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RESUMO

GAZOLLA, Ana Paula, M.Sc., Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO,
julho de 2014. Producdo de compostos fenolicos por elicitacdo abidtica em plantulas
micropropagadas de Anacardium othonianum Rizz. Orientadora: Dr.2 Juliana de
Fatima Sales. Coorientadores: Ana Helena Januario e Fabiano Guimaraes Silva.

O Cerrado é considerado um dos dominios de maior biodiversidade vegetal do
mundo, e por estar em contato com outros biomas, 0 mesmo possui grande nimero de
espécies vegetais. Dentre essas espécies, 0 Anacardium othonianum Rizz., se destaca,
pois além de fornecer produtos de importancia econdmica, como doces, sucos, resinas,
castanhas, dentre outros, também possui vérias propriedades farmacol6gicas. Em
virtude do grande potencial desta espécie, torna-se interessante a utilizacdo das técnicas
de cultura de tecidos, como a micropropagacao, que contribui para a producdo de mudas
que auxiliam na preservacdo da espécie e além disso, possibilita 0 emprego de técnicas
que promovem o0 aumento da producdo de substancias de interesse, como 0 uso de
diferentes intensidades e comprimentos de onda de luz, e uso de substancias quimicas
como acido salicilico, pectina, nitrato de prata, etc. Ndo ha relatos sobre o cultivo in
vitro de A. othonianum Rizz, sob elicitacdo abidtica, assim o objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito da elicitacdo abiotica em plantulas de Anacardium othonianum Rizz.
Foram utilizados como elicitores, diferentes comprimentos de luz nos espectros branco,
azul, verde, vermelho e amarelo. Além destes, o acido salicilico e 0 AgNO3 (nitrato de
prata) foram utilizados também como elicitores, Plantulas previamente estabelecidas
permaneceram de 30 a 40 dias sob elicitacdo e foram avaliados o comprimento de parte
aérea, o numero de folhas, a massa fresca e seca e o teor de cada composto fendlico nas

amostras. Para as plantulas submetidas ao tratamento de luzes foi observado maior
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comprimento de parte aérea aos 40 dias (5,54 cm) e 0 maior numero de folhas aos 20 e
40 dias (2,46 e 2,86). Os maiores acumulos de massa fresca e seca foram observados
pelas plantulas cultivadas sob as luzes vermelha e amarela, aos 40 dias. Maior teor e
rendimento de &cido galico foram observados em plantulas cultivadas sob luz azul (0,66
mg g* MS e 0,17 pg plantula®). As plantulas cultivas sob luz vermelha tiveram
aumento no teor e rendimento de &cido 3,4-diidroxibenzdico. O teor de amentoflavona
aumentou nas plantulas cultivadas sob luz azul. Para as plantulas tratadas com &cido
salicilico e AgNOj3 os teores de acido galico diminuiram com os tratamentos utilizados,
exceto quando se utilizou SA 60 uM (0,31 mg g*MS). O 4cido 3,4-diidrozibenzéico foi
aumentado em todos os tratamentos utilizados. O mesmo foi observado nos teores de
amentoflavona. Os maiores teores de 4&cido galico e amentoflavona foram
proporcionados pela luz azul. Para o &cido 3,4-diidroxibenzoico a maior concentracao

foi proporcionada pela luz vermelha.

PALAVRAS-CHAVES: elicitores quimicos, qualidade da luz, &cido galico,
amentoflavona, acido 3,4-diidroxibenzoico.
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ABSTRACT

GAZOLLA, Ana Paula, M.Sc., Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO,
july, 2014. Production of phenolic compounds by abiotic elicitation in seedlings of
Anacardium Othonianum Rizz. Advisor: Dra. Juliana de Fatima Sales. Coadvisor: Ana
Helena Januério and Fabiano Guimarées Silva.

The “Cerrado” is considered one of the areas of highest plant biodiversity in the
world, and by being in contact with other biomes, it has a large number of plant species.
Among these species, Anacardium othonianum Rizz., stands out because in addition to
provide products of economic importance, such as sweets, juices, resins, nuts, among
others, also has several pharmacological properties. Due to the great potential of this
specie, it becomes interesting to use tissue culture techniques such as micropropagation,
which contributes to the production of plants and assist in the specie preservation, also,
allows the use of techniques that promote increased production of interest substances,
such as the use of different intensities and wavelengths of light, and the use of
chemicals as salicylic acid, pectin, silver nitrate, etc. There are no reports about the in
vitro cultivation of A. othonianum Rizz under abiotic elicitation, so the purpose of this
study was to evaluate the effect of abiotic elicitation on seedlings of Anacardium
othonianum Rizz. There were used as elicitors, different wavelengths of light spectra in
white, blue, green, red and yellow. In addition, salicylic acid and AgNOs3 (silver nitrate)
were also used as elicitors. Previously established seedlings remained 30-40 days under
elicitation and were evaluated the length of shoots, number of leaves, fresh and dry
weight and the content of each phenolic compound in the samples. To seedlings under
treatment of lights was observed a longer length of shoots at 40 days (5.54 cm) and the
largest number of leaves at 20 and 40 days (2.46 and 2.86). The highest accumulation of
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fresh and dry weight were observed for seedlings grown under red and yellow lights at
40 days. The highest content and yield of gallic acid were observed in seedlings grown
under blue light (0.66 mg g* DM and 0.17 mg seedling™). The cultivating seedlings
under red light increased content and yield of 3.4- dihydroxybenzoi acid. The content of
amentoflavone increased in seedlings grown under blue light. To seedlings treated with
salicylic acid and AgNOg, the levels of gallic acid decreased with the treatments, except
when using SA 60 mM (0.31 mg g'DM). The 3.4- dihydroxybenzoi acid increased in
all treatments. The same was observed in the levels of amentoflavone. The highest
levels of gallic acid and amentoflavone were provided by blue light. For 3.4-

dihydroxybenzoi acid the highest concentration was provided by the red light.

KEY WORDS: chemical elicitors, light quality, gallic acid, amentoflavone, 3,4-
dihydroxybenzoi acid.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO GERAL

Diversas evidéncias indicam que as plantas medicinais representam a mais
antiga forma de medicacdo (HALBERSTEIN, 2005), e talvez tenham sido uma das
primeiras formas de utilizacdo dos produtos naturais (VIEGAS JUNIOR et al., 2006).
Estima-se que o conhecimento sobre remédios de plantas se desenvolveu por meio da
observacdo e experimentacdo, por muitos seculos. As plantas formam a base da
medicina tradicional e contribuiram para a descoberta e desenvolvimento de importantes
drogas utilizadas atualmente (GURIB-FAKIN, 2006). O isolamento da morfina no
inicio do século XIX e posteriormente da cocaina, codeina, digoxina, e outros usados
ate hoje na pratica médica, alavancou os estudos utilizando plantas na obtencdo de
substancias especificas. (DIXON, 2001; PIETERS e VLIETINCK, 2005).

A medicina tradicional é uma importante ferramenta na bioprospeccdo de
produtos naturais (GAUTAM e JACHAK, 2009). Na busca por novos agentes
terapéuticos, as investigacdes etnobotanicas e ethofarmacoldgicas tém sido as principais
abordagens utilizadas como estratégia de selecdo de plantas medicinais para posterior
estudo. A observacdo do uso humano de plantas para fins curativos representa uma das
principais fontes de estudo de drogas de origem vegetal (ALBUQUERQUE e
HANAZAKI, 2006).

As plantas medicinais sdo importantes para a pesquisa farmacolégica e
desenvolvimento de drogas, ndo s6 quando usadas diretamente como agentes
terapéuticos, mas também como materiais de partida para a sintese de drogas ou como
modelos para compostos farmacologicamente ativos, sendo consideraveis fontes de
novas drogas e novas substancias quimicas (BALUNAS e KINGHORN, 2005;
GAUTAM e JACHAK, 2009; BALLABENI et al., 2009). Entretanto, a realizacdo de
testes com extratos brutos destas plantas é uma ferramenta interessante, pois muitas

pesquisas mostram que quando uma planta possui uma determinada atividade, ela ndo
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estd necessariamente relacionada a uma dnica substancia ativa (PHILLIPSON, 2003).
Um estudo demonstrou que o potencial antimalarico da Artemisia annua é maior
quando esta é administrada na forma de extrato bruto, uma vez que o extrato, além da
artemisinina, € constituido também por flavonoides que potencializam a sua atividade
(PHILLIPSON, 2001; BILIA et al., 2006).

Assim, observando a importancia das plantas medicinais para a cura de
enfermidades, utilizar técnicas para o seu cultivo e exploracdo se torna uma ferramenta
importante para garantir 0 acesso a estas espécies. A técnica de micropropagacdo vem
sendo bastante utilizada, e possui como vantagens a conservacdo do germoplasma, a
producdo de mudas homogéneas e de qualidade, e a selecdo e melhoramento de
gendtipos com potencial farmacolégico (RAO e RAVISHANKAR, 2002), permitindo o
rapido aumento no numero de plantas idénticas a partir de plantas previamente
selecionadas e possibilitando a producdo constante de mudas durante o ano todo com
alta qualidade sanitaria (SERAFINI; BARROS; AZEVEDO, 2001).

Além das vantagens supracitadas, essa técnica permite a utilizacdo de elicitores
bidticos e abidticos que vém sendo amplamente empregados em cultura de tecidos
vegetais, a fim de maximizar a producdo de compostos quimicos de interesse, porque
essas ferramentas tém sido apontadas como estimuladoras da biossintese de metabdlitos
secundarios como terpenos, flavonoides, alcaloides, fenilpropanoides, entre outros
(BHUIYAN; ADACHI, 2003; ZHAO; DAVIS; VERPOORTE, 2005).

Assim, associar as espécies que tem atividade terapéutica conhecida e técnicas
para cultiva-las proporcionando condicbes para a producdo de compostos de maior

interesse se torna importante para alavancar a descoberta e producao de novos farmacos.

1.1 Caracterizacdo Botanica do Anacardium othonianum Rizz

De acordo com a classificacdo de RIZZINI in: (JOLY, 1993), o Anacardium

othonianum Rizz., tem a seguinte posic¢ao sistematica:

Divisdo: Magnoliophyta,
Classe: Magnoliopsida,
Ordem: Sapindales,
Familia: Anacardiaceae,

Género: Anacardium.
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O Anacardium othonianum Rizz distingue-se das demais espécies do género
por possuir um porte arboreo. A altura das plantas e o didmetro da copa variam, em
média, de 3 a 4 metros. O pseudofruto tem forma de pera e sua coloragdo pode variar do
amarelo ao vermelho; internamente, os pseudofrutos possuem coloracdo branco-
amarelada. E uma espécie de grande relevancia para regido, pois além dos frutos
(castanha) e pseudofrutos, essa planta fornece também folhas, cascas, flores e resina a
area farmacéutica (SILVA et al., 2001a). O A. othonianum Rizz é encontrado em
altitudes entre 380 e 1100 m, ocorrendo em maiores densidades, em altitudes acima de
790 m (CORREA et al., 2008).

Esta espécie é adaptada a regido do Cerrado, possui tolerancia a temperaturas
elevadas, periodos de secas e solos acidos (pH 4,5 — 6,5). Este comportamento de
preferéncia por ambientes desfavoraveis associados aos solos com maiores declividades
faz com que esta espécie tenha elevado potencial para preservacdo e manejo de grandes
areas no Cerrado (VIEIRA et al., 2006).

