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RESUMO

A Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, de nome popular barbatimdo, é uma planta
nativa do cerrado brasileiro, com destaque na medicina fitoterdpica, devido as propriedades
medicinais atribuidas pelos metabdlitos secundarios presentes na espécie. Neste estudo
objetivou-se estabelecer a germinacdo in vitro, bem como verificar a producdo de &cidos
fenolicos e flavonoides do barbatimao. Foram estabelecidos dois experimentos: | — Cultivo in
vitro e em condigdes de casa de vegetacdo e Il — Analise quimica em CLAE. No primeiro
experimento, realizado no Laboratorio de Cultura de Tecidos (UEMA), sementes de barbatiméo
foram germinadas em condicOes de casa de vegetacdo (controle) e in vitro utilizando como
meios de cultivo: meio de cultivo Murashige e Skoog (MS) + 100 mg L™* de mio-inositol + 30
g L de sacarose + 6,5 g de agar-agar (T1); Agua destilada + 30 g L™ de sacarose + 6,5 g de
agar-agar (T2); MS + 11,09 uM de 6-benzilaminopurina (BAP) + 0,54 uM de &cido naftaleno
acético (ANA) (T3); MS + 1,44 uM de acido giberélico (GA3) + 0,54 uM de ANA + 100 mg
L de mio-inositol + 30 g L™ de sacarose + 6,5 g L™ de agar-agar (T4); MS + 11,09 uM BAP
+ 0,54 UM ANA + 100 mg L* de mio-inositol + 6,5 g L™ de 4gar-agar + 1 g L™ de carvéo
ativado (T5). Apds 60 dias de germinacéo, foram avaliadas as variaveis numero de folhas (NF,
unidades), altura da parte aérea (APA, cm), comprimento da maior raiz (CR, cm), diferenca
entre massa fresca e seca da parte aérea (MPA, g), diferenca entre massa fresca e seca da raiz
(MR, g) e largura média das folhas (LF, cm). Os dados foram submetidos ao teste de Dunnet a
5% de probabilidade. No segundo experimento, realizado no Laboratério de Produtos Naturais
(CCET UFMA) foram obtidos os extratos metandlicos (hidromédulo 1:8) das folhas do
barbatimdo para os tratamentos controle e T1 a T5, e em seguida obtidos os perfis
cromatograficos a partir das leituras dos extratos por meio de cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de arranjo de diodos (CLAE — DAD), onde foram verificados os
espectros no UV para cada pico do cromatograma para identificacdo de acidos fenolicos e
flavonoides. Os resultados obtidos indicaram diferencas entre os tratamentos para as variaveis
APA, CR e MR, onde o tratamento in vitro T5 (meio MS acrescido de BAP, ANA e mio-inositol
em carvdo ativado) foi superior no desenvolvimento da parte aérea e no comprimento radicular
das plantulas. Os dados obtidos para a variavel MR mostraram que os as condi¢es in vitro ndo
foram eficientes para a producdo de massa radicular comparados ao controle. A condicdo de
cultivo em T5 foi superior na producdo de acidos fendlicos e flavonoides comparados aos
demais tratamentos in vitro, com resultados préximos ao controle, indicando resultados
promissores para a producdo de metabdlitos secundarios de interesse medicinal em condigdes
homogéneas e de baixo impacto ambiental no barbatiméo.

Palavras-chave: Stryphnodendron adstringens. Propagacdo in vitro. Metabolitos
secundarios. Acidos fendlicos. Flavonoides.



ABSTRACT

Stryphnodendron astringens (Mart.) Coville, with the popular name barbatimado, is a plant
native to the Brazilian cerrado, with prominence in herbal medicine, due to the medicinal
properties attributed by the secondary metabolites present in the species. In this study it was
aimed to establish the in vitro germination, as well as to verify the production of phenolic acids
and flavonoids of barbatim&o. Two experiments were established: | - In vitro cultivation and
under greenhouse conditions and Il - Chemical analysis in CLAE. In the first experiment,
carried out in the Tissue Culture Laboratory (UEMA), barbatiméo seeds were germinated in
vegetation house conditions (control) and in vitro using as culture media: MS + 100 mg L™ of
myo-inositol + 30 g L™ of sucrose + 6.5 g of agar-agar (T1); Distilled water + 30 g L™ of sucrose
+ 6.5 g of agar-agar (T2); MS + 11.09 uM of 6-benzylaminopurine (BAP) + 0.54 uM of
naphthalene acetic acid (ANA) (T3); MS + 1.44 uM of gibberellic acid (GA3) + 0.54 uM of
ANA + 100 mg L of myo-inositol + 30 g L of sucrose + 6.5 g L™ of agar-agar (T4); MS +
11.09 uM BAP + 0.54 uM ANA + 100 mg L of myo-inositol + 6.5 g L™ of agar-agar + 1 g L-
! of activated carbon (T5). After 60 days of germination, the following variables were evaluated:
number of leaves (NF, units), height of the aerial part (APA, cm), length of the largest root (CR,
cm), difference between fresh and dry mass of the aerial part (MPA, g), difference between
fresh and dry mass of the root (MR, g) and average width of the leaves (LF, cm). The data were
submitted to Dunnet's test at 5% probability. In the second experiment, carried out in the Natural
Products Laboratory (CCET UFMA), methanolic extracts (hydromodule 1:8) of barbatiméo
leaves were obtained for control and T1 to T5 treatments, and then the chromatographic profiles
were obtained from the readings of the extracts by means of high-performance liquid
chromatography (HPLC-PDA), where the representative peaks of the UV spectra for phenolic
acids and flavonoids were verified. The results obtained indicated differences among treatments
for the variables APA, CR and MR, where the in vitro treatment T5 (MS medium addicted
BAP, ANA and myo-inositol on activated carbon) was superior in the development of the aerial
part and root length of the seedlings. The data obtained for the variable MR showed that the in
vitro conditions were not efficient for root mass production compared to the control. The
cultivation condition T5 was superior in the production of phenolic acids and flavonoids
compared to the other in vitro treatments, with results close to the control, indicating promising
results for the production of secondary metabolites of medicinal interest in homogeneous
conditions and low environmental impact in the barbatimé&o.

Keywords: Stryphnodendron astringens. In vitro propagation. Secondary metabolites.
Phenolic acids. Flavonoids.
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1.  INTRODUCAO

Apesar do uso de plantas medicinais ocorrer desde a antiguidade, somente a partir do ano
de 1978, o uso de medicamentos fitoterapicos tradicionais para finalidades profilaticas,
diagndsticas ou curativas foi reconhecido pela Organizacdo Mundial da Satide como parte dos
cuidados da saude humana, por meio da Conferéncia Internacional sobre Cuidados Priméarios
de Saude (OMS, 1978). Ap0s este marco, em 2009, foi divulgado pelo Ministério da Salde, a
“Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse para o Sistema Unico de Salde”
(RENISUS), contendo 71 plantas medicinais potencialmente geradoras de produtos de interesse
do SUS, incluindo a Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, de nome popular
“barbatimdo” (BRASIL, 2009), e em 2014 foi publicada pelo Ministério da Saude e Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), um documento trazendo informacdes relevantes
acerca da descricdo, caracteristicas fitoquimicas e usos tradicionais da espécie na medicina
popular (BRASIL, 2014).

