio sio, usualmente, en-
contradas em plantas foram identifi-



cadas, isoladas e caracterizadas nesse
tipo de cultura in vitro. Soma-se a isso
o fato de que foram obtidos, em
cultura de células, compostos inteira-
mente novos (Quadro 3).

Além de sintetizarem e acumula-
rem metabdlitos secundirios de
significAncia comercial, as células ve-
getais podem ser usadas devido a
apresentarem capacidade de realizar
certasalteragdes estruturais nesses com-
postos. A biotransformag¢io envolve
processos bioquimicos de epoxidagio,
esterificacdo, glicosilacio, hidroxilagio,
isomerizacido, oxidacdo, reducio,
saponificacio, etc (Quadro 4).

Em geral, a produtividade de
compostos fitoterapéuticos é menor
em cultura de células se comparada a
de tecidos sintetizadores nas plantas,
o que provavelmente pode ser expli-
cado pela perda da diferenciagio de
tecidos e de 6rgios das culturas de
suspensao de células e de calos em
meio liquido. Acredita-se que isso
seja devido a distribui¢ao insuficien-
te de enzimas necessirias para a
sintese e ao acimulo de metabdlitos
secunddrios ou, simplesmente, seria
reflexo do estado de ndo totipoténcia
das células desenvolvidas em tais
culturas. Desse modo, os calos em
fase de diferenciacio de raizes de
Atropa belladonna sio capazes de
produzir atropina, enquanto os calos
niodiferenciados nao produzem. Por
outro lado, plantas inteiras de Coptis
Japonica produzem 5% de berberina
em 5 ou 6 anos de cultivo, enquanto
suspensao celular de linhagens nao-
selecionadas e selecionadas produ-
zem, respectivamente, 5% e 13% des-
sa substdncia em apenas 3 semanas,
o que reflete em producgio ripida e
econdmica. Esse é um entre varios
outros exemplos (Quadro 5).

A cultura de células mostra-se
bastante promissora para a produgio
de principios ativos, apresentando,
porém, alguns inconvenientes que
limitam seu uso, pois hd compostos
farmaco-ativos que s6 sido produzi-
dos em plantas intactas ou em teci-
dos e 6rgios, mas nio em células
isoladas. Tem-se, como exemplo,
vimblastina e vincristina, obtidos de
Catharantbus roseus. Nesse caso,
pode-se induzir, a partir das células
em cultura, a organogénese ou a

Quadro 4 - Cultura de células de plantas comercialmente vidveis pela

biotransformacao
Espécies Reacgbes Substratos Produtos
Cannabis sativa  Oxidagao Geraniol Nerol
Datura spp. Esterificagdo Tropina Acetiltropina
Digitalis spp. Hidroxilagao Digitoxina Digoxina
Digitalis spp. Glicosilagao Gitoxigenina Gitoxina
Mentha spp. Redugao Mentona Neomentona
Ruta graveolens  Epoxidacao Hidroxicumarinas ~ Furanocumarinas

Fonte: Amaral (1999)

embriogénese somatica de forma que
a capacidade biosintética do vegetal
seja restaurada.

A produgio em larga escala de
metabdlitos secunddrios em cultura de
células depende de algumas estratégi-
as que tenham chance de se viabilizarem
economicamente, e, entre elas, estao:

e Melhorar a estabilidade e a
viabilidade da linhagem celu-
lar, selecionando plantas com
alta produtividade;

e Selecionar meio de cultura
mais adequado para o maximo
crescimentos

e Minimizar a contaminag¢ao
microbials

e Identificar rotas bioquimicas
que levem as células da planta
a produgao dos metabdlitos de-
sejaveis;

e Estabelecer métodos para au-
mentara produciode metabdlitos
secundarios;

e Determinar meios para au-
mentara excrecio de metabolitos
secundarios;

e Estudar os mecanismos
regulatérios associados;

e Obten¢io de produtos das
células em suspensdo, via
excrecao natural ou induzida;

e Otimizagio da producio média;
e Obtencao de extratos das cé-
lulas organizadas quando elas
mesmas forem utilizadas.

Diante do exposto, sugere-se um
esquema bdsico que permita produzir
principios ativos por meio de cultura
de células, para contornar alguns pro-
blemas peculiares a esse sistema de
producao, o qual, em suma, segue os
seguintes passos: selecio do material
vegetal, introdugdo “in vitro” de plan-
tas altamente produtivas, indugio de
calos com separagiio de linhas celula-
res estaveis, otimizacao das condigoes
de cultivo, re-selecao de linhas celula-
res superiores, cultura em massa em
biorreatores, isolamento e purificacio
dos metabdlitos desejiveis e, final-
mente, comercializacao (Figura 1).