A castanha, fruto verdadeiro, € um aquénio, cujo pedunculo se desenvolve em
pseudofruto, este possui forma de pera e a coloracdo pode variar do amarelo ao
vermelho (Figura 1). Os pseudofrutos possuem de 2 a 4 cm de comprimento por 2 a 3
cm de didmetro, com massa variando de 5 a 12 g; contém elevado valor nutritivo,
relacionado principalmente ao alto teor de vitamina C. Também é fonte de fibras, rico
em compostos fenoélicos, em especial taninos, que conferem adstringéncia ao peddnculo
(SILVA et al., 2001a; PAIVA et al., 2003; LIMA et al., 2004).

& & &

B

8588

Figura 1. Variabilidade da coloracdo e forma do pseudofruto de A. othonianum Rizz.,
de frutos oriundos de plantas diferentes com mesmo grau de maturagdo (A),
(B), (C), (D). (Adaptado de ASSIS, K. C, (2008).

Os frutos, que ocorrem entre 200 e 600 por planta, sdo colhidos entre setembro

e outubro, a partir do segundo ou terceiro ano de vida da planta (MENDONCA et al.,
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1998). O pseudofruto rico em vitamina C e ferro € também saboroso, acidulo e
refrigerante, considerado antissifilitico. Os frutos sdo oleaginosos, com pericarpo
idéntico ao do caju (Anacardium occidentale L.) do qual se extrai 6leo-resina, bastante
utilizado para combater as moléstias cutaneas. A casca do caule é empregada para sanar
problemas intestinais e as flores sdo utilizadas como expectorantes (SILVA et al.,
2001).

O Anacardium othonianum Rizz. é conhecido popularmente como caju de
arvore do cerrado (SILVA et al., 2001). O uso da espécie € bem difundido na medicina
popular. O cha da raiz € purgativo e, quando macerado em vinho, € utilizado para tratar
diabetes e reumatismo. A casca é estimulante e usada, também, como gargarejo para
inflamacdo da garganta. As folhas e as cascas propdem fungdo antidiarreica e
expectorante. As sementes fornecem 6leo corrosivo utilizado pelos indios para eliminar
manchas e verrugas e o pseudofruto € considerado como antissifilitico. A casca,
também, é utilizada como tintorial em curtumes, por causa da grande quantidade de
taninos (ALMEIDA et al.,, 1998). O caule subterraneo pode armazenar &agua,
caracteristica que confere a planta capacidade de resisténcia a secas prolongadas. O
pedunculo é rico em vitamina C, fibras e compostos fenolicos. Além do potencial
vitaminico, estes compostos conferem potencial antioxidante a polpa do caju. Esta
propriedade bioldgica esta associada a prevencdo de doencas crdnico-degenerativas,
como problemas cardiovasculares, cancer e diabetes, que avancam a cada ano,
superando estatisticas e preocupando as liderancas governamentais da area da salde
(AGOSTINI-COSTA et al., 2001).

1.2 Perfil farmacoldgico do género Anacardium

Estudos anteriores apontam propriedades farmacologicas em espécies do
género Anacardium como, por exemplo, o Anacardium occidentale L., que segundo
Melo (1997) se destaca por ter atividade antibacteriana e anti-inflamatdria pela presenca
de polifenois, taninos e flavonoides em sua constitui¢cdo. De acordo com 0 mesmo autor,
tanto a casca quanto as folhas possuem grande quantidade destes polifendis,
principalmente os taninos que conferem essas caracteristicas farmacoldgicas a espécie.

Outro trabalho utilizando o extrato da casca do A. ocidentale L., verificou que a
espécie apresenta potencial atividade antifungica sobre Candida tropicalis e Candida

stellatoidea para todas as leveduras ensaiadas (ARAUJO et al., 2005).
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Aguilar et al., (2012), avaliaram o perfil fitoquimico das folhas de A.
ocidentale L. e verificaram a presenca de alcaloides, cumarinas, saponinas, triterpenos,
esteroides, quinonas, antocianidinas, fendis e taninos. A presencga de taninos confere
acao antidiarreica, anti-inflamatdria e adstringente (GIMENO, 2004). Os flavonoides
sdo benéficos pela sua atividade antioxidante, de agregacdo plaquetaria e oxidacdo de
lipoproteinas de baixa densidade (YANK et al.,, 2000). Também a presenca de
antocianidinas pode ser positiva em estados inflamatdrios por causa da capacidade de
estimular o sistema imune. As cumarinas sdo potentes anticoagulantes e bactericidas
(MADUREIRA et al., 2003).

Assim, observa-se que a espécie Anacardium occidentale L. é a mais estudada
e que o Anacardium Othonianum Rizz., ainda ndo tem investigacdo quimica e bioldgica.
Assim, estudar o perfil quimico desta espécie se torna relevante visto que a mesma €
bastante utilizada popularmente para varias finalidades terapéuticas. Além disso, isolar e
identificar moléculas bioativas contribui com a area farmacoldgica, umas vez que é

dessa forma que se iniciam as pesquisas para desenvolvimento de novos farmacos.

1.3 Cerrado Brasileiro

O Cerrado é considerado um dos dominios de maior biodiversidade vegetal do
mundo, constituido de uma area de 204 milhdes de hectares, 0 que corresponde a cerca
de 22% do territorio brasileiro, sendo distribuido pelos Estados de Minas Gerais, Goias,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Tocantins, Bahia, Piaui, Maranh&o e Distrito Federal
(SILVA e BATES, 2002).

A localizagdo central confere ao Cerrado 0 contato com outros biomas, e o
mesmo possui grande nimero de espécies animais e vegetais, se constituindo na mais
diversificada flora dentre as savanas do Mundo (KLINK e MACHADO, 2005). Nesta
area, sdo encontradas inumeras espécies medicinais e frutiferas de importancia
extrativista para as populagdes locais (GUSMAO et al., 2006). Existem muitas espécies
nativas consideradas importantes, pois produzem madeira, produtos medicinais, frutos
comestiveis, entre outros. Devido a essas caracteristicas de interesse econémico, essas
espécies se tornam muito susceptiveis a exploracdo (FERRAO, 1999).

A familia Anacardiaceae compreende cerca de 60 a 74 géneros e 400 a 600
espécies de arvores e arbustos. No género Anacardium, das 21 espécies descritas, 18 sdo

encontradas no Brasil (PAIVA et al., 2003). As espécies do género tém grande potencial
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econémico, importancia nutricional e medicinal. Dentre essas especies, 0 Anacardium
othonianum Rizz., nativo do Cerrado se destaca pela importancia econémica para a
regifo (BARROS, 1995; CAVALCANTI JUNIOR e CHAVES, 2001; SILVA et al.,
2001).

1.4 Compostos Fendlicos

Os compostos fenolicos sdo amplamente encontrados nos vegetais, sendo um
grupo bastante diversificado de fitoquimicos. Se originam do metabolismo secundario
das plantas pela rota metabodlica do acido chiquimico, formados a partir de fenilalanina e
tirosina (Figura 2) e sdo essenciais para o crescimento e reproducdo. Além disso, se
formam em condicBes de estresse como, infecgdes, ferimentos e radiacGes ultravioleta
(NACZK e SHAHIDI, 2004). Englobam desde moléculas simples até aquelas com alto
grau de polimerizagdo (BRAVO, 1998). Estdo presentes nos vegetais na forma livre ou
ligados a acUcares (glicosidios) e proteinas (CROFT, 1998).

Eritrose-4-fosfato
+

Fosfoenolpiruvato

“x OH Acido Chigquimico

OH OH
(H
Corismato —» Prefenato ——» Fenilalanina

T

Antranilato Tirosina Acido Cindimico
Triptofano Alcaldides Fenilpropandides
l Isoquinolinicos

Alealdides Indolicos

Figura 2. Via do Acido Chiquimico - rota biossinética de compostos fenélicos.
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Quimicamente, os fendlicos sdo definidos como substancias que possuem anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais
(LEE et al., 2005), e por possuirem estrutura variavel, sdo multifuncionais (SHAHIDI e
NACZK, 1995).

A formacdo do &cido chiquimico procede dos precursores de trés e quatro
atomos de carbono, o fosfoenolpiruvato (PEP) e a eritrose-4-fosfato, respectivamente,
através de uma série de etapas. A reacdo do acido chiquimico com fosfoenolpiruvato
conduz a formacédo do chiquimato 3-fosfato, que sob a influéncia da enzima corismato
sintase, sofre a perda de acido fosforico produzindo o corismato. O corismato através da
acdo da enzima corismato mutase, sofre um rearranjo de Claisen para gerar o prefenato.
Finalmente, a aminacdo redutiva do prefenato forma a fenilalanina, que € um
aminoacido importante na construcdo de outras substancias naturais, tais como as
proteinas, alcal6ides e o acido cindmico (substancia com esqueleto C6-C3). O acido
cindmico ¢é formado a partir da fenilalanina, pela acdo da enzima L-fenilalanina aménia
liase (PAL), que é capaz de catalisar a remo¢do da amonia (MANN, 1987).

O écido cinamico e seus derivados &cido para-hidroxicinamico, acido cafeico,
acido ferulico e acido sindptco sdo constituintes naturai e provaves genitores de outras
substancias contendo o esqueleto do tipo C6-C3 (DEWICK, 2001).

Ribéreau-Gayon (1968) classificou os compostos fendlicos como: pouco
distribuidos na natureza, polimeros e largamente distribuidos na natureza.

No grupo dos pouco distribuidos na natureza estdao os fenois simples (Figura 2),
como o pirocatecol, a hidroguinona, o resorcinol e os aldeidos derivados dos &cidos

benzoicos, que sdo constituintes dos 6leos essenciais.

OH

Figura 3. Estrutura fundamental dos fenois simples.

Na forma de polimeros estdo os taninos e as ligninas. Os taninos (Figura 3) séo
compostos de alto peso molecular, que conferem a sensacdo de adstringéncia, e se

classificam em taninos hidrolisaveis e taninos condensados. Os hidrolisaveis

24



apresentam um nucleo central de glicose ou um alcool poliidrico, esterificado com acido
gélico ou elagico, e sdo prontamente hidrolisaveis com &cidos, bases ou enzimas. Os
condensados séo polimeros de catequina e/ou leucoantocianidina.

O OH

HO OH

OH

Figura 4. Estrutura fundamental dos fenois simples.

Ja os fendlicos largamente distribuidos na natureza, sdo encontrados geralmente
em todo o reino vegetal, mas as vezes podem estar localizados em uma sé planta. Estes
fendlicos estdo divididos em dois grandes grupos: os flavonoides (Figura 4) e derivados
e os acidos fenolicos (acidos benzoico, cindmico e seus derivados) e as cumarinas. Os
flavonoides possuem uma estrutura basica formada por C6-C3-C6, sendo 0s compostos
mais diversificados do reino vegetal. Neste grupo, encontram as antocianidinas,

flavonas.

Figura 5. Estrutura quimica fundamental dos flavonoides.

Os acidos fendlicos sdo divididos em trés grupos (Figura 5). O primeiro €
composto pelos &cidos benzoicos, que possuem sete atomos de carbono (C6-C1), e sdo
0s &cidos fendlicos mais simples encontrados na natureza. O segundo é formado pelos

acidos cindmicos, que possuem nove atomos de carbono (C6-C3).
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OH OH

(a) (b)
Figura 6. Estrutura basica dos acidos benzoicos (a) e acidos cinamicos (b).

Os compostos fendlicos vém atraindo a atengdo dos pesquisadores pelo seu
potencial como antioxidantes naturais (KURKIN, 2003). Os flavonoides, os acidos
fendlicos, os taninos e os tocoferdis sdo os mais comuns antioxidantes fendlicos de
origem natural (KING e YONG, 1999).

Estas moléculas combatem os radicais livres e as especies reativas de oxigénio
(SOKMEN et al., 2005), contribuindo na prevencédo de doencas que envolvam a acéo de
radicais livres e a oxidacdo de lipoproteinas, como problemas cardiovasculares,
arteriosclerose e trombose (WANG e ZHANG, 2005).