O barbatiméo é pertencente a familia Fabaceae, e pode ser encontrada nas regiées Norte,
Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul do Brasil, sendo descrita para os dominios
fitogeograficos Caatinga e Cerrado (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). A espécie se
destaca pela alta quantidade de taninos e compostos fendlicos, encontrados em sua maioria nas
cascas do caule (cortex) e folhas, tornando-a ricamente utilizada na medicina fitoterapica
devido as suas propriedades anti-inflamatdrias, antifngicas, cicatrizantes, no tratamento,
prevencdo de doencas sexualmente transmissiveis, € na prevencdo da oxidacdo de alimentos
(AGUIAR et al., 2021; GOMES et al., 2021; LOPES; DRAGUNSKI; FRANCISCO, 2018;
SIMAS PEREIRA JUNIOR et al., 2020).

As substancias produzidas pelo barbatiméo, de elevada atividade bioldgica, sdo oriundas
do metabolismo secundario vegetal que, com alta fluidez genética e diversidade de
combinagOes enzimaticas, € responsavel por garantir adaptacOes flexiveis as variadas situagoes
de exposicdo a fatores externos da natureza (OLIVEIRA et al., 2011). No entanto, ndo €
possivel a obtengdo de uma determinada substéncia sintetizada por espécies vegetais em um
quantitativo especifico, pois a presenca e concentracdes de metabolitos secundarios geralmente
sdo complexos e dependem de um conjunto de estimulos do ambiente e respectivas respostas
(COSTA, 2017). Fatores como temperatura, estresse hidrico, radiacdo solar e ciclo circadiano
podem influenciar a produgdo de metabdlitos secundarios, alterando a sua concentragdo ao

longo do dia e dos meses (XAVIER, 2015). Em regides onde as condi¢fes climéticas sejam
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mais severas, como o0 semiarido brasileiro (estacdo de estiagem e de chuvas bem definidas), a
producdo de metabdlitos secundarios é fortemente alterada pelas condigBes sazonais do
ambiente (CHAVES, 2012).

Além disso, é possivel que haja diferencas entre os quantitativos de metabdlitos
secundarios obtidos em diferentes matrizes da mesma espécie, quando submetidas a diferentes
condi¢Bes ambientais. Esta hipotese foi avaliada por Santos et al. (2006), que verificaram a
influéncia de variagdes sazonais nos quantitativos de taninos e fendis totais em cascas de
barbatimdo no bioma cerrado. Ainda, estes autores verificaram que em amostras coletadas
durante estacGes chuvosas, possuem maiores teores de compostos fendlicos e taninos, quando
comparadas a periodos de estiagem.

A producdo de metabolitos secundarios pode ter uma relacao direta com o ambiente e as
condicdes em gue a planta esta exposta, tais como o regime circadiano, sazonalidade e radiacéo,
que variam ao longo do ano (SILVA et al., 2018). Estas variagdes também sdo relatadas por
Gobbo-Neto e Lopes, (2007), no qual verificaram variacdes de quantitativos de metabolitos
secundarios ocorridas em diferentes épocas do ano, horarios de coleta de material biologico e
do grau de desenvolvimento das espécies. Além disso, fatores como diversidade genética,
altitude, temperatura, disponibilidade hidrica, e relacbes de macro e micronutrientes possuem
intima relacdo a geragdo de compostos biologicamente ativos em matrizes vegetais, afetando
diretamente a capacidade de producdo de compostos fendlicos com atividade antioxidante
(PRETTI, 2018).

Jacobson et al., (2005) verificaram a influéncia de fatores edaficos na producéo de fendis
totais e taninos em duas espécies do barbatimdo (Stryphnodendron adstringens e
Stryphnodendron polyphyllum), estabelecendo correlagdo entre os tipos de solo e a produgéo
de compostos medicinais nas espécies. Ainda, estes autores observaram gque as maiores taxas
de producdo de fendis totais e taninos ocorreram durante o periodo chuvoso, devido a
disponibilidade hidrica e as trocas ibnicas com o aluminio estarem mais disponiveis nesta época
do ano.

A presenca de flavonoides nos extratos do barbatiméo, principalmente das plantas que
durante o outono, mesmo em concentragdes abaixo das encontradas em taninos, sugerem uma
via metabdlica preferencial para a producdo de compostos fendlicos no barbatimao (AUDI et
al., 2004). Os diferentes aspectos ambientais que podem influenciar na producéo de metabolitos
secundarios, somado a demanda crescente de industrias para a comercializacdo de produtos

fitoterapicos, tém despertado interesse & comunidade cientifica para o desenvolvimento de
15



protocolos de cultura de tecidos, estabelecendo métodos mais praticos e eficientes de extracdo
de metabdlitos secundarios com o controle de fatores ambientais locais, estabelecendo a
producdo de compostos que pouco se alterem ao longo do ano (SOUZA et al., 2018). Dessa
forma, visando obter condigdes ambientais homogéneas entre sistemas de cultivo de espécies
vegetais, 0 uso das técnicas da cultura de tecidos, dentre estas a propagacdo in vitro, tem
ganhado vasta notoriedade no meio cientifico através do cultivo de material vegetal em meio
nutritivo asséptico e em condicdes ambientais homogéneas, sem a interferéncia de fatores
sazonais, capazes de produzir metabolitos secundarios de interesse (HANDA et al., 2006).

A partir dos protocolos de micropropagacdo desenvolvidos para espécies vegetais, é
possivel obter uma escalabilidade na replicacao de condi¢es de cultivo, com vistas a viabilizar
a producdo homogénea de metabdlitos secundarios de interesse comercial e/ou medicinal,
através da combinacdo de diferentes ferramentas biotecnologicas (MARCHEV, 2020),
estabelecendo um processo sustentavel de producdo de compostos de interesse medicinal sem
exercer pressdo sobre ecossistemas naturais (THI'YAGARAJAN, 2012; ZHANG, 2015).