A produgiao de metabdlitos espe-
ciais com propriedades fitoterdpicas
em cultura de células diferenciadas
(tecidos e 6rgios) é mais previsivel do
que em células indiferenciadas (célu-
las em suspensio e calos). A diferenci-
acdo associa-se, usualmente, a uma
melhor producdo qualitativa e quanti-
tativa. O teor e a composi¢io de
fitofirmacos em orgios, tais como
raizes, sio compardveis aqueles das
plantasintactas. Generalizando-se, tem-

Quadro 5 - Comparacio da producio de compostos bioativos in vivo e in vitro

Espécies Substéncias
Talictrum minus Berberina
Galium aparine  Antraquinona

Morinda citrifolia  Antraquinona

Coleus blumei R A01d9 :
osmarinico
Lithospermum .
erythrorhizon
Rauwol.ﬁa Vomileina
serpentina

Fonte: Amaral (1999)

Producio in vivo (%) Producio in vitro (%)

0,80 1,00
0,43 20,00
2,50 8,00
3,60 5,00
2,75 14,00
0,06 51,00
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se que raizes nio transformadas apre-
sentam crescimento lento, desenvolvi-
mento retardado e menor produtivida-
de de fitoterdpicos, a0 passo que raizes
transformadas possuem crescimento
ripido, desenvolvimento acelerado e
maior produtividade de fitoterdpicos
(Quadro 0). As raizes ndo-transgéni-
cas, ao contrario das transgénicas, ne-
cessitam ser cultivadas em meio prepa-
rado com substincias reguladoras de
crescimento. Cabe enfatizar que o uso
de raizes, transformadas ou nio, é
limitado aqueles biofirmacos sinteti-
zados somente em raizes. Entretanto,
plantas inteiras podem ser regenera-
das a partir dessas raizes.

A tecnologia transgénica oferece
enormes oportunidades para o me-
lhoramento de plantas. Para manipu-
lar o metabolismo produtor de princi-
pios ativos nas plantas, tém sido feitos
muitos esforgos. Nao € facil controlar
a produg¢io dessas substancias, até
mesmo por meio de métodos molecu-
lares sofisticados; devido a esses com-
postos serem sintetizados em diver-
SOs passos enzimaticos que ocorrem
em varios tipos celulares.

A manipulagio desse metabolis-
mo pode-se dar por estimulo
anabdlico por meio da inclusio de
rotas metabdlicas feita pela tecnolo-
gia super-expressora, ou por
desestimulo catabdlico por meio da
exclusdo de vias feita pela tecnologia
SUpressora-senso ou supressorad anti-
senso. Um dos pré-requisitos para o
sucesso da manipulacio genética é
identificar, isolar e caracterizar os
genes envolvidos na biossintese de
principios ativos e o outro pré-requi-
sito é compreender os mecanismos
de regulacio espago-temporal des-
ses genes em fases distintas de cres-
cimento e desenvolvimento vegetal.
Concomitantemente, faz-se necessa-
riodesenvolver protocolo de regene-
ragdo e de transformac¢do. Embora,
isso nem sempre seja possivel, al-
gum progresso tem sido, recente-
mente, alcancado. Esse avanco en-
volve duas categorias: cultura de 6r-
glos transformados e plantas trans-
génicas.

Em cultura de células, suspen-
soes celulares podem passar por cres-
cimento em larga escala em biorrea-
tores, usando-se, para tal fim, linhas

celulares superiores,
isto é, estaveis e com

Figwara 1 - Esquema bdsico de produgio de principles oiivos em

culur de célalas

alta produgao em de-
trimento de linhas ce- |

Moterial Veaetel
(Culthardn aw Sivestre)

lulares inferiores, ou

I

seja, instaveis e com |

Selecdo de Plantos Altomente Produtivas |

baixa producido. Esse

I

tipo de cultura pode |

introducdo de Plantas "in Vitro™ |

I

ser manipulado su-
plementando-se o |
seu meio com elicito-

ndugdo de Calas
(Colpeénese)

[

res, tais como: prepa- |

Seporocoo de Linhas Celutares Estivels |

ragdes fingicas; o que

i

é exemplificado por |

Orimizado dos Condigdes de Cultiva |

Tagetes patula, cuja

i

cultura de células pro- |

Re-selecdo de Linhas Celulores Superiores |

duziu, ao ser subme-

i

tida a extratos de |

Culiura em Mossa e Biorreadoved |

Phytopbthora sp., ni-

i

veis significativos de |

Isnlamento e Purificagdo dos Metabdtitos Desejdveis |

i

polienos. Contudo, |
em cultura de célu-

Comercializagdo |

las, instabilidade e

baixa produtividade é regra e estabi-
lidade e alta produtividade é exce-
cdo. Além disto, verificou-se, nesse
tipo de cultura, compostos que nio
sdo, usualmente, encontrados em
plantas, como os tarenosideos em
Gardenia jasminoides.

Ha substancias terapéuticas que
nio sio produzidas em cultura de
células, mas s6 em o6rgios e em
cultura destes, ou em plantas intei-
ras, a exemplo dos alcaldides
vimblastina e vincristina, encontra-
dos em Catharanthus roseus.