1.4.1 Acido Galico

O é&cido galico é um polifenol (Figura 6) derivado da rota biossintética do &cido
chiquimico. Possui efeitos farmacolégicos como antioxidante e anti-inflamatério (KIM
et al., 2002). Foi reconhecido como indutor de apoptose células de cancro (YEN et al.,
2002). O é&cido galico tem diversos efeitos sobre varios tipos de tumores diferentes, em
niveis moleculares. Sua atividade anticancerigena torna esta molécula importante para
usos terapéuticos. O acido galico demonstrou citotoxicidade seletiva para células
cancerosas, além disso, possui muito menos efeitos toxicos para as células normais
(CHIA et al., 2010).
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HO OH

OH

Figura 7. Estrutura quimica do acido galico.

Esta substancia também é capaz de proteger as células contra danos induzidos
por UV-B ou radiacdo ionizante (SAWA et al., 1999). Além disso, demonstrou
propriedade antibacteriana contra diversas agentes microbianos como Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella (VAQUERO et al.,
2007). Pode ser utilizado no tratamento de albumindria e diabetes, também demonstrou
atividades antifungica e antiviral, controle adstringente em casos de hemorragia interna
e pode também utilizado para tratar a psoriase e hemorroidas externas (LAN et al.,
2007).

1.4.2 Acido 3,4-diidroxibenzoico

O é&cido 3,4-di-hidroxibenzoico (acido protocatecuico), € um composto fendlico
(Figura 7) derivado da rota metabélica do acido chiquimico. E um constituinte de
lignina e, portanto, é universal nas plantas angiospermas. Sdo encontrados
principalmente em vinho, cha verde e preto, e medicamentos a base de plantas (YEN e
HSIEH, 2000). Estudos mostraram que o 3,4-DHBA possui efeito anti-inflamatério,
antitumoral e antioxidante (LIU et al., 2002). E uma substancia relevante para a terapia
de doencas neurodegenerativa, por causa de sua atividade antioxidante in vitro e in vivo
(AN et al., 2006).
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Figura 8 Estrutura quimica do acido 3,4-diidroxibenzoico.

1.4.3 Amentoflavona

Dentre o grupo dos biflavonoides a amentoflavona (Figura 9) é a mais comum
e tem atividades biologicas de antioxidante (SHI et al.,, 2008), anticancerigena
GURUVAYOORAPPAN e KUTTAN 2007), anti-inflamatério (WOO et al., 2005),
antimicrobiana (WOO et al., 2005; JUNG et al., 2007) e analgésica (SILVA et al.,
2001b). O primeiro isolamento desta substancia no género Anacardium foi na espécie A.

occidentale (ARYA et al,. 1989).
OH

OH 0]

Figura 9. Estrutura quimica da amentoflavona.

28



A amentoflavona também tem demonstrado atividade antiviral (LIN et al., 1999)
antioxidante, antidepressivo, anti-inflamatéria e analgésica (SILVA et al., 2001).

Outros estudos, ainda, revelaram a possivel relacdo entre a amentoflavona e a
atividade antidepressiva observada na utilizacdo de algumas plantas medicinais com
essa finalidade terapéutica. Essa acdo estaria relacionada a capacidade moduladora
negativa da amentoflavona e outros biflavonoides sobre os receptores GABA A
(HANRAHAN, 2003). H& também estudos que evidenciam a atividade inibitéria da
amentoflavona na biossintese de PGE2, COX-2 mRNA e a expressdo de proteinas
relacionadas (O’LEARY et al., 2004), ¢ evidéncias que a amentoflavona também pode
inibir a biossintese de FLA2, pertencente a uma familia de funcdes celulares diversas
(CHEN et al., 2006)

1.5 Cultivo in vitro e elicitacéo

Vérias técnicas de propagacdo, como a cultura de tecidos in vitro, tém sido
utilizadas para melhorar a producdo de compostos vegetais de interesse, incluindo a
selecdo de linhagens, a otimizacdo das condicdes de cultivo, o uso de elicitores e 0
emprego da engenharia metabolica (CHEN e CHEN, 2000).

A técnica de cultura de células e tecidos vegetais é de grande aplicacdo, pois
permite a producdo de mudas, a manipulagdo de material vegetal para melhoramento de
culturas, a producdo de calos, a producdo de metabdlitos dotados de bioatividade, ou
ainda para o estudo de rotas metabolicas (TROMPE, 2007). Além disso, permite ainda
utilizar elicitores (agentes quimicos, fisicos e bioldgicos), para alterar as rotas
metabdlicas afetando qualitativamente e quantitativamente as moléculas produzidas
(DJILIANOV et al., 2005).

Elicitores bioticos e abidticos vém sendo empregados em cultura de tecidos
vegetais, com o intuito de maximizar a producdo de compostos quimicos de interesse,
como estimulador da biossintese de metabdlitos secundarios incluindo terpenos,
flavonoides, alcaloides, betacianinas e fenilpropanoides, entre outros (BHUIYAN e
ADACHI, 2003; ZHAO; DAVIS; VERPOORTE, 2005). Isso ocorre pela alteracdo das
rotas metabdlicas que afeta o tipo e a concentracdo das moléculas bioativas produzidas
(DJILIANOV et al., 2005).
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O efeito dos elicitores nas plantas depende de muitos fatores ligados ao cultivo,
tais como: a concentracdo utilizada, o tempo de elicitacdo e o estagio de crescimento da
cultura (DORNENBURG e KNORR, 1996).

De acordo com as condi¢des em que se encontram as células em cultura e dos
estimulos recebidos (bidticos ou abioticos), estas passardo a produzir, em maior ou
menor escala, produtos do seu metabolismo secundario. Como o0s metabolitos
secundarios vegetais apresentam grande valor farmacologico e econémico, diversas
estratégias tém sido empregadas a fim de aumentar os valores de produtividade de
determinados compostos no cultivo de células e tecidos vegetais, bem como alterar
caracteristicas de desenvolvimento como acimulo de biomassa, maior formacdo de
raizes dentre outros (MARASCHIN et al., 2002).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos de elicitacdo abidtica em
plantulas de Anacardium othonianum Rizz cultivadas in vitro, bem como quantificar acido

gélico, &cido 3,4-diidroxibenzoico e amentoflavona na parte aérea das plantulas.
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RESUMO

O Anacardium othonianum Rizz, conhecido popularmente como caju de arvore
do cerrado, é amplamente utilizado na medicina popular, por causa de suas propriedades
terapéuticas como, antioxidante, anti-inflamatdrio, antidiarreico, dentre outras. O
objetivo deste trabalho foi avaliar os teores de compostos fendlicos em plantulas
cultivadas in vitro de A. othonianum Rizz sob luz branca, azul, verde, vermelha e
amarela, sob irradiancia de 47 a 50 pmol m?s™ e fotoperiodo de 16 h. Aos 0, 20 e 40
dias de cultivo nos diferentes ambientes, as plantulas foram avaliadas por meio das
caracteristicas de comprimento da parte aérea e numero de folhas, e adicionalmente aos
40 dias a massa fresca e seca da parte aérea e o teor de acido galico, &cido 3,4-
diidroxibenzoico e amentoflavona. De posse destes resultados, foi calculado o
rendimento destes compostos por plantula. O maior comprimento de parte aérea foi
observado aos 40 dias (5,54 cm) e o maior nimero de folhas aos 20 e 40 dias (2,46 e
2,86), respectivamente, independente do comprimento de onda utilizado. Maiores
acumulos de massa fresca e seca foram observados em plantulas cultivadas sob luz
vermelha e amarela, respectivamente 325,5 e 335,1 mg (massa fresca), e 83,3 e 84,5 mg
(massa seca). Maior teor e rendimento de &cido galico foi observado em plantulas
cultivadas sob luz azul, respectivamente 0,66 mg g* MS e 0,16 pg plantula™. As
plantulas cultivas sob luz vermelha tiveram aumento em relacdo ao teor e rendimento de
4cido 3,4-diidroxibenzoico, respectivamente 8,21 mg g™ MS e 6,78 pg plantula™. O teor
e rendimento de amentoflavona aumentaram nas plantulas cultivadas sob luz azul, sendo
1,41 mg g™ MS e 0,88 pg plantula™, respectivamente.

PALAVRAS-CHAVE: &cido galico, acido 3,4-diidroxibenzoico, amentoflavona,
cultura de tecidos, comprimento de onda.
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ABSTRACT

Anacardium othonianum Rizz, popularly known as caju de arvore do cerrado is
widely used in folk medicine due to its therapeutic properties as antioxidant, anti-
inflammatory, anti-diarrheal, among others. The aim of this study was to evaluate the
levels of phenolic compounds in in vitro seedlings of A. othonianum Rizz under white,
blue, green, red and yellow light, under irradiance of 47-50 micromol m? s* and a
photoperiod of 16 h. At 0, 20 and 40 days of cultivation in different environments, the
seedlings were evaluated by means of the characteristics of shoot length and leaf
number, and additionally at 40 days by fresh and dry mass of shoots and the content of
gallic acid, 3.4- dihydroxybenzoic and amentoflavone. With these results, yields of
these compounds were calculated per plant. Increased length of shoot was observed at
40 days (5.54 cm) and the largest number of leaves at 20 and 40 days (2.46 and 2.86),
respectively, independent of the wavelength used. Higher accumulation of fresh and dry
weight were observed in seedlings grown under red and yellow light, respectively 325.5
and 335.1 mg (fresh weight), and 83.3 and 84.5 mg (dry mass). Higher content and
yield of gallic acid was observed in seedlings grown under blue light, respectively 0.66
mg g DM and 0.16 mg of seedling™. The cultivating seedlings under red light were
increased in relation to content and yield of 3.4- dihydroxybenzoic respectively 8.21 mg
g* DM and 6.78 mg seedling™. The content and yield of amentoflavone increased in
seedlings under blue light, being 1.41 mg g™ DM and 0.88 mg seedling™, respectively.

KEY WORDS: gallic acid, 3,4-dihydroxybenzoic acid, amentoflavone, tissue culture,
wavelength light.
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2.1 INTRODUCAO

O Anacardium othonianum Rizz. conhecido popularmente como caju de arvore
do Cerrado (SILVA et al. 2001), é bastante utilizado na medicina popular. O cha da raiz
possui propriedade purgativa e, quando macerado em vinho, € utilizado para tratar
diabetes e reumatismo. A casca € estimulante e usada também para inflamacdo da
garganta. As folhas e as cascas propdem funcdo antidiarreica e expectorante. As
sementes fornecem 6leo utilizado para eliminar manchas e verrugas e o pseudofruto é
considerado antissifilitico. O pedunculo é rico em vitamina C, fibras e compostos
fendlicos. Além do potencial vitaminico, estes compostos conferem potencial
antioxidante a polpa do caju, propriedade bioldgica que esta associada a prevencao de
doencas crénico-degenerativas, como problemas cardiovasculares, cancer e diabetes,
qgue avancam a cada ano, superando estatisticas e preocupando as liderancas
governamentais da &rea de salde (AGOSTINI-COSTA et al., 2006).

Os compostos fendlicos sdo definidos como substancias que possuem anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais
(LEE et al., 2005). A atividade antioxidante dos compostos fendlicos depende da sua
estrutura, particularmente do numero e posi¢do dos grupos hidroxila e da natureza das
substituicdes nos anéis aromaticos.