Apesar da vasta notoriedade cientifica em seu estado in natura, sdo poucos o0s estudos
recentes que relatem o desenvolvimento de protocolos de propagacdo in vitro da
Stryphnodendron adstringens, onde os quais se destacam a producdo e proliferacdo de brotos,
germinacao de sementes, formacdo de raizes, producdo de biomassa fresca e seca, producgdo de
fendis totais e o estudo da calogénese da espécie, utilizando como base as técnicas de culturas
de tecidos (PASQUAL e BARROS, 1992; FRANCA et al., 1995; CASTRO et al., 2007;
NICIOLI et al., 2008; PORTO et al., 2014)

Deste modo, a partir da aplicacdo dos conceitos da cultura de tecidos e os diversos
trabalhos que norteiam 0s aspectos da propagacao in vitro do barbatiméo (Stryphnodendron
adstringens), propds-se nesta pesquisa estabelecer a germinacéo in vitro do barbatiméo, bem
como verificar a producdo de acidos fendlicos e flavondides na espécie e comparando-0s as
plantulas germinadas em condicOGes de casa de vegetacdo, avaliando os respectivos perfis

fitoquimicos obtidos.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Stryphnodendron adstringens

A Stryphnodendron adstringens (Mart.), conhecida popularmente como barbatiméo, é
uma planta pertencente a familia Fabaceae e subfamilia Mimosoidae, amplamente utilizado na
medicina fitoterapica (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). A espécie é conhecida por
nomes que podem variar conforme a regido, como barbatimao, barba de timéo, barbatimao-
verdadeiro, barbatimdo-vermelho, arvore-da-virgindade e aperta-mulher (GOULART, 2010).
Apresenta-se na forma subarbustiva, arbustivas ou arbdreas, com folhas bipinadas, com a parte
interna do cerne vermelha e rigida e sementes em formato de vagem, com endosperma
desenvolvido e ndo aladas (SCALON, 2007).

E uma arvore de pequeno porte, com copa frondosa e baixa, com variagio de altura entre
2 e 8 metros, de tronco curto, de 30 a 40 cm de comprimento, revestido com casca rugosa, de
coloragéo castanho-acinzentada, que se solta facilmente do caule (FILHO e FELFILI, 2003).
Possui madeira com densidade média de 0,80 g cm, macia ao corte, de textura grossa e de boa
resisténcia, indicada para a obtencao de laminas (LORENZI, 2009).

E uma planta do tipo perenifélia, com presenca de folhas em todas as épocas do ano, onde
o ciclo de reproducdo se inicia no periodo de floragdo, que ocorre nos primeiros meses do ano
com maiores ocorréncias de chuvas, onde brotam flores de coloragdo creme esverdeadas,
dispostas em pequenas inflorescéncias com formato de espiga (QUEIROZ, 2014). O
amadurecimento dos frutos - que ocorrem em formato de vagem secas e lenhosas, em formato
cilindrico e de coloracdo marrom - ocorre nos meses de junho a outubro, possibilitando a coleta
das sementes ap6s a queda espontdnea (GOULART, 2010; LORENZI, 2009). Apb6s o
amadurecimento dos frutos e a queda espontanea das sementes, nos primeiros meses do ano
estdo os maiores indices de germinagdo espontanea das sementes, com o inicio das chuvas
(LIMA, 2010). Além disso, a espéecie apresenta preferéncia pelos solos de caracteristica
arenosa, e de rapida drenagem (FILHO e FELFILI, 2003).

O género Stryphnodendron, pertence a subfamilia Mimosoidae, que € tipicamente de
clima tropical e subtropical e apresenta area de dispersao limitada a américa do sul, com origem
nos biomas cerrado e amazoénico, e ocorréncias em todas as regides do pais (LIMA et al., 2016).
O género compreende 32 taxons, sendo 29 espécies, 1 subespecie e 2 variedades, com

distribuicdo geogréfica caracteristica, onde a maioria ocorrem na regido amazOnica
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(OCCHIONI, 1990). A Stryphnodendron adstringens € uma espécie com ampla distribuicdo
geogréfica, com ocorréncia desde o estado do Para até o norte do Parana (LIMA et al., 2016).

2.2. Aplicacdes farmacologicas

O uso do barbatimdo para finalidades medicinais é vastamente difundido entre o
conhecimento popular (FERREIRA-LOPES et al., 2021). Os compostos quimicos que baseiam
0 uso medicinal desta espécie encontram-se, em sua maioria, na casca, entrecasca e no caule
seco da planta, os quais contém expressivas quantidades de taninos totais e condensados
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Ha mais de 200 artigos que relacionam o uso fitoterapico dos extratos do barbatimao,
com mais de 200 artigos relatados nos diversos portais de periodicos. A maioria destas
publicacdes sdo relativas as propriedades bioldgicas das espécies de barbatimao, principalmente
no tratamento de infeccdes e doencas inflamatdrias, bem como na avaliacdo de processos
cicatrizantes, destacando os diversos usos etnofarmacoldgicos da espécie (SOUZA-MOREIRA
et al.,, 2018). As aplicacdes farmacoldgicas do barbatimdo derivam do potencial anti-
inflamatorio, antioxidante e anti-carcinogénico dos extratos obtidos da espécie, principalmente
das cascas do caule, auxiliando no tratamento de doencas como infec¢des, Ulceras, traumas
cutaneos, hematomas e inflamagdes (SABINO, 2018; SOUZA-MOREIRA, 2018; AUDI, 1999;
HENRIQUES, 2016).

Os taninos presentes na casca do caule do barbatimao foram eficientes para o tratamento
antifungico de Candida albicans em camundongos infectados, onde verificou-se que os taninos
condensados presentes nos extratos atuam através de mecanismos de inibicdo de proliferacao
de fungos (FREITAS et al., 2018). Atividades semelhantes foram obtidas no combate a
infeccBes fungicas por Pythium insidiosum em analises in vitro e em coelhos com o extrato da
casca do barbatim&o, cuja acéo direta antifungica foi determinante para a reducdo do quadro
inflamatdrio e para a cicatrizacdo de feridas na pele (TROLEZI et al., 2017). Da mesma forma,
0s taninos e proantocianidinas presentes nos extratos do barbatimdo foram benéficos para o
favorecimento do reparo tecidual em ratos diabéticos através do melhoramento da producéo de
tecidos ricos em colagenos e células precursoras de processos de cicatrizacdo (queratindcitos)
(PINTO et al., 2015).

Dentre as varias atividades medicinais da Stryphnodendron adstringens ja relatadas na

literatura, os flavonoides e taninos presentes na espécie também foram determinantes para a
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acdo antiofidica, atraves da inibicdo da acdo de envenenamento pela espécie de cobra jararacucu
(Bothrops jararacussu), através da inibicdo da coagulacéo sanguinea e da protedlise do veneno,
bem como da inibicdo de hemorragias em testes feitos em camundongos (JUNIOR et al., 2020).
Carvalho et al., (2020) verificaram o papel dos extratos do barbatimdo na modulacdo da
atividade de macrofagos M1 e M2 (precursores de respostas imunoldgicas a processos
inflamatorios) utilizando células de medula 6ssea de camundongos, onde verificou-se que 0s
extratos hidroalcoolicos do barbatimdo possuem capacidade de modulacdo de macrofagos e

podem ser utilizados no tratamento de distarbios inflamatérios.