A cultura de 6rgios nao transfor-
mados apresenta producio estdvel e
média, com crescimento lento, menor
ramificacio lateral e meio acrescido
com reguladores de crescimento; ao
passo que a cultura de 6rgios transfor-
mados possui producio estdvel e alta,
com crescimento rdpido, maior ramifi-
cacdolateral e meio ndoacrescido com
reguladores de crescimento.

Brotos tumorados como os de
Mentha citratasio menos usados que
as raizes em cabeleira como as de
Scopolia japonica, pois ¢ mais ficil
estabelecer raizes do que brotos em
cultura em meio liquido. A cultura de
orgidos nao é manipulada como a
cultura de células, ao se alterarem as
condigdes do meio. Entretanto, a adi-
¢ao de chitosan elevoua produgio de
hiosciamina em Hyosciamus multicus.

Cabe enfatizar que, em se tra-
tando de viabilidade comercial da
producio de principios ativos, deve-
se considerar nio apenas a produtivi-
dade, mas também a liberacao dos
principios ativos no meio de cultivo,
no sentido de se colherem os com-
postos fitoterdpicos sem danificar ou
destruir o material biolégico que os
produz. Em Duboisia leichhardltii,
75% de escopolamina é liberado no
meio em 4 semanas. Todavia, ha
produtos, como os fitocomplexos,

Quadro 6 - Producao excedente de metabolitos secundarios em cultura de
raizes transformadas comparada com a de raizes nio-transformadas

Espécies Metabolitos Conteudo
Escopolamina 0,37%
Atropa belladonna Hiosciamina 0.95%
Datura stramonium Escopolamina 0,56%
Hiosciamina 0,30%
Scopalia japonica Escopolamina 0,50%
Hiosciamina 1,30%

Fonte: Amaral (1999)
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que nio sio obtidos em 6rgaos, po-
rém s6 em plantas intactas.

Estudos que envolvam plantas
transgénicas regeneradas a partir de
6rgaos transformados sio escassos.
Em plantas medicinais transformadas
por Agrobacteriumspp. tem-se, prefe-
rencialmente, usado a Agrobacterium
rhizogenes para transformar aquelas
cujos principios ativos se encontram
em suas partes subterrdneas, como a
hiosciamina nas raizes de Ajuga reptans
e a Agrobacterium tumefaciens para
transformar aquelas cujos principios
ativos se encontram em suas partes
aéreas, como a artemisinina nas folhas
de Artemisia annua. Entretanto, essa
condi¢io nio constitui uma regra, o
que significa que esses sistemas po-
dem ser usados independentemente
do local de sintese dos compostos
farmacoativos nos vegetais, o que tem
sido verificado em Catharantbus
roseus. No que tange aos principios
ativos, a transformac¢io pode levar a
produgio acentuada ou atenuada.

Em plantas medicinais, hd exem-
plos de ganhos obtidos pela
tecnologia transgénica, quais sejam:
no que se refere a plantas produtoras
de alcaldides, tem-se em Atropa
belladonna a conversio de hioscia-
mina, pela enzima hiosciamina 6f3
hidroxilase, cujo gene é oriundo de
Hyosciamus niger, em escopolamina.
J4 no tocante as plantas produtoras
de isoprendides, tem-se em Mentha
spicata a conversio de limoneno,
pela enzima limoneno 3 hidroxilase,
cujo gene é oriundo de Mentha
piperita, em Mentol.

H4, também, exemplos de perdas
obtidas pela tecnologia transgénica, as
quais se tem, no que diz respeito as
plantas produtoras de isoprendides, a
reducio dos teores de glicirrizina, tan-
to em Glycyrrbiza glabra quanto em
Glycyrrbiza uralensis.

Atualmente, vem-se tentando
transformar outros caracteres de plan-
tas medicinais que nio a produtivida-
de, como é o caso da resisténcia.
Transferiu-se para Atropa belladonna
o gene bay que codifica para enzima
fosfinotricina acetil transferase, a qual
confere resisténcia ao herbicida
fosfinotricina. O problema é que, ao
invés de uma correlagiio positiva, obte-
ve-se uma correlacio negativa entre a

produtividade e a resisténcia; resultan-
do em plantas resistentes com menos
principios ativos e em plantas suscep-
tiveis, com mais principios ativos.

Conclusoes

As possibilidades de obterem-se
novas moléculas terapéuticas destina-
das a produgio de firmacos tornam a
biotecnologia imprescindivel ao de-
senvolvimento técnico-cientifico dos
programas de melhoramento genético
do pais, e tem como conseqiiéncia a
melhoria na qualidade de vida, princi-
palmente na drea da saide da popula-
¢io brasileira. Portanto, diversos avan-
cos foram alcancados e varios desafios
tém sido subjulgados; mas, decerto, ha
ainda bastante para se fazer em se
tratando de biotecnologia no melhora-
mento de medicinais.
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