Existem cerca de 8.000 compostos fendlicos diferentes, e de acordo com sua
estrutura quimica, sdo divididos em trés classes: acidos fendlicos, flavonoides e taninos.
Dentre as classes de compostos fendlicos presentes em plantas e reconhecidos como
componentes da dieta estdo principalmente os flavonoides e os é&cidos fendlicos
(BALASUNDRAM, SUNDRAM e SAMMAN, 2006). Estes compostos se formam em
condicdes de estresse, como infeccdes, ferimentos, radiacdes UV, dentre outras
(NACZK e SHAHIDI, 2006).

As plantas cultivadas in vitro possuem grande dependéncia das fontes de
acucar contidas no meio de cultivo para garantir energia suficiente ao seu
desenvolvimento, entretanto a luz é um importante regulador do desenvolvimento das
mesmas (ECONOMOU e READ, 1987).

A acdo da luz em plantas ocorre principalmente em dois aspectos. Primeiro, a
luz fornece a fonte de energia exigida pela planta através da fotossintese. Em segundo
lugar, a luz é um sinal recebido por fotorreceptores para regular o crescimento, a

diferenciacdo e o metabolismo vegetal (WANG, et al 2001).

39



De acordo com o comprimento de onda de luz, por mais discreto que seja, a
planta desencadeia repostas especificas. A luz azul (400-500 nm) pode controlar o
fototropismo, a expansdo foliar, o crescimento do caule e o acumulo de antocianinas. Ja
a luz vermelha (660 nm) controla germinacédo, o cloroplasto, o crescimento de caule e
peciolo, e ambos os comprimentos exercem influéncia na floracdo e na expressdo de
genes (CARVALHO e FLOTA, 2014).

A luz influencia a biossintese de metabdlitos secundarios, podendo causar o
aumento (COELHO et al., 2007) ou a diminuicdo do acumulo destes (ZAVALA e
RAVETTA, 2001) de acordo com a intensidade da luz que as plantas recebem. Coelho
et al. (2007), verificaram que o teor de metilxantina nas folhas de llex paraguariensis
St. Hill aumentou, bem como Zavala e Ravetta (2001) notaram a diminui¢do de resina
em Grindelia chiloensis Corn.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da qualidade da luz na

sintese dos compostos fendlicos.

2.2 METODOLOGIA

O cultivo in vitro foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais,
do Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO, e as avalia¢des quimicas foram
conduzidas no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais da UNIFRAN -

Universidade de Franca — SP.

2.2.1 Material Vegetal e Cultivo in vitro

As sementes utilizadas foram obtidas de frutos coletados de arvores nativas da
regido do municipio de Montes Claros de Goias (16°10°8”S, 51°27°12”W, 412 m
altitude). A exsicata esta depositada no Herbario Jataiense, da Universidade Federal de
Goias, Campus Jatai, sob 0 nimero 3793.

Apds a coleta foi feita a despolpa, lavagem, secagem e tratamento das sementes
com o fungicida Vitavax-Thiram® [Ingrediente ativo (carboxina + tiram): 200 + 200
g.L"] na dosagem de 300 mL para 100 kg de sementes, sendo posteriormente
armazenadas em camara fria (18 °C + 3) até a semeadura.

A germinacéo foi feita em bandejas plasticas (53 x 37 x 8 cm) contendo areia

grossa lavada e peneirada como substrato (Figura 1) e, mantidas em sala de crescimento
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com temperatura média de 25 °C + 3. O controle fitossanitario das plantulas foi
realizado com pulverizagbes de solucdo fungicida sistémica de Derosal® a 0,2% do
produto comercial. Quinzenalmente, foram irrigadas com solugdo nutritiva composta
por 50 % dos sais do meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962). Apds 30 dias da
semeadura, segmentos nodais foram coletados e utilizados como fonte de explante para

0S experimentos.

Figura 1. Semeadura de A. othonianum Rizz em bandejas plasticas contendo areia
como substrato (A); Plantulas de A. othonianum Rizz. com 30 dias apds
semeadura (B).

Foi realizada a pulverizagdo com o fungicida sistémico Derosal® (0,2%), 12
horas antes da coleta dos segmentos nodais. Depois de coletados estes permaneceram
em recipientes com agua corrente e trés gotas de detergente neutro por 30 minutos.
Posteriormente, foram imersos em alcool 70% (v/v) por 30 segundos, seguido de
solucdo de hipoclorito de sodio (20%) durante 20 minutos. Apos esse periodo foram
lavados, em cadmara de fluxo laminar, por trés vezes com agua destilada e autoclavada.

Segmentos nodais, com aproximadamente 2 cm e duas gemas, foram
inoculados em tubos de ensaio contendo 20 mL de meio de cultivo. O meio utilizado
foi o MS contendo a metade da concentragdo dos sais (MS 50%), suplementado com 30
g L de sacarose, 3,5 g L™ de 4gar, 2 g L™ de carvdo ativo e 30 uM de BAP (6-
Benzilaminopurina). O pH foi ajustado para 5,8 + 0,3 antes da adicdo do agente
geleificante, e 0 meio foi autoclavado por 20 minutos a 120°C. Os tubos inoculados,
contendo um explante cada, foram mantidos em sala de crescimento sob fotoperiodo de
16 horas, com temperatura de 25 = 3°C, durante 30 dias, metodologia definida por
ASSIS (2011).
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As plantulas estabelecidas in vitro foram subcultivadas aos 30 dias utilizando o
mesmo meio de cultivo, visando a multiplicagdo de brotos. Foram feitos trés subcultivos
até se obter o nimero de pléntulas suficiente para a instalacdo dos experimentos.

As plantulas foram subcultivadas permanecendo por 15 dias nas mesmas
condicdes de cultivo, para se reestabelecerem e posteriormente foram transferidas para
ambientes iluminados com diferentes lampadas coloridas (Figura 3A), que emitiam as
cores a luz, verde, vermelha e amarela na regido do espectro visivel (Figura 2) que
tiveram a composicdo espectral dividida nas classes apresentadas (Tabela 1 e Figura
3B), fornecidos lampadas da marca Taschibra® TP 40w, numa irradiancia de 47 a 50
umol.m2.s™, sob fotoperiodo de 16 h. As plantulas permaneceram nestes ambientes por
40 dias.

420nm 550nm 615nm 780 nm

ultravioleta e i infravermelho

380 nm 490 nm 50nm  700nm  B00 gltsn
78 x 10" 1z 3.8x10 MZ

Figura 2. Espectro de luz visivel.

Tabela 1. Classes de comprimento de onda.

Classe Comprimento de onda
UV-A 330 - 400 nm
Azul 400 - 450 nm
Amarela 565 - 590 nm
Verde 450 - 530 nm
Vermelha 600 - 700 nm
Vermelho Distante 700 - 750 nm

Fonte: TAIZ e ZEIGER, 2013.
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Figura 3. Lampadas e distribuicdes de energia espectral das fontes de luz utilizadas.

Foi feita a vedacdo no armario de luzes utilizado, com tecido preto a fim de se

evitar interferéncia das luzes entre si e/ou entre o ambiente externo.

2.2.2 Crescimento das plantulas

Foram avaliados o numero de folhas expandidas e o comprimento de parte
aérea aos 0, 20 e 40 dias de exposicdo. Aos 40 dias também foram avaliadas a massa
fresca e seca. Ao final do periodo, as plantulas foram removidas dos tubos e
imediatamente pesadas para se obter a massa fresca de cada plantula. Em seguida, estas
foram secas em estufa de ventilacdo forcada a 35 °C até atingirem massa constante,
sendo posteriormente pesadas para a obtencdo de massa seca. Para o célculo do
rendimento, a média de matéria seca por plantula foi multiplicada pelo teor de cada
substancia quantificada.

O material seco foi armazenado em ambiente seco e fresco para posterior

analise quimica.

2.2.3 Constituicdo quimica dos extratos vegetais

2.2.3.1 Preparo das solucdes estoque e construgdo da curva dos padrdes externos

Para obtencdo da curva padréo de calibragdo, foram utilizados os padrdes acido

galico, acido 3,4-diidroxibenzoico e amentoflavona, isolados de A. Othonianum Rizz.
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(folha) do campo, pelo grupo de pesquisa em Produtos Naturais da Unifran (CURADO
et al., 2013). Todos os padroes foram preparados da mesma maneira.

Foram pesados 1 mg de todos os padrdes utilizados e adicionados 2000 pL de
metanol-HPLC a fim de se obter a solucéo estoque de 0,5 mg mL™. Para diluigdo foram
retiradas aliquotas de 1000 pL da solucdo e adicionados 1000 puL de metanol até se
obter solucBes de concentracdes 0,25; 0,125 e 0,0625 mg mL™. Uma dltima soluc&o foi
diluida em 10 vezes utilizando 200 pL da dltima diluicdo e 1800 pL de metanol HPLC,
obtendo-se ao final solucdo de concentracdo 0,00625 mg mL™.

As solucdes diluidas nas diferentes concentracdes foram transferidas (~ 1 mL)
para frascos do tipo vial em triplicata, para subsequente corrida em cromatografo
liquido de alta eficiéncia, modelo SHIMADZU Proeminence-LC-20AD. Os dados das
areas dos picos de interesse de cada padrdo foram registrados em tabelas para a

construcdo da curva de calibracéo.

2.2.3.2 Obtencéo dos extratos brutos

Foram utilizadas partes aéreas das plantas de A. othonianum Rizz cultivadas in
vitro, secas em estufa de ventilacdo forcada a 35 °C até estabilizacdo da massa. Ap6s
maceracao e pesagem de 200 mg deste material, fez-se a extragcdo adicionando 4 mL de
metanol-HPLC, e banho em ultrasson por 30 min. Posteriormente, foi realizada a
filtragem dos extratos com algodao e em filtro com membrana (Advantec HP0O20AN —
20 pm). Aliquotas de 1000 pL foram pipetadas, com auxilio de pipeta automatica, para
frascos do tipo vial e levadas para analise em aparelho de cromatografia liquida. As

amostras foram analisadas em triplicata.

2.2.3.3 Andlise cromatografica

Para as andlises, foi utilizado um cromatografo liquido de alta eficiéncia, de
sistema binario SHIMADZU Proeminence-LC-20AD, equipado com injetor automatico
SIL-20A HT, acoplado ao detector: UV-VIS modelo SPD-M20A com arranjo de diodo.
A coluna analitica usada foi da Phenomenex Phase GEMINI, (250 x 4,6 mm, 5 pum),
C18, equipada com pré-coluna de mesmo material, e forno CTO-20A. O volume
injetado foi de 20 pL, fluxo foi de 1 mL min™ e A 254 nm. A temperatura permaneceu

constante em 40 °C. A analise foi efetuada em 60 min com eluente em gradiente linear:
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CH3OH/H,0/CH3COOH (5:94,9:0,1 v/viv), CH3OH 100% em 30 min, 10 min em
MeOH 100% e 20 min para retornar a condigdo inicial. Foram empregados solventes
metanol para HPLC e solucéo de &cido acético 0,1% preparada em agua Milli-Q. Foram
utilizados como padrdes externos o acido galico, o acido 3,4-diidroxibenzoico e a

amentoflavona. A aquisicao de dados foi realizada através de um microcomputador.

2.2.4 Delineamento Experimental

Para as variaveis de crescimento (comprimento de parte aérea e numero de
folhas) o delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial
5x3 (5 tipos de luzes x 3 tempos de avaliacdo) e cada tratamento continha 4 repeticdes,
constituida por 20 tubos de ensaio. Para matéria fresca e seca foram 5 tipos de luzes x 1
tempo de avaliacdo (40 dias). Para as analises quimicas, as amostras foram feitas em
triplicatas. Os dados numericos obtidos foram avaliados estatisticamente, mediante a
andlise de variancia, testando as médias pelo teste Tukey (5%), utilizando o software
SISVAR (FERREIRA, 2011).