2.3. Producéo de metabdlitos secundarios

Desde a antiguidade, os seres humanos utilizam-se de plantas para finalidades
terapéuticas. Desde entdo, a ciéncia tem buscado elucidar as interacbes ambientais e a
morfologia vegetal para a producdo de compostos biologicamente ativos de alto interesse
comercial e industrial, principalmente no ramo da medicina (EL-HAWARY et al., 2012).

O metabolismo primario vegetal corresponde a processos energéticos capazes de produzir
metabdlitos primarios como os acUcares, aminoacidos, nucleotideos e lipidios presentes
intrinsecamente nos diferentes organismos e tecidos da planta, exercendo func¢des essenciais
para o crescimento, desenvolvimento e reproducdo, exercendo influéncia sobre a altura e
formato dos 6rgdos (CASTRO-MORETT]I, 2020; FANG et al., 2018).

Os metabdlitos secundarios remetem as respostas aos diferentes estimulos ambientais,
com vistas a garantir a adaptacdo das plantas frente as mudancas do ambiente a qual esta
inserida, possuindo papel fundamental na manutencéo e protecdo, bem como nas fungdes de
polinizacdo, sinalizacdo entre organismos e efeitos alelopaticos (BASAID, 2021). Sao
estruturas complexas, com baixo peso molecular e concentragBes, caracteristicos pelas
atividades biologicas marcantes, Uteis para finalidades médicas (PEREIRA e CARDOSO,
2012).

Apobs as fases iniciais de desenvolvimento vegetal, na qual a planta produz alta quantidade
de metabdlitos primérios (carboidratos, lipideos e aminoacidos), a fase de maturacdo da planta,
onde ha melhor adaptabilidade ao ambiente externo, a planta produz maiores indices de
metabolitos secundarios em relagédo aos primarios, devido as interacfes constantes que a planta
possui com o meio ambiente, sendo fundamentais para o desenvolvimento e propagacgéo de

espécies vegetais (NAMDEO, 2007). Estas interacfes resultaram na evolucdo de vias
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metabdlicas secundarias, permitindo a sintese de uma variedade de biomoléculas capazes de
exercer fungdes eco-interativas no ambiente, prevenindo a autotoxicidade devido ao
afastamento de tais compostos do metabolismo primario principal. (TETALI, 2018).

O metabolismo secundario vegetal ocorre com a producao de substancias responsaveis
pela defesa e protecdo das plantas as diversas condi¢des adversas encontradas na natureza e
diferentes patologias, exercendo fungdes essenciais para o desenvolvimento da planta (PATRA
et al., 2013). A sintese de metabolitos secundarios em espécies vegetais ocorre pela expressdo
coordenada de varias expressOes genéticas, que a partir destas produzem enzimas para a
biossintese vegetal, podendo ocorrer tanto nos 6rgédos com maiores acimulos ou transportado
entre os diferentes 6rgaos vegetais (YAZAKI, 2006). Os metabolitos secundarios presentes nas
plantas podem ocorrer de forma constitutiva, estando presente na forma saudavel e
biologicamente ativa da planta, ou como resposta a danos nos tecidos ou do ataque de
organismos patogénicos, como forma de protecdo das plantas a estresses bioticos ou abioticos
(JAIN et al., 2019).

A complexidade que envolve a presenca, composicdo, propriedades quimicas e
concentragdes no ambiente impede a sua sintese em quantidades satisfatorias do ponto de vista
comercial e medicinal, devido a indisponibilidade de um material uniforme para extracdo de
metabdlitos secundarios, ndo sujeito as diversas variacdes do ambiente (ESPINOSA-LEAL et
al., 2018). Diante deste cenario, 0 método de micropropagacao através da cultura de tecidos
possibilita fornecer uma fonte continua e uniforme de producdo de metabdlitos secundarios
aplicaveis no ambito medicinal, sem interferéncias sazonais ou geograficas (RAMAWAT,
2021).

2.4. Metabdlitos secundarios no barbatimao

O crescente uso medicinal do barbatimdo se correlaciona com os altos indices de
compostos fenolicos, taninos, proantocianidinas, acido galico e flavonoides encontrados na
espécie (GOMES et al., 2021). Estes compostos estdo ligados as atividades antioxidantes,
quimioprevencdo e quimioterapia, devido ao alto potencial de inibicdo do crescimento de
células cancerigenas proporcionadas pela acdo antioxidante dos metabdlitos secundarios
(SABINO et al., 2018).

A composi¢do quimica do barbatimdo inclui uma variedade de taninos condensados,

principalmente proantocianidinas e acido galico, majoritariamente presentes em sua casca do
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caule, quantificAveis pelo método cromatografico (SOUZA-MOREIRA et al., 2018).
Semelhantemente, concentracdes relevantes de flavonoides, compostos fendlicos, &cido gélico,
catequinas, taninos condensados e acidos fendlicos no barbatimao também foram identificados
por Gomes et al., (2021) através de cromatografia liquida de alta eficiéncia com espectrometria
de massas.

Quantidades significativas de fendis totais, taninos condensados, compostos fendlicos e
acido galico foram verificados nos extratos de cascas e folhas de trés espécies de barbatimao
(Stryphnodendron adstringens, Stryphnodendron polyphyllum e Dimorphandra mollis) através
do método cromatogréafico (SANTOS et al., 2002; RICARDO et al., 2018). Resultados
semelhantes de teores de fendis totais no barbatiméo foram detectados em calos produzidos in
vitro (CASTRO et al., 2009).

A producdo de taninos e compostos fendlicos no barbatimdo pode sofrer variagdes em
decorréncia de fatores geogréaficos e do aumento do extrativismo na espécie, onde a pratica de
remocao das cascas do caule e de grandes fragdes do tronco da planta afeta o desenvolvimento
e a producdo de sementes e metabdlitos secundarios, revelando assim a necessidade de
conservacdo da espécie (CORREA et al., 2012).

Devido a grande relevancia cientifica e social da espécie no contexto da medicina popular,
um tema relevante tem sido as consequéncias do extrativismo do barbatimé&o, principalmente
das cascas do caule e parte aérea, para a preservacdo e continuidade da espécie (FILHO e
FELFILI, 2003). No estudo realizado por Feitosa et al., (2014) sobre 0s niveis de extrativismo
predatdrio do barbatimdo na Floresta Nacional do Araripe, localizada na divisa entre os estados
do Pernambuco e Ceard, verificou-se que 32% dos individuos amostrados em um dos sites
apresentaram sinais de extrativismo independentemente do porte da planta.