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Composicao Espectral do Ambiente de cultivo

Ambientes de cultivo com lampadas branca e azul proporcionaram maiores
teores de UV-A (330-400 nm), azul (400-450 nm) e verde (450-530 nm), sendo este
ultimo também encontrado em maiores valores em ambientes iluminado com luz verde
(Tabela 2). Por outro lado, ambientes iluminados com luz vermelha ou amarela,
proporcionaram maiores percentuais de vermelho (600-700 nm).

Foi observado que as lampadas que emitiam maior espectro na faixa do

vermelho distante proporcionaram maior acimulo de matéria fresca e seca.
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Tabela 2. Composicdo espectral, em porcentagem, dos comprimentos de onda das
fontes de luz utilizadas.

Ambiente Composicéo espectral (%)
decultivo  UV-A Azul Verde  Vermelho Vermelho Distante
(lampada) (330-400) (400-450)  (450-530) (600-700) (700-750)
Branca 5,66 18,19 30,11 14,15 3,31
Azul 6,60 38,26 39,48 5,83 2,93
Verde 2,38 2,33 32,70 9,26 1,72
Vermelha 2,80 2,24 3,80 80,49 2,56
Amarela 2,68 9,10 11,40 27,37 1,98

2.3.2 Crescimento

2.3.2.1 Comprimento médio de parte aérea e niumero médio de folhas

Os resultados para comprimento médio de parte aérea e niumero médio de
folhas expandidas ndo foram influenciados pela interacéo luz versus época de avaliacao.
Aos 40 dias de cultivo, as plantulas se apresentaram com maior comprimento de parte
aérea (5,54 cm), com aumento de 1,7 vezes. Quanto ao numero médio de folhas
expandidas aos 20 e 40 dias ocorreram o0s maiores valores (2,46 e 2,86 cm
respectivamente), ocorrendo o aumento de 1,45 e 1,7 vezes. (Tabela 2). Plantulas de A.

othonianum Rizz aos 0, 20 e 40 dias de tratamento podem ser observadas na Figura 4.

Tabela 2. Comprimento médio de parte aérea e nUmero médio de folhas expandidas de
plantulas de A. othonianum Rizz. submetidas a diferentes tempos de
avaliagéo.

. o Comprimento médio de  Numero médio de folhas
Epocas de avaliacdo (dias)

parte aérea (cm) expandidas
0 3,82°C 1,69 B
20 4,89 B 2,46 A
40 554 A 2,86 A

*Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Figura 4. Plantulas de A. othonianum Rizz. aos 0 (A), 20 (B) e 40 (C ) dias. (T1 = Luz
branca; T2 = Luz azul; T3 = Luz verde; T4 = Luz vermelha; T5 = Luz

amarela).

2.3.2.2 Matéria Fresca e Matéria Seca

Maior acimulo de matéria fresca e seca foi observado em plantulas que foram

cultivadas sob luz vermelha e amarela, com o aumento proporcional de 1,08 e 1,15

vezes em relacdo ao tratamento de luz branca (controle). Os demais comprimentos de

onda de luz ndo diferiram entre si (Tabela 3).

Tabela 3. Acimulo de matéria fresca e seca de plantulas de A. othonianum Rizz aos 40
dias ap6s exposi¢do aos diferentes comprimentos de onda de luz.

Tratamento MF MS
mg
Luz Branca 300,4b*+ 0,101 71,0b £0,019
Luz Azul 310,2b + 0,069 72,5b + 0,018
Luz Verde 318,4b + 0,069 82,8b + 0,016
Luz Vermelha 325,5a +0,034 83,3a+ 0,012
Luz Amarela 335,1a + 0,026 84,5a + 0,080

*Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

MF= matéria fresca; MS=matéria seca; mg=miligramas.
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2.3.3 Analise Quantitativa por CLAE-DAD do acido galico, acido 34-

dihidroxibenzéico e amentoflavona
2.3.3.1 Curva padrao de calibragdo

A curva de calibragdo, bem como os parametros inerentes a ela, 0s coeficientes
angular, linear e de correlacdo R2, foram obtidos com auxilio do software Excel 2010.
Esses parametros sdo imprescindiveis para a criagdo da equacdo da reta que serd
utilizada para a determinacdo das concentracfes de cada substancia. A estrutura
molecular destas trés substancias pode ser observada na figura 5. Pela figura 6 é
possivel observar que 0s pontos apresentam boa linearidade e isso pode ser confirmado
pelos valores dos coeficientes de correlagdo linear, sendo R? = 0,998, 0,9999 e 0,9978,
respectivamente (Figura 6). De posse dos coeficientes angular e linear foi possivel criar
as equacdes para quantificacdo dos teores de acido galico, acido 3,4-diidroxibenzoico e

amentoflavona nas amostras estudadas.
o OH o OH

HO OH OH

oH (@) o (b)

OH

OH o (©)

Figura 5. Estruturas moleculares dos padrdes utilizados para a curva padrdo (&cido
galico (a), acido 3,4-diidroxibenzoico (b) e amentoflavona (c).
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Figura 6. Curvas padrdo de calibracdo dos padrdes acido galico (A), acido 3,4-

dihidroxibenzoico (B) e amentoflavona (C), plotadas através da area do pico
versus concentragdo em mg mL™.
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Os cromatogramas com o tempo de retencdo e os espectros de UV de cada
substancia quantificada podem ser observados nas Figuras 7, 8 e 9, respectivamente.
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Figura 7. Perfil cromatografico com destaque para as melhores bandas cromatograficas
associadas ao acido galico (1), é&cido 3,4-diidroxibenzoico (2) e
amentoflavona (3), obtido a partir dos extratos metandlicos das plantulas de
A. othonianum Rizz. cultivadas sob luz branca (A), azul (B), verde (C),
vermelha (D) e amarela (E).

Figura 8. Sobreposicao dos cromatogramas obtidos a partir dos extratos metanolicos de
A. othonianum Rizz. cultivados sob luz branca, azul, verde, vermelha e
amarela (sentido de cima para baixo).
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Figura 9. Espectros de UV do &cido galico (1), acido 3,4-diidroxibenzoico (2) e
amentoflavona (3).

Apds a obtencdo da curva de calibracdo, foram obtidos os valores das areas dos
picos correspondentes a cada substancia a ser quantificada nas amostras analisadas.
Utilizando as equacdes e substituindo os valores das areas foi possivel determinar a
concentracdo do &cido géalico, do acido 3,4-diidroxibenzoico e da amentoflavona em
cada uma das amostras.

O acumulo de acido galico foi afetado negativamente pelo tratamento de luz
amarela (0,47 mg g MS). Os teores de &cido galico encontrados em plantulas
cultivadas sob luz verde e vermelha ndo diferiram em relagdo aos constatados sob luz

branca, apresentando teores de 0,56, 0,58 e 0,55 mg g™ MS, respectivamente. O maior
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teor de 4cido galico foi observado em plantulas sob luz azul (0,66 mg g™* MS) (Figura
10).

Maiores rendimentos de acido gélico ocorreram quando as plantulas foram
cultivadas sob luz azul (0,16 pg plantula™), seguido pelo valor médio das plantulas
cultivadas sob luz vermelha (0,14 pg plantula™). J& para as plantulas cultivadas sob a
luz verde e amarela o rendimento ndo diferiu em relagdo ao controle, com valores
médios de 0,12; 0,12 e 0,13 pg plantula™, respectivamente.

Diferentemente do acido galico, maiores teores de acido 3,4-diidroxibenzoico
foram encontrados quando as plantulas foram cultivadas sob luz vermelha (8,22 mg g™
MS), seguido por plantulas cultivadas em luz branca, azul e amarela, que ndo diferiram
entre si, e por Gltimo, em plantulas cultivadas sob luz verde (4,75 mg g* MS) (Figura
10).

De forma semelhante, os maiores rendimentos de &cido 3,4-diidroxibenzoico
ocorreram em plantulas cultivadas sob luz vermelha (6,78 ug plantula™), seguido por
plantulas cultivadas sob luz azul (5,57 pg plantula™). J& para plantulas cultivadas sob
luz verde, o rendimento foi menor em relacdo ao controle, com valores médios de 3,53
ug plantula™® (Figura 10).

Assim como observado para o acido galico, plantulas cultivadas sob luz azul
apresentaram maiores teores de amentoflavona (1,41 mg.g” MS) (Figura 8). Porém,
diferentemente do &cido galico, plantulas cultivadas sob luz verde, vermelha e amarela
apresentaram reducdo no teor de amentoflavona, comparado as plantulas cultivadas sob
luz branca (0,61; 0,69 e 0,63 mg g™* MS).

Seguindo o padrdo encontrado para o teor, plantulas cultivadas sob luz azul
produziram maiores rendimentos de amentoflavona (0,88 pg plantula™), porém,
plantulas cultivadas sob luz amarela ou vermelha ndo diferiram das plantulas cultivadas
sob luz branca, como o ocorrido para o teor. Plantulas cultivadas sob luz verde

apresentaram menores rendimentos de amentoflavona (0,34 pg plantula™) (Figura 10).
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Figura 10. Teores e rendimento de acido galico (A e B), acido 3,4-diidroxibenzoico (C
e D) e amentoflavona (E e F) em plantulas de A. othonianum Rizz,

submetidas a diferentes comprimentos de onda de luz. MS = Matéria seca
Letras iguais ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

*As barras verticais representam o erro padrdo da média das triplicatas.
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2.4 DISCUSSAO

Macedo et al (2011), verificaram que a luz azul induziu maior nimero de
folhas por planta e luz vermelha aumentou o peso fresco e peso seco das folhas de
Alternanthera brasiliana Kuntze, nenhum dos diferentes comprimentos de onda foram
capazes de aumentar o numero de folhas, entretanto foi obtido o aumento de massa
fresca e seca nas plantulas sob o tratamento de luz vermelha e amarela.

Nishimura et al. (2007) também encontraram aumento de peso seco em plantas
de Hypericum perforatum cultivadas sob luz azul, entretanto esse efeito foi obtido a
partir da irradiancia de 500 pmol m? s, 10 vezes maior que a utilizada neste trabalho.

Ahmed (2012), em cultura de calos da espécie G. sylvestre, observou que a luz
vermelha reduziu o crescimento do calo e o acumulo de biomassa do mesmo. O
tamanho da célula de calo foi maior em luz azul que em luz vermelha, seguida pela luz
verde. A luz azul causa estimulo na clorofila, que leva a sintese de carotenoides e
aumento na atividade da fenilalanina-liase de amdnio (aminoacido precursor do acido
cinamico).

O mesmo autor ainda verificou que o teor maximo de acido gimnémico foi
obtido nos calos cultivados sob o tratamento de luz azul, seguido pelo de luz vermelha e
de luz verde, que foi observado também no presente trabalho utilizando folhas de A.
othonianum Rizz. Este resultado demonstra que o uso de luz azul se mostrou como
promissora ferramenta para a producdo de &cido galico em maior escala utilizando a
espécie em questao.

Hou, et al. (2010) sugerem que o aumento nas concentracBes de acido
glicirrizico em G. uralensis, possui correlacdo com a diminuicdo da acumulacdo de
biomassa pelo estresse, que desencadeou uma resposta de defesa em condicdes de pouca
luz. E ainda, que se se a planta for capaz de suportar ambiente de pouca intensidade de
luz ou um déficit de luz adequada, esta pode ser a medida alternativa vidvel para
aumentar o conteldo de metabdlitos secundarios, pois este resultado foi observado com
o cultivo de G. uralensis.

Além disso, Bussotti (2008) observou que a capacidade de resisténcia ao
estresse pela espécie Phyllirea latifolia L. levou a producdo de compostos de defesa, em
que a manutencdo da maior defesa quimica nas plantas ocorre sob baixa tensdo de luz,

mesmo em reducéo da biomassa.
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Em folhas de Ligustrum vulgare, flavonoides foram largamente acumulados
com a irradiacdo de luz de emissdo maxima a 575 nm (faixa da luz vermelha) e
ocorreram com escassez em tecido palicaddico exposto a 552 nm (faixa da luz verde)
(TATTINI et al, 2004).

2.5 CONCLUSOES

Os resultados encontrados demonstram que a qualidade espectral da luz
influencia a biomassa e a o teor de compostos fendlicos produzidos pelas plantulas in
vitro de A. othonianum Rizz. A luz vermelha e a luz amarela estimularam o acimulo de
MS em plantulas. Os teores e rendimentos de &cido galico e amentoflavona foram
aumentados na presenca de luz azul. A luz vermelha estimulou os teores e o rendimento
de &cido 3,4-diidroxibenzoico. E, por fim a luz verde inibiu o teor e o rendimento do
acido 3,4-diidroxibenzoico. Alteracfes na producdo destes compostos eram esperadas
pelos tratamentos utilizados, e supde-se que estas tenham ocorrido pela inducéo e
inibicdo da rota metabdlica dos acidos chiquimico e cindmico, precurssores das

moléculas estudadas.
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RESUMO

O Anacardium othonianum Rizz., espécie nativa do Cerrado brasileiro,
conhecido popularmente como caju de arvore do cerrado. E uma espécie de grande
relevancia para regido por possuir propriedades medicinas e amplo aproveitamento
alimentar. O uso de elicitores, bidticos ou abioticos, € uma estratégia que pode ser
utilizada para aumentar a producdo de metabdlitos secundarios de interesse em diversas
espécies de plantas. Dessa forma, o vegetal pode produzir maior quantidade de
substancias de atividade farmacoldgica, que aumenta o seu valor terapéutico. O objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito da elicitagdo abidtica com &cido salicilico (SA) e
nitrato de prata (AgNOj3) em plantulas in vitro de A. othonianum Rizz, bem como
quantificar o teor de acido galico, &cido 3,4-diidroxibenzoico e amentoflavona na parte
aérea. As plantulas tiveram seu crescimento avaliado aos 15 e 30 dias, sendo que neste
altimo tempo, tiveram os teores de &cido galico, &cido 3,4-diidroxibenzoico e
amentoflavona quantificados por CLAE-DAD. O 4cido 3,4-diidroxibenzoico e o
biflavonoide, tiveram seus teores aumentados, em contraste o teor de &cido galico
diminluiu com os tratamentos utilizados, exceto, quando se utilizou SA 60 uM (0,3068
mg.g~MS).

PALAVRAS-CHAVE: cultura de tecido, &cido galico, acido 3,4-diidroxibenzoico,
amentoflavona, elicitor.
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ABSTRACT

The Anacardium othonianum Rizz., is a native specie from the Brazilian
Cerrado, popularly known as caju de arvore do cerrado. It is a specie of great relevance
to the region because of its medical properties and ample food utilization. The use of
elicitors, biotic or abiotic, is a strategy that can be used to increase production of
secondary metabolites of interest in various plant species. Thus, the plant may produce a
igher amount of substances having a pharmacological activity, which enhances its
therapeutic value. The aim of this study was to evaluate the effect of abiotic elicitation
with salicylic acid (SA) and silver nitrate (AgNO3)in in vitro seedlings of A.
othonianum Rizz and quantify the 3.4- dihydroxybenzoic acid, gallic acid and
amentoflavone in shoots. Seedlings had growth assessed at 15 and 30 days, and in this
last time, had the contents of gallic acid, 3,4- dihydroxybenzoic and amentoflavone
quantified by HPLC-DAD. The 3.4- dihydroxybenzoic and biflavondide acid had
increased their levels, in contrast the content of gallic acid decreased with the
treatments, except when using 60 mM SA (0.3068 mg g™* MS).

KEY WORDS: culture tissue, gallic acid, 3,4- dihydroxybenzoic acid, amentoflavone,
elicitor.
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3.1 INTRODUCAO

O Anacardium othonianum Rizz. € uma espécie nativa do Cerrado brasileiro,
conhecido popularmente como caju de arvore do cerrado. E uma espécie de grande
relevancia para regido por possuir propriedades medicinas e amplo aproveitamento
alimentar. No entanto, sua exploracdo geralmente é de carater extrativista e muitas
vezes de forma predatoria (SILVA et al., 2001).

A técnica de cultura de células e tecidos vegetais é de grande aplicacao,
permitindo a produgdo de mudas, a manipulacdo de material vegetal melhorado
geneticamente e a producdo de metabdlitos dotados de bioatividade (TROMPE, 2007).
Os meios de cultivo, além de fornecer as substancias essenciais para o crescimento
também controlam o padrdo de desenvolvimento in vitro (TORRES et al., 2001). O
emprego de elicitores abidticos no cultivo € muito utilizado como estratégia para a
producdo de metabdlitos secundarios, sendo esta producdo relacionada a indugdo de
genes que ativam a via dos metabolitos secundarios (QIAN et al., 2006). Apresenta
efeito sobre a producdo dos compostos provenientes do metabolismo secundario, uma
vez que este elicitor opera em vias de sinalizagcdo nas plantas, e respondem a estresses
bidticos e abidticos (NAMEDO, 2007).

O écido salicilico € um fitohormdnio pertencente ao grupo dos compostos
fenolicos, sintetizado pela via fenilpropanoide, a partir da L-fenilalanina, que, por acéo
da fenilalanina amonio-liase (PAL), origina o cido trans-18 cindmico. A aplicagdo do
acido salicilico pode inibir a germinacdo e o crescimento da planta, interferir na
absorcdo das raizes, reduzir a transpiracdo, causar a abscisdo das folhas, alterar o
transporte de ions, induzindo a rapida despolarizacdo das membranas, ocasionando um
colapso no potencial eletroquimico (KERBAUY, 2008), e ainda desencadear a
producdo de compostos como alcaloides e polifendis (YAO; TIAN, 2005).

Os metais pesados podem influenciar parcialmente células vegetais através da
indugdo de vias de sinalizacdo relacionadas com acido jasménico. Isso acontece por
causa da sintese de proteinas semelhante ao mecanismo de defesa relacionados com o
patogenos e respostas de hipersensibilidade (SANTIAGO et al., 2000; MAKSYMIEC et
al., 2005). O nitrato de prata é conhecido como potente inibidor de acdo de etileno
sendo utilizado em cultura de tecidos. Sua facil disponibilidade, solubilidade em agua, a
especificidade e estabilidade tornam muito Uteis para vérias aplicacfes na exploracéo de

plantas regulacdo do crescimento e morfogénese in vivo e in vitro. O ion prata parece
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estar envolvido na via de etileno, e desempenha papel crucial papel na regulacéo de
processos fisioldgicos (KUMAR et al., 2009).

Os compostos fendlicos, ou fenilpropanoides, sdo amplamente encontrados em
plantas, sendo um grupo muito diversificado de fitoquimicos, originados do
metabolismo secundéario das plantas (NACZK e SHAHIDI, 2004). Quimicamente, 0s
fendlicos sdo definidos como substancias que possuem anel aroméatico com um ou mais
substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais (LEE et al., 2005). Os
compostos fenolicos sdo amplamente distribuidos no reino vegetal e vém atraindo a
atencdo dos pesquisadores pelo seu potencial como antioxidantes naturais (KURKIN,
2003; KOSAR et al., 2004), recebendo destaque os flavonoides, os &cidos fendlicos.

O é&cido galico (GA, éacido 3,4,5-trihidroxibenzoico) é um polihidroxifenol
encontrado em espécies vegetais estando presente ou na forma livre ou, mais
comumente, como ingrediente de taninos (NIEMET e GROSS, 2001). GA e seus
derivados possuem alta atividade antioxidantes, que sendo capazes de eliminar espécies
reativas de oxigénio (POLEWSKI et al., 2002; KIM, 2007) e também possuem
atividade farmacoldgica como indutores de apoptose de células cancerosas (SERRANO,
et al., 1998).

Entre os polifendis o &cido 3,4-diidroxibenzoico (&cido protocatecuico) é
amplamente encontrado em muitos alimentos. E um constituinte da lignina sendo
encontrado nas angiospermas (CLIFFORD, 2000). Por possuir dois grupos hidroxila,
demonstra uma atividade antioxidante (LODOVIC, 2001). Syafni et al., (2012), ao
utilizar esta substancia isolada da espécie Trichomanes chinense, verificaram sua
atividade antimicrobiana in vitro, contra o crescimento de Vibrio colera. E o extrato
bruto, que apresentou inibicdo contra Escherichia coli, pode ser utilizado contra
diarreias.

Muciarelli et al (2000), trabalhando com pléantulas micropropagadas de tabaco
e associando o é&cido 3,4-diidroxibenzoico com 4&cido giberélico (GA3) e écido-
indolacético (AIA) verificaram que essas substancias alteram o potencial de membrana
das células radiculares numa interagdo ndo especifica, interferindo no desenvolvimento
das raizes.

Dentre o grupo dos biflavonoides a amentoflavona € a mais comum e tem
atividades biologicas de antioxidante (SHI et al.,, 2008), anticancerigena
GURUVAYOORAPPAN e KUTTAN 2007), anti-inflamatério (WOO et al., 2005),
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antimicrobiana (WOO et al., 2005; JUNG et al., 2007) e analgésica (SILVA et al.,
2001).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do nitrato de prata (AgNO3) e
acido salicilico (SA) em plantulas de A. othonianum Rizz in vitro, bem como a
quantificacdo de &cido galico, acido 3,4-diidroxibenzoico e amentoflavona na parte

aérea.

3.2 METODOLOGIA

O cultivo in vitro foi realizado no Laborato6rio de Cultura de Tecidos Vegetais,
do Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO, e as avalia¢des quimicas foram
conduzidas no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais da UNIFRAN —

Universidade de Franca — Franca — SP.

3.2.1 Material Vegetal e cultivo in vitro

As sementes utilizadas foram obtidas de frutos coletados de arvores nativas da
regido do municipio de Montes Claros de Goias (16°10” S de latitude, 51°27° W de
longitude, a 412 m de altitude). A exsicata esta depositada no Herbario Jataiense, da
Universidade Federal de Goias, Campus Jatai, sob 0 nUmero 3793.

Apds a coleta foi feita a despolpa, lavagem, secagem e tratamento das sementes
com o fungicida Vitavax-Thiram® [Ingrediente ativo (carboxina + tiram): 200 + 200
g/L] na dosagem de 300 mL para 100 kg de sementes, sendo posteriormente
armazenadas em camara fria (18 °C + 3) até a semeadura.

A germinacdo foi feita em bandejas plasticas (53x37x8 cm) contendo areia
grossa lavada e peneirada como substrato e, mantidas em sala de crescimento com
temperatura media de 25 °C + 3. O controle fitossanitario das plantulas foi realizado
com pulverizacdes de solucdo fungicida sistémica de Derosal® a 0,2% do produto
comercial. Quinzenalmente, foram irrigadas com solucao nutritiva composta pelos sais
do meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962). Ap6s 30 dias da semeadura, segmentos
nodais foram retirados destas e utilizados como fonte de explante.

Foi realizada a pulverizacdo com o fungicida sistémico Derosal® a 0,2%, 12
horas antes da coleta dos segmentos nodais. Depois de coletados estes permaneceram

em recipientes com agua corrente e trés gotas de detergente neutro por 30 minutos.
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Posteriormente, foram imersos em alcool 70% (v/v) por 30 segundos e em solugédo de
hipoclorito de sodio (20%) durante 20 minutos, e em seguida lavados, em camara de
fluxo laminar, por trés vezes com agua destilada e autoclavada.