A fim de reduzir os efeitos predatérios do extrativismo do barbatimao, foi elaborado em
2017 o “Caderno extrativista do barbatimao” pelo Ministério do Meio Ambiente, Agricultura e
Pecuaria, trazendo informac0es técnicas para fomentar o extrativismo de forma sustentavel do
barbatimdo (BRASIL, 2017). Visando verificar os niveis de degradacdo ambiental das
populagbes do barbatimdo, tém-se aplicado ferramentas de geoprocessamento como a
modelagem de nicho ecoldgico (MNE), que correlaciona as atividades antropogénicas
crescentes da espécie e as mudancgas climaticas, onde foi verificado um cenario pessimista
quanto a continuidade da espeécie para as futuras geracdes (BARBOSA et al., 2019).

Diante deste cenario, além de fomentar préticas para a reducdo do extrativismo

exploratorio do barbatimé&o, torna-se crucial a adogdo de métodos de cultivo que possibilitem a
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propagacgdo, produgdo de compostos farmacologicamente ativos e a pratica da conservagdo
ambiental da espécie, dentre os quais destaca-se 0 método de propagacdo in vitro de culturas
vegetais, que utiliza o ambiente controlado do laboratorio para a germinagéo, crescimento e
propagacao vegetal, conservando assim o germoplasma da espécie e reduzindo a pressdo sobre

0s ecossistemas naturais devido as préaticas extrativistas (SILVEIRA et al., 2009).

2.5. Aspectos da propagacao in vitro

O processo de propagacdo in vitro é amparado inicialmente pela teoria da totipoténcia
celular, postulada por Haberlandt (1902). Para tanto, diferentes estimulos quimicos como
vitaminas, macronutrientes, micronutrientes, aminoacidos, reguladores de crescimento, séo
fornecidos em um ambiente laboratorial, somados a fatores fisicos controlados como
temperatura e fotoperiodo, capazes de estimular o explante a promover a diferenciacéo e
especializacao celular, originando assim uma nova planta (FIGUEIREDO, 2019; STEWARD
etal., 1970).

Desde a década de 40 ha relatos na literatura sobre a micropropagacdo de diversas
espécies, como no estudo conduzido por Overbeek et al., (1941) no desenvolvimento de um
protocolo de cultivo in vitro da trombeta (Datura stramonium). Posteriormente, os métodos
foram sendo aperfeicoados, permitindo o desenvolvimento de outros protocolos para o cultivo
de espécies contendo quantidades significativas de macro e micronutrientes que possibilitem o
desenvolvimento meristematico de diversas espécies (SHAHZAD et al., 2017). Resultados
importantes para o desenvolvimento de protocolos de propagacéo in vitro foram obtidos por
(MURASHIGE e SKOOG, 1962) para o cultivo de tabaco (Nicotiana tabacum), e este meio
tornou-se 0 meio basal mais amplamente utilizado nos trabalhos cientificos envolvendo a
técnica de cultura de tecidos das mais diversas espécies vegetais (PHILLIPS e GARDA, 2019).

Para que se obtenha sucesso na execucao e replicacao de protocolos de micropropagacao
de espécies vegetais, existem fatores determinantes que devem ser controlados de forma a
favorecer o desenvolvimento das cultivares (OSENI et al., 2018). Além do meio nutritivo, a
idade e estrutura dos tecidos vegetais dos explantes, método de assepsia e desinfec¢do inicial
utilizado podem determinar o sucesso ou 0 insucesso do estabelecimento de cultivares através
da propagacdo in vitro (FIGUEIREDO, 2019).

Desde o estabelecimento dos protocolos, somados aos avancos da biotecnologia vegetal,

tem-se visto a ocorréncia e a crescente producdo de publicacfes envolvendo as técnicas de
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germinacao e micropropagacao de espécies vegetais. Este ramo tem se tornado importante para
as industrias farmacéuticas e de produtos naturais, de modo que o cultivo em laboratério
permita a eliminacdo de doencas em plantas e 0 melhoramento genético, levando a producéo
de material vegetal de alta qualidade em um curto periodo e em um ambiente com fatores
ambientais controlados (SOUZA et al., 2018).

Dentre os diversos parametros que balizam o desenvolvimento de culturas sob as técnicas
de Cultura de Tecidos, destacam-se 0 uso de reguladores de crescimento, que sdo substancias
sintéticas com propriedades de induzir efeitos semelhantes aos produzidos pelos horménios
naturais (CARVALHO et al., 2006), como as auxinas e citocininas. As auxinas Sdo essenciais
no desenvolvimento vegetal, devido as modificacGes na parede celular promovidas no processo
de divisdo, permitindo a flexibilidade e alongamento celular, possibilitando a formacédo de
novos tecidos (ALARCON et al., 2019). As auxinas também s&o responsaveis por estimular
respostas fisiologicas, quando utilizadas na inducdo de inflorescéncias e formacao vascular
(CHENG et al., 2006). Ainda, as auxinas sdo fundamentais para o desenvolvimento do caule e
do meristema apical nas plantas, estando localizadas em maiores quantidades nas extremidades
da parte aérea (VERNOUX et al., 2010).

As citocininas sdo responsaveis por viabilizar e estimular o processo de divisao celular,
bem como na regeneracéo de brotos (WANG et al., 2020). Maior eficiéncia na proliferacéo de
brotacbes, bem como do numero e comprimento de raizes foram verificados através do
incremento de citocininas (BEKIRCAN et al., 2018). No barbatimao, a presenca de citocininas
foi significante para a producdo de calos no barbatimdo, induzidas através de 6-
benzilaminopurina (BAP) em baixas luminosidades (CASTRO et al., 2009).

Skoog e Miller (1957) demonstraram que as respostas do desenvolvimento de tecidos
vegetais in vitro depende de um adequado balanco entre auxinas e citocininas, de modo que,
aumentando a concentracdo de auxinas, desencadeia-se a formagdo de raizes, e aumentando a
concentracdo de citocininas inicia-se um processo de formacdo de gemas adventicias, sendo
que em um balancgo intermediario, ocorre a formacéo de tecidos indiferenciados, como os calos,
indicando assim a importancia do controle de balangco hormonal entre as cultivares in vitro.

Além do uso de reguladores de crescimento, outras substancias tém sido utilizadas com
0 objetivo de otimizar e melhorar os protocolos de propagacéo in vitro, como € o caso do carvéo
ativado, que tem sido acrescentado nos meios de cultivo. Como exemplo tem-se o estudo
conduzido por Wang e Huang (1976), que verificou resultados satisfatdrios no crescimento

radicular e da parte aérea da orquidea borboleta (Phalaenopsis) in vitro quando adicionado de
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3 g L* carvéo ativado no meio de cultivo, bem como no desenvolvimento radicular do gengibre
(Zingiber officinale), Cymbidium spp e Dendrobium.

O desenvolvimento de diferentes métodos de propagacao in vitro, com meios de cultura
que otimizam o processo de regeneracdo de tecidos vegetais, possibilita a obtencdo de
compostos bioativos de interesse comercial de maneira uniforme (RAMAWAT, 2021). Desta
forma, as técnicas de micropropagacdo tornam-se ferramentas promissoras na sintese de
metabolitos secundarios e producdo de biomassa vegetal em ambiente homogéneo e a posterior
extracdo de compostos de interesse, sem que ocorra a degradacdo de populacdes para obtengédo
de compostos com finalidades médicas ou comerciais (SOUZA et al., 2018).

Costa et al., (2012) verificaram a maior concentracdo de &cidos fendlicos e maior
potencial antioxidante em cultivares de Thymus lotocephalus produzidos sob in vitro,
permitindo a neutralizacdo de radicais livres e protegendo o cérebro de camundongos contra a
peroxidacdo lipidica. De modo semelhante, Appelhagen et al., (2018) verificaram que a
producdo de antocianinas, pigmentos vegetais responsaveis pela coloracdo avermelhada a
diversas espécies se flores e frutas e atuantes como corantes naturais nas industrias de alimentos
e cosmeticos, ocorreu em maiores quantidades em tabaco (Nicotiana tabacum) através da
propagacao in vitro, sendo também aplicavel para a Arabidopsis thaliana.

As ferramentas biotecnoldgicas que envolvem a producao de metabdlitos secundarios por
meio das diversas técnicas da cultura de tecidos possibilitam a producdo e extracdo de
compostos biologicamente ativos, favorecidos pelo desenvolvimento de técnicas que explorem
as capacidades biossintéticas e de regeneracdo celular, eliminando a presenca de substancias
potencialmente interferentes que ocorrem nas plantas cultivadas no ambiente externo e
fornecendo uma fonte continua e confiavel de produtos naturais por meio de técnicas escalaveis,
contribuindo para um aumento consideravel nas possibilidades de aplicacdo dos métodos de
cultura de tecidos para o desenvolvimento de culturas e a producdo de metabolitos secundarios
independentemente de condi¢des ambientais e sazonais (JAIN et al,. 2019; FILOVA, 2014).

O papel desempenhado pela biotecnologia na producdo de compostos biologicamente
ativos de interesse industrial tem elevada relevancia na reducdo da exploracdo de recursos
naturais (ESPINOSA-LEAL et al., 2018), ao passo em que o0 advento das técnicas de cultura de
tecidos, tornou possivel a obtencdo de altos niveis de compostos biologicamente ativos em
condigdes otimizadas, através da replicacdo de um meio de cultivo e de uma espécie de

interesse, e 0 melhoramento dos protocolos de cultivo, atendendo ao objetivo de suprir a
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demanda da industria farmacéutica com menor pressdo sobre 0s recursos naturais nao
renovaveis (ISAH et al., 2017).

Contudo, mesmo sabendo que o sistema de cultivo in vitro ofereca controle aos eventos
e situacdes da natureza, ainda ndo esta completamente claro se em todos 0s casos 0 sistema in
vitro de espécies vegetais é mais vantajoso do que os sistemas de produgdo em casas de
vegetacdo do ponto de vista de qualidade e de quantitativos da producdo de metabdlitos
secundarios (WYSOKIN e GRZEGORCZYK-KAROLAK, 2016). Desta forma, tem-se uma
lacuna para se comparar as duas formas de obtencdo extratos vegetais ricos em metabolitos
secundérios de interesse medicinal.

Com base nas evidéncias destacadas pela literatura nas pesquisas recentes envolvendo o
cultivo e propriedades do barbatimao, é possivel afirmar que se trata de uma espécie de elevado
interesse medicinal, devido aos altos quantitativos de compostos fenodlicos, taninos e
flavonoides encontrados na espécie.

Considerando que o barbatimdo é uma planta amplamente conhecida pelas suas
propriedades e aplicacdes farmacoldgicas, favorecida pela alta producdo e sintese de
metabolitos secundarios desta espécie, bem como os impactos ambientais causados pelo
extrativismo predatério de uma planta nativa do cerrado, varias possibilidades podem ser
inferidas quanto a utilizacdo de compostos biologicamente ativos da espécie, sendo:

i) A aplicacdo do método de propagacao in vitro para a espécie favorece a producédo de
metabolitos secundarios de interesse farmacologico?

i) O tipo de meio de cultura utilizado para a micropropagacdo do barbatimdo exerce
influéncia sobre a germinacdo e producdo de metabdlitos secundarios?

iii) Existem diferencas qualitativas na producdo de metabodlitos secundarios no

barbatimdo quando cultivado em casa de vegetacdo frente a propagacao in vitro?
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3.

OBJETIVOS

Estabelecer a germinacdo in vitro e verificar a producdo de é&cidos fendlicos e
flavonoides no barbatiméo (Stryphnodendron adstringens) comparando-a aos resultados com

0 cultivo em condigdes de casa de vegetagao.

3.1. Objetivos especificos

e Analisar a germinacdo do barbatimao quando submetido a técnica de propagacao in
vitro e em casa de vegetacao;

e Avaliar a influéncia do meio de cultura na germinagdo e producdo de metabdlitos
secundarios para a espécie;

e Fornecer informacdes relevantes sobre a producdo de metabdlitos secundéarios de
interesse farmacoldgico do barbatimédo por meio da técnica de propagacéo in vitro.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Material vegetal e condicao de cultivo in vitro

O trabalho foi desenvolvido na Universidade Estadual do Maranhéo, no Laboratério de
Cultura de Tecidos da Universidade Estadual do Maranhdo (LCT/UEMA), e em Casa de
Vegetacdo. Os experimentos foram conduzidos entre os meses de novembro de 2020 e margo
de 2021.

Para a realizacdo dos experimentos de cultivo in vitro e em casa de vegetacdo, foram
utilizadas sementes de barbatimdo (Stryphnodendron adstringens) extraidas de area nativa no
sudoeste maranhense, provenientes do viveiro do consorcio operador da UHE Estreito - MA
(Coordenadas 6°34'57.32"S; 47°26'40.21"0) - CESTE. A regido sudoeste maranhense é
composta pela transicdo entre a Floresta Amazoénica e o Cerrado, na qual abrange uma porcao
territorial da Amazonia Legal Brasileira. Conforme a classificacdo de Képpen (1900), essa area
apresenta clima tropical subumido (Aw), com chuvas concentradas entre novembro e abril
(NCB, 2021).