Segmentos nodais, com aproximadamente 2 c¢cm e duas gemas, foram
inoculados em tubos de ensaio contendo 20 mL de meio de cultivo. O meio utilizado foi
0 MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), contendo a metade da concentracdo dos sais
(MS 50%), suplementado com 30 g L™ de sacarose, 3,5 g L™ de 4gar, 2 g L™ de carvéo
ativo e 30 uM de BAP (6-Benzilaminopurina). O pH foi ajustado para 5,8 + 0,3 antes da
adicdo do agente geleificante. O meio foi autoclavado por 20 minutos a 120°C. Os
segmentos nodais inoculados foram mantidos em sala de crescimento sob fotoperiodo
de 16 horas, com temperatura de 25 + 3°C, durante 30 dias (ASSIS, 2011). As plantulas
estabelecidas in vitro foram subcultivadas aos 30 dias utilizando 0 mesmo meio,
visando a multiplicacdo de brotos. Trés subcultivos foram realizados para se obter o
namero de plantas suficiente para a instalacdo dos experimentos.

Os elicitores abioticos testados foram o acido salicilico (SA) e o nitrato de
prata (AgNQO3), ambos nas concentracfes de 30 e 60 uM. Para esse procedimento meio
de cultivo semelhante ao utilizado para o cultivo, foi preparado e aditivado com o0s
elicitores supracitados.

As plantulas estabelecidas foram subcultivadas para meio fresco permanecendo
por 15 dias para se reestabelecerem. Posteriormente, as mesmas foram transferidas para
meio fresco contendo os elicitores, permanecendo neste por 30 dias. As plantas do
tratamento controle foram transferidas para um meio fresco, sem a adicao de elicitores.
As avaliagdes do nimero de folhas expandidas e o comprimento de parte aérea foram
realizadas aos 15 e 30 dias de elicitacéo.

Ao final do periodo de elicitacdo, as partes aéreas foram colhidas e foi obtida a
massa fresca de cada plantula. Em seguida, estas foram secas em estufa de ventilacdo
forcada a 35 °C até atingirem massa constante, sendo posteriormente pesadas para a
obtencdo de massa seca. O material seco foi armazenado em ambiente seco e fresco

para posterior analise quimica.
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3.2.2 Constituicdo quimica dos extratos vegetais

3.2.2.1 Preparo das solucdes estoque e construcéo da curva dos padrdes externos

Para obtencdo da curva padréo de calibragdo, foram utilizados os padrdes acido
galico, acido 3,4-diidroxibenzoico e amentoflavona, seguindo 0 mesmo preparo para
todos.

Foram pesados 1 mg de todos os padrdes utilizados e adicionados 2000 pL de
metanol-HPLC a fim de se obter uma solucdo estoque de 0,5 mg mL™. Para diluicéo
foram retiradas aliquotas de 1000 pL da solucdo e adicionados 1000 pL de metanol até
se obter soluges de concentracdes 0,25, 0,125 e 0,0625 mg mL™. Uma Gltima solucdo
foi diluida em 10 vezes utilizando 200 pL da Gltima diluicdo e 1800 pL de metanol
HPLC, obtendo ao final a solugdo de concentragdo 0,00625 mg mL™.

As solucdes diluidas nas diferentes concentragdes foram transferidas (~ 1 mL)
para frascos do tipo vial em triplicata, para subsequente corrida em cromatdgrafo
liquido de alta eficiéncia. Os dados das areas dos picos de interesse de cada padrdo
foram registrados em tabelas para a construcdo da curva de calibragéo.

A curva de calibracdo, bem como os parametros inerentes a ela, dos quais se
pode citar, os coeficientes angular, linear e de correlacdo R2, foram obtidos com auxilio
do software Excel 2010. Esses parametros sdo imprescindiveis para a criacdo da
equacdo da reta que serd utilizada para a determinagdo das concentracBes de acido

galico, acido 3,4-diidroxibenzoico e amentoflavona nas amostras avaliadas.
3.2.2.2 Obtencéo dos extratos brutos

Foram utilizadas partes aéreas das plantas de A. othonianum Rizz cultivadas in
vitro, secas em estufa de ventilacdo forcada a 35 °C até estabilizacdo da massa. Apos
maceracao e pesagem de 200 mg deste material, fez-se a extracdo adicionando 4 mL de
metanol-HPLC, e banho em ultrasson por 30 min. Posteriormente, foi realizada a
filtragem dos extratos com algoddo e em filtro com membrana (Advantec HP020AN).

Aliquotas de 1000 pL foram pipetadas, com auxilio de pipeta automatica, para frascos
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do tipo vial e levadas para analise em aparelho de cromatografia liquida. As amostras
foram analisadas em triplicata.

Para as analises, foi utilizado cromatografo liquido de alta eficiéncia, de
sistema binario SHIMADZU Proeminence-LC-20AD, equipado com injetor automatico
SIL-20A HT, acoplado ao detector: UV-VIS modelo SPD-M20A com arranjo de diodo.
A coluna analitica usada foi da Phenomenex Phase GEMINI, (250 x 4,6 mm, 5 pm),
C18, equipada com pré-coluna de mesmo material, e forno CTO-20A. O volume
injetado foi de 20 pL, fluxo foi de 1 mL min™ e A 254 nm. A temperatura permaneceu
constante em 40 °C. A anélise foi efetuada em 60 min com eluente em gradiente linear:
CH3;0OH/H,0/CH3;COOH (5:94,9:0,1 v/viv), CH30OH 100% em 30 min, 10 min em
MeOH 100% e 20 min para retornar a condicdo inicial. Foram empregados solventes
metanol para HPLC e solucdo de &cido acético 0,1% preparada em agua Milli-Q. Foram
utilizados como padrdes externos o &cido géalico, o acido 3,4-diidroxibenzoico e a
amentoflavona. A aquisicao de dados foi realizada através de um microcomputador.

3.2.3 Delineamento Experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial
3 x 3 x 3 (3 elicitores x 3 tempos de exposi¢do x 3 concentracdes) e cada tratamento
continha 4 repeticdes, constituida por 20 tubos de ensaio. Para as analises quimicas, as
amostras foram analisadas em triplicata. Os dados numéricos foram avaliados
estatisticamente, mediante a andlise de variancia, testando as médias pelo teste Tukey
(5%), utilizando o software SISVAR (FERREIRA, 2011).

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Crescimento

O comprimento médio de parte aérea e 0 numero médio de folhas expandidas,
ndo foram influenciados pela interagdo tripla. J& a interacéo elicitores versus tempo de
exposicdo foi significativa para comprimento médio de parte aérea. Aos 15 dias de
elicitacdo, as plantulas cultivadas na presenca de AgNO3 e SA tiveram maiores médias
(4,90 e 4,73 cm, respectivamente), em relacdo ao controle. Aos 30 dias observou-se o

mesmo resultado, em que tanto para plantulas cultivadas na presenca de AgNOs, quanto
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de SA alcancaram os maiores comprimentos (4,92 e 4,96 cm, respectivamente) (Tabela
1).

Independente do elicitor utilizado, aos 15 e 30 dias foram obtidas as maiores
médias de comprimento de parte aérea (Tabela 1), demonstrando que o0 AgNO3 e 0 SA

n&o prejudicaram o crescimento das plantulas.

Tabela 1. Comprimento médio de parte aérea de plantas de Anacardium othonianum
Rizz. in vitro em diferentes tipos de elicitores e tempos de exposicao.

Tempo de exposicgéo (dias)

Elicitores 0 15 30
Comprimento medio de parte aérea (cm)
Nitrato de Prata (AgNOs) 3,51 Bb 4,90 Aa 4,92 Aa
Acido Salicilico (SA) 4,03 Ab 4,73 Aa 4,96 Aa
Controle 3,83Chb 4,13 Ba 4,47 Ba

“Médias seguidas pela mesma letra maitscula entre os elicitores na coluna e mintscula entre as épocas de
avaliacdo na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Para o numero médio de folhas expandidas, a interacdo elicitores versus tempo
de exposicao também foi significativa. As plantulas cultivadas na presenca de AgNO; e
SA apresentaram o maior niumero médio de folhas expandidas aos 30 dias (2,57 e 2,71,
respectivamente), entretanto até os 15 dias de elicitagdo ndo ocorreu diferenca entre os
valores obtidos (Tabela 2).

Ja entre os tempos de exposicdo, as plantulas cultivadas com AgNOs; e SA,

obteve-se os maiores valores de folhas expandidas (2,57 e 2,71) aos 30 dias (Tabela 2).

Tabela 2. Numero médio de folhas expandidas de plantulas de Anacardium othonianum
Rizz. in vitro em diferentes tipos de elicitores e tempos de exposicao.

Tempo de exposicdo (dias)

Elicitores 0 15 30
Numero médio de folhas expandidas
Nitrato de prata (AgNO3) 1,52 Ac 1,91 Ab 2,57 Aa
Acido Salicilico (SA) 1,68 Ab 1,88 Ab 2,71 Aa
Controle 1,43 Ab 1,96 Aa 1,92 Ba

*Médias seguidas pela mesma letra maiUscula entre os elicitores na coluna e mintscula entre as épocas de
avaliacdo na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

As diferentes concentracOes utilizadas, quando avaliadas isoladamente também

proporcionaram maior numero médio de folhas expandidas, em que as plantulas
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cultivadas sob concentracdo de 30 UM para ambos elicitores, obtiveram maior valor
médio (2,02) (Tabela 3).

Tabela 3. Numero medio de folhas expandidas de plantas de Anacardium othonianum
Rizz. in vitro em diferentes concentracdes de elicitores (AgNO3z ou SA) .

Concentracoes (LUM) Numero médio de folhas expandidas
30 2,02 A
60 1,89B

“Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Foram constatados maiores acumulos de massa fresca aos 30 dias de cultivo
apenas quando as plantulas foram cultivadas na presenca de 60 pM de SA (383 mg)
(Tabela 4). Ja para a massa seca, 0s maiores valores observados foram em plantulas
cultivadas com AgNO360 uM, SA 30 uM e SA 60 uM, sendo 0,082, 0,083 e 0,085 mg,
respectivamente. As plantulas de A. othonianum Rizz. podem ser observadas na Figura
1.

A T1 r T2 13 x T4 T5

B T1 T2 13 T4 5

C T1 T3 T4 T5

Figura 1. Plantulas de A. othonianum Rizz., aos 0 (A), 15 (B) e 30 (C) dias. (T1 =
controle; T2 = AgNO3 30 uM; T3 = AgNO3 60 uM; T4 = SA 30 uM; T5 =
AS 60 uM).
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Tabela 4. Médias dos valores obtidos de matéria fresca e matéria seca de plantulas de
A. othonianum Rizz aos 30 dias apds exposicao aos diferentes elicitores.

Tratamento MF MS
mg
Controle 225 b? 0,06 b
AgNO; 30 uM 252 ab 0,07 ab
AgNO; 60 uM 294 ab 0,08 a
SA30 uM 304 ab 0,08 a
AS 60 uM 383 a 0,08 a

“Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

3.3.2 Analise da constituicdo quimica dos extratos vegetais
3.3.3 Curva padréo de calibragao

Pela Figura 1 é possivel observar que os pontos apresentam uma boa
linearidade e isso pode ser confirmado pelos valores dos coeficientes de correlacéo
linear, sendo R* = 0,998, 0,9999 e 0,9978, respectivamente. De posse dos coeficientes
angular e linear foi possivel criar as equacdes para quantificacdo dos teores de acido
galico, acido 3,4-diidroxibenzoico e amentoflavona nas amostras estudadas.