Em camara de fluxo laminar, foram utilizados, como explantes, sementes de barbatiméao,
no qual foram desinfestadas em alcool 70% por dois minutos, seguido de hipoclorito de sédio
(NaClO), na concentracdo de 2% de cloro ativo, adicionada de duas gotas de Tween®, por 15
minutos. Em seguida, as sementes foram lavadas dgua destilada autoclavada por cinco vezes.
Apobs esta desinfestacdo, realizou-se a quebra de dorméncia das sementes, com incisdo ou corte
transversal com bisturi ao lado oposto ao embrido da semente. Trés sementes foram inoculadas
em frascos contendo 30 mL dos diferentes tratamentos (Tabela 1). As condi¢es de meio de
cultura foram definidas com base nos ultimos estudos envolvendo a germinagdo de sementes in

vitro.

Tabela 1: Diferentes tratamentos utilizados para a propagacdo in vitro de
Stryphnodendron adstringens.

Cod. Tratamentos

Controle | Cultivo em casa de vegetacéao

T1 MS 0 (sem regulador de crescimento) + 100 mg L de mio-inositol + 30 g

L de sacarose + 6,5 g de agar
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T2 Agua destilada + 100 mg L™ de mio-inositol + 30 g L™ de sacarose + 6,5 g
de agar-agar

T3 MS + 11,09 uM de BAP + 0,54 uM de ANA + 100 mg L™t de mio-inositol
+ 30 g L de sacarose + 6,5 g de agar-agar

T4 MS + 1,44 uM de &cido giberélico (GA3) + 0,54 uM de ANA + 100 mg L
de mio-inositol + 30 g L' de sacarose + 6,5 g L  de agar-agar

T5 MS + 11,09 uM BAP + 0,54 uM ANA + 100 mg L de mio-inositol + 30 g

L de sacarose + 6,5 g L  de agar-agar + 1 g L™ de carvéo ativado

Em todos os tratamentos o pH foi ajustado para 5,7 + 0,1 antes da autoclavagem a 121 °
C sob pressdo de 108 kPa por 20 min.

Inicialmente, foram inoculadas trés sementes por frasco, e ap6s cinco dias do inicio do
experimento, foi mantido apenas uma semente por frasco em todos os tratamentos, para evitar
a ocorréncia de efeitos toxicoldgicos (alelopatia) durante a germinacdo das sementes. Os
explantes foram mantidos por 60 dias em condicGes de sala de crescimento, com fotoperiodo
de 16 horas de luz, temperatura de 25 + 2 °C, irradincia luminosa de 43 pmol m=2 s

provenientes de lampadas tubulares do tipo diodos emissores de luz (LED, de cor branco).

4.2. Germinacgdo em casa de vegetagao

Para a germinacao em casa de vegetacdo, foram utilizadas sementes selecionadas, excluindo
sementes danificadas. Parte destas sementes foram germinadas em condicOes de casa de
vegetacao, foi aplicado o processo de escarificacdo mecénica, com friccdo do lado oposto ao
embrido da semente com lixa n® 220 durante 20 segundos (MARTINS et al., 2008).

Foi utilizada uma semente escarificada por recipiente (tubete de polietileno de 10 cm de
altura e didmetro de 5 cm), com covas de 0,5 cm em uma proporcdo de areia e substrato
comercial Quixaba® (composto organico) (proporgéo 2:1), mantidos em casa de vegetagio com
cobertura de telhas de polietileno transparente e cercada lateralmente com sombrite a 50% de
luminosidade, com temperatura média do ar em 25°C, umidade relativa do ar média em 85%,
submetido a irrigacGes automaticas de trés vezes por dia por 5 minutos atraves de bomba com
temporizador por nebulizagéo (vazéo 7 L/hora). As avaliagdes das plantulas ocorreram apds 60

dias apds semeadura.

28



4.3. Variaveis analisadas

Aos 60 dias de inoculacédo, foram avaliados nimero e folhas (NF, unidades), altura da parte
aérea (APA, cm), comprimento da maior raiz (CR, cm), diferenca entre massa fresca e seca da
parte aérea (MPA, g), diferenca entre massa fresca e seca da raiz (MR, g) e largura média das
folhas (LF, cm), producdo de metabolitos secundarios.

Para as diferentes variaveis analisadas, as plantulas foram separadas por meio de corte
transversal com bisturi, divididas entre parte aérea e sistema radicular, pesadas em balanca
analitica (precisdo 0,001g), acondicionadas em sacos de papel e levadas a estufa de secagem e
esterilizacdo a 70 °C por um periodo de aproximadamente 72 h.

Apdbs a pesagem das plantulas frescas (parte aérea e radicular), foram avaliadas as
caracteristicas de germinacdo, morfoldgicas e de desenvolvimento entre os tratamentos. Para as
avaliacdes de altura da pléntula e comprimento das raizes, as avaliagdes foram realizadas com

paquimetro digital.

4.4. Avaliacdo quimica do barbatimao

A avaliacdo quimica dos tratamentos foi realizada no Laboratdrio de Produtos Naturais
do Centro de Ciéncia e Tecnologia (CCET) / Departamento de Quimica da Universidade
Federal do Maranhdo, campus Séao Luis, no periodo entre janeiro e fevereiro de 2021.

As andlises de producdo de metabolitos secundarios entre os tratamentos foram feitas a
partir da coleta da parte aérea (folhas frescas) das plantulas de barbatiméo (nos diferentes
tratamentos, T1 a T5) e das plantulas germinadas em condicGes de casa de vegetacédo, seguida
por maceracdo manual por aproximadamente 10 min, compondo um hidromédulo com
proporcdo 1:8 (1 parte de folhas para 8 partes de metanol). Posteriormente, as amostras foram
dispostas em sonicador UltraCleaner 750® por 15 min, e entdo centrifugadas em centrifuga
CentriBio® a 4.000 rpm por aproximadamente 10 min. Em seguida, foi feita a separagéo da
parte liquida do extrato sobrenadante, e acondicionada em refrigerador a 5 °C.

Para a leitura das composi¢des quimicas foi utilizado o método de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC-PDA) da marca Shimadzu com detector PDA-SPD-20AT, Coluna
Luna C18, 150 x 4,8 mm, e 5u de particula. Foi utilizado método gradiente exploratorio de 5 a
100% de metanol em tempo de corrida de 30 min utilizando como fase mdvel 4gua e metanol.