A curva de calibragdo, bem como os pardmetros inerentes a ela, os coeficientes
angular, linear e de correlacdo R2, foram obtidos com auxilio do software Excel 2010.
Esses parametros sdo imprescindiveis para a criacdo da equacdo da reta que serad
utilizada para a determinacdo das concentracdes de cada substancia. A estrutura
molecular destas trés substancias pode ser observada na figura 4. Pela figura 5 é
possivel observar que 0s pontos apresentam boa linearidade e isso pode ser confirmado
pelos valores dos coeficientes de correlacdo linear, sendo R? = 0,998, 0,9999 e 0,9978,
respectivamente (Figura 4). De posse dos coeficientes angular e linear foi possivel criar
as equacdes para quantificacdo dos teores de acido galico, acido 3,4-diidroxibenzoico e

amentoflavona nas amostras estudadas.
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HO OH OH

oH (a) o (b)

OH

OH 0 (©)

Figura 1. Estruturas moleculares dos padrdes utilizados para a curva padrdo (&cido
galico (a), &cido 3,4-diidroxibenzoico (b) e amentoflavona (c)).
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Figura 2. Curvas padrdo de calibracdo dos padrBes &cido galico (A), acido 3,4-
dihidroxibenzoico (B) e amentoflavona (C), plotadas através da area do
pico versus concentracdo em mg mL™,
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Ap0s a obtencdo da curva de calibracdo, foram obtidos os valores das &reas dos
picos correspondentes a cada substancia a ser quantificada nas amostras analisadas.
Utilizando as equacdes 1, 2 e 3 e substituindo os valores das areas foi possivel
determinar a concentracdo do &cido galico, do acido 3,4-diidroxibenzoico e da

amentoflavona em cada uma das amostras.

3.3.4 Quantificacdo de acido galico, acido 3,4-diidroxibenzdéico e amentoflavona

Os cromatogramas com o tempo de retencdo e os espectros de UV de cada
substancia quantificada podem ser observados nas Figuras 3, 4 e 5, respectivamente.
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Figura 3. Perfil cromatografico do acido galico (1), acido 3,4-diidroxibenzoico (2) e
amentoflavona (3), obtido a partir dos extratos metandlicos das plantulas de
A. othonianum Rizz. cultivadas sob AgNO3 30 uM (A), AgNO3 60 uM (B),
SA 30 uM (C), SA 60uM (D).
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72



Os teores médios de acido galico em plantulas cultivadas com 60 uM de AS
ndo diferiram em relacéo ao controle, com valores médios de 0,30 e 0,30 mg g* MS. Foi
constatada a reducéo no teor desta substancia quando as plantulas foram cultivadas com
30 pM de AgNOs, apresentando a média de 0,27 mg g MS. Ja para as plantulas
cultivadas com o mesmo elicitor na concentragéo de 60 UM e para o AS 30uM, o teor
desta substancia foi ainda menor observando os valores médios de 0,25 e 0,25 mg g*
MS (Figura 6A).

Para o rendimento de &cido galico, houve diminuicdo desta substancia nas
plantulas cultivadas na presenca de AgNO; independente da concentragdo estudada, e
SA 30 uM que ndo se diferiram entre si, apresentando valores medios de 0,01, 0,01 e
0,01 mg g*. Os menores rendimentos foram observados nas plantulas cultivadas na
presenca de AgNO; 60pM (0,01 mg g™) (Figura 6B).

Plantulas cultivadas na presenca de 30 puM de AgNO; e SA obtiveram
aumento na producéo do &cido 3,4-diidroxibenzoico, apresentando valores médios de
5,98 e 5,65 mg g™ MS. Os teores desta substancia nas plantulas sob tratamento com 60
UM de SA e AgNO3; também aumentaram em relacdo ao controle, apresentando teores
intermediarios, 3,93 e 4,22 mg g™ MS, respectivamente. O menor teor de 4cido 3,4-
diidroxibenzoico foi observado nas plantulas cultivadas sem a presenca de elicitores
(controle) com um valor médio de 3,25 mg g* MS (Figura 6C).

Maiores rendimentos de acido 3,4-diidroxibenzoico foram constatados em
plantulas cultivadas na presenca de AgNOj3 independente da concentracdo estudada ou
SA 30 uM, em relacdo controle com valores médios, que foi intermediério, 0,29, 0,23,
0,28 € 0,18 mg g™ MS respectivamente. O SA 60 pM, causou reducio neste rendimento
em relac&o ao controle, com um valor médio de 0,14 mg g™ (Figura 3D).

Plantulas cultivadas na presenca de AgNOs; ou SA, independente da
concentragdo avaliada tiveram os teores de amentoflavona aumentados, apresentando
valores médios de 0,82, 0,79, 0,66, 0,66 mg g MS, respectivamente. As plantulas
cultivadas na auséncia de elicitores apresentaram o menor valor médio observado (0,42
mg g™ MS) (Figura 6E).

Plantulas cultivadas na presenca de AgNO3; ou SA apresentaram elevacdo no
rendimento de amentoflavona comparado ao controle, exceto quando foram cultivadas

com a presenca de SA 60pM, que n&o diferiu deste (Figura 6F).
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Figura 6. Teor e rendimento de &cido galico (A e B), acido 3,4-diidroxibenzoico (C e
D) e amentoflavona (E e F) em plantulas de A. othonianum Rizz,
submetidas a diferentes concentraces de AgNO3 e SA. MS = matéria seca.

Letras iguais ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

*As barras verticais representam o erro padrdo da média das triplicatas

3.4 DISCUSSAO

Coste et al. (2011) em trabalho com espécies de Hypericum sp. in vitro,

utilizando concentragdes de 0, 100 e 200 puM de &cido salicilico e jasménico,

observaram que a biomassa da parte aérea das plantas tratadas ndo foi afetada com as

concentracdes utilizadas. Isto demonstra que a elicitacdo é um processo que depende de
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muitos fatores tais como a concentragéo do elicitor, a fase de crescimento da cultura no
momento da adigdo do elicitor e o tempo de contato da cultura com o elicitor. Além
disso, a resposta ao determinado agente elicitor pode variar de espécie para espécie e €
crucial determinar as concentracdes adequadas para otimizar a producdo dos
metabdlitos de interesse (NAMEDO, 2007).

Brandédo (2012) observou decréscimo de 81% no crescimento das plantulas de
Alternanthera tenella Colla, quando comparou os tratamentos com SA de 0 e 400 uM.
Este resultado ndo foi observado neste estudo, em que as plantulas de A. othonianum
Rizz, ndo tiveram menor comprimento em relacdo ao controle quando tratadas com SA.
Este resultado demonstra que a redugdo no crescimento das plantulas foi a alta dosagem
do elicitor utilizado, uma vez que foram utilizadas doses de 30 e 60 uM, que
correspondem a 7,5 e 15 % da dose considerada toxica pelo autor mencionado.

Outro fator a ser observado em relagédo ao trabalho do mesmo autor, foi o
momento da elicitacdo, e 0 mesmo inoculou os explantes diretamente no meio contendo
o elicitor. No presente trabalho, as plantulas foram reestabelecidas sendo subcultivadas
para um meio fresco sem a presenca de elicitor por 15 dias, antes da elicitacdo. Depois
desse periodo a plantula ja havia expandido folhas e retomado seu crescimento e foi
realizada a elicitagéo, transferindo-a para meio fresco contendo os elicitores, sem causar
cortes em sua estrutura. Assim, a possivel toxicidade pode ter sido reduzida ou evitada,
pois a plantula ndo estava debilitada.

De acordo com Yu et al. (2006), esse aumento vem acompanhado pela indugéo
de enzimas relacionadas a sintese de fenilpropanoides e regulacdo da expressdo de
genes relacionados a defesa das plantas. No entanto, altas concentracdes de acido
salicilico acabam apresentando efeito negativo para a producdo dos compostos
fenolicos, como observado no trabalho de Branddo et al (2012), em que a concentracao
de 400 uM prejudicou o desenvolvimento de Alternanthera tenella Colla. Kovacik et
al. (2009) utilizaram a concentracao de 250 uM e observaram efeito toxico, atribuindo
ao aumento da atividade da enzima fenilalanina aménia-liase. Este efeito toxico ndo foi
observado no presente trabalho, pois as plantulas se desenvolveram normalmente.

Um maior acimulo de &cido palmitico e estearico foi observado ao cultivar
Lemna paucicostata em meio contendo metil jasmonato e AgNO3, principalmente aos
35 dias de cultivo (SUH, et al, 2013). Resultado semelhante ao presente estudo, em que

a dosagem de 30uM de AgNO3 causou maior acimulo de acido 3,4-diidroxibenzoico.
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A elicitagdo com AgNO; causou maior acumulo de sakuranetina (5,4'-
dihidroxi-7-metilflavonona) quando se pulverizou a solucédo de 1% nas folhas de arroz
(LUM, 2009). A mesma concentragdo causou maior acumulo de risitina em tomate
(CHIEW e LUM, 2008).

Bhuvaneswari et al., (2012) observaram aumento nos teores de acido cinamico
em Gymnema sylvestre ao realizar o cultivo de suspensdo de células em meio contendo
1 mM de AgNO;,

Suh et al., (2013) observaram que os teores de compostos fenolicos, como o
acido cindmico, acido cafeico, acido fumarico e acido malico foram significativamente
maiores nas plantas cultivadas na auséncia de elicitores. Estes resultados sugerem que
plantas elicitadas com AgNO;3; podem reduzir a atividade das vias biossintéticas dos

compostos fenolicos.

3.4 CONCLUSOES

Os resultados apresentados demonstram que os elicitores possuem a
capacidade de alterar os teores dos compostos quantificados. A elicitagcdo com AgNOs; e
SA ndo aumentaram os teores de acido gélico, entretanto promoveram aumento nos
teores de acido 3,4-diidroxibenzoico, principalmente quando utilizada a concentracdo de
30 UM para ambos. Para os teores de amentoflavona houve o aumento com todos 0s

tratamentos utilizados, sendo observados os melhores resultados com 0 AgNOs3,
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CONCLUSAO GERAL

Plantulas de Anacardium Othonianum Rizz, quando cultivadas sob elicitagéo
fisica e quimica tém sua composic¢do fendlica afetada. A luz azul proporcionou aumento
na concentracdo de &cido galico e amentoflavona, e a luz vermelha aumentou a
concentracdo de acido 3,4-diidroxibenzoico. O AgNO3; e SA ndo aumentaram 0s teores
de acido galico, entretanto causaram aumento nos teores de acido 3,4-diidroxibenzoico,
principalmente quando utilizada a concentragcdo de 30 uM para ambos. Os teores de
amentoflavona aumentaram com todos os tratamentos utilizados, sendo observados os
melhores resultados com o AgNOj3. Dentre todos os tratamentos e compostos estudados
conclui-se que a utilizacdo de luz azul na producédo de &cido galico é a elicitacdo de
maior interesse, uma vez que este composto é muito visado na farmacologia
principalmente por ter atividade anticancerigena.

Trabalhos utilizando plantas com atividade farmacoldgicas sdo importantes
pois alavancam a descoberta de novos farmacos, e utilizar a elicitacdo é interessante
porque atraves desta € possivel alterar as vias metab6licas aumentando a producdo in
vitro de compostos de maior interesse. Este foi o primeiro trabalho com elicitagéo
abiotica em plantulas de Anacardium Othonianum Rizz in vitro, e péde-se observar que
a espécie em questdo se mostra promissora na producdo de moléculas bioativas.

Além disso, utilizar outras técnicas para o cultivo como 0 uso de suspensao
celular e calos também devem ser estudados, uma vez que alguns trabalhos comparando
a fonte de explante utilizados mostraram diferengas na composi¢do quimica e no teor

dos compostos quantificados.
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