O fluxo foi de 1 mL / min, e a temperatura da coluna de 20 ° C. O volume de inje¢do da amostra
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foi de 20 pL. Inicialmente, foi obtido o perfil cromatografico do extrato metanolico do
barbatimdo, onde foram verificados 0s picos representativos dos espectros no UV para acidos

fendlicos e flavondides.
45. Analise estatistica

Os dados experimentais foram submetidos a analise de variancia entre tratamentos e
controle, com magnitude dos efeitos mensurada por meio do coeficiente n2. Os parametros que
apresentaram dados ndo normais foram submetidos a transformagdo matematica pelo modelo
Y' = m conforme o coeficiente de verossimilhanca de Box-Cox. Comparagdes entre as
médias dos tratamentos e controle foram feitas pelo teste de Dunnett a 5% de significancia. As

analises foram conduzidas no software livre R Studio (R Studio Team, 2020).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
Apbs o periodo de cultivo de Stryphnodendron adstringens, houve efeito significativo
dos tratamentos nas variaveis altura da parte aérea (APA), comprimento da maior raiz (CR) e

na diferenca entre massa fresca e seca da raiz (MR; Tabela 2).

Tabela 2: Andlises de variancia em relacdo aos tratamentos experimentais

QM F p n

Tratamentos 86,50 2,07 0,117 ™ 0,365
NF Residuos 41,86

Total

Tratamentos 19,10 3,15 0,033* 0,466
APA Residuos 6,07

Total

Tratamentos 21,69 4,21 0,010** 0,539
CR Residuos 5,15

Total

Tratamentos 0,018 0,47 0,794 " 0,116
MPA Residuos 0,037

Total

Tratamentos 0,010 9,67 0,000*** 0,729
MR Residuos 0,001

Total

Tratamentos 19,85 1,98 0,130 " 0,355
LF Residuos 10,01

Total

“NF” = ntimero de folhas, “APA” = altura da parte aérea, “CR” = comprimento radicular, “MPA”
diferenca entre massa fresca e seca da parte aérea, “MR” = diferenga entre massa fresca e seca da raiz, e “LF” =

largura da folha; *, **, ou *** indicam significancia estatistica com 95%, 99% e 99.9% confidéncia,

respectivamente; " indica “ndo significante estatisticamente”.

5.1. Parametros morfoldgicos e de crescimento in vitro

Ap0s o periodo de 60 dias de cultivo, verificou-se que houve germinacdo das sementes,

tanto as submetidas ao tratamento controle (condicdes de casa de vegetacdo), quanto no cultivo

in vitro (Figura 1).
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Figura 1: Propagacdo in vitro de sementes de Stryphnodendron adstringens apos 60 dias de

cultivo. (a) controle (plantio em condicdo de casa de vegetacdo). (b) T1 (MS 0 + 100 mg L™ de

mio-inositol + 30 g L™ de sacarose + 6,5 g de &gar); (c) T2 (Agua destilada + 100 mg L de
mio-inositol + 30 g L™ de sacarose + 6,5 g de agar-agar); (d) T3 (MS + 11,09 uM de BAP +
0,54 uM de ANA + 100 mg L™t de mio-inositol + 30 g L™ de sacarose + 6,5 g de agar-agar); (e)
T4 (MS + 1,44 uM de &cido giberélico (GA3) + 0,54 uM de ANA + 100 mg L* de mio-inositol
+30 g Lt de sacarose + 6,5 g L ! de agar-agar); (f) T5 (MS + 11,09 uM BAP + 0,54 uM ANA

+ 100 mg L™t de mio-inositol + 30 g L de sacarose + 6,5 g L ! de agar-agar + 1 g L de carvéo

ativado). Barras de escala a-f =1 cm.
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Para a variavel nimero médio de folhas (NF), foi possivel observar que as plantulas do
tratamento controle (em condigdes de casa de vegetacdo), apresentaram valores superiores
qguando comparadas as cultivadas in vitro, porém ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos (Figura 2a).

Para a variavel altura da parte aérea (APA) as plantulas dos cultivos in vitro T1 e T5
apresentaram medias superiores ao controle e aos demais cultivos, havendo diferengas
significativas entre as médias (Figura 2b). No entanto, as condi¢bes de cultivo em T5
proporcionaram o crescimento da parte aérea das plantulas com maior homogeneidade.

Para a variavel comprimento da maior raiz (CR) verificaram-se diferencas significativas
entre os tratamentos, onde as plantulas em condi¢Oes de casa de vegetacdo (controle)
apresentaram valores superiores quando comparado aos tratamentos in vitro (Figuras 1a e 2c).

Os resultados obtidos para a variavel diferenca entre a massa fresca e seca da parte aérea
(MPA) foram similares entre as plantulas dos tratamentos controle e in vitro, ndo apresentando
diferencas significativas. No entanto, a variavel diferenca entre a massa fresca e seca das raizes
(MR) apresentou diferencas significativas, onde foram verificados resultados superiores para
as plantulas em condices de casa de vegetacao (controle) comparado as plantulas germinadas
in vitro (Figuras 1a e 2e).

Com relacdo a variavel largura das folhas (LF), os resultados obtidos para o parametro
néo apresentaram diferencas significativas, no entanto verificou-se que as plantulas submetidas
as condi¢Oes de cultivo em T5 obtiveram desempenho similar ao controle em condicgdes de casa

de vegetacdo (Figuras 1a e f; 2f).
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Figura 2: Parametros morfoldgicos e de crescimento in vitro de Stryphnodendron adstringens.
(a) Numero de folhas (un); (b) Altura da parte aérea (cm); (c) Comprimento da maior raiz (cm);
(d) Diferenca entre massa fresca e seca da parte aérea (g); (e) Diferenca entre massa fresca e
seca da raiz (g); (f) Largura média das folhas (cm). Tratamentos: controle (plantio em condicéo
de casa de vegetagdo); T1 (MS 0 + 100 mg L de mio-inositol + 30 g L™ de sacarose + 6,5 ¢
de 4gar); T2 (Agua destilada + 100 mg L de mio-inositol + 30 g L™ de sacarose + 6,5 g de
agar-agar); T3 (MS + 11,09 uM de BAP + 0,54 uM de ANA + 100 mg L™t de mio-inositol + 30
g L! de sacarose + 6,5 g de agar-agar); T4 (MS + 1,44 uM de acido giberélico (GAs) + 0,54
UM de ANA + 100 mg L™ de mio-inositol + 30 g L™ de sacarose + 6,5 g L * de agar-agar); T5
(MS + 11,09 uM BAP + 0,54 uM ANA + 100 mg L™ de mio-inositol + 30 g L™ de sacarose +
6,59 L ! de agar-agar + 1 g L de carvdo ativado). Notas: Médias acompanhadas por letras
iguais indicam indiferencas significativas pelo teste Dunnett ao nivel de significancia de 5%. O

termo “ns” indica diferencas ndo significativas.
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Para o pardmetro altura da parte aérea (APA), as concentracdes de ANA presentes no
meio de cultivo em T5 podem ter influenciado o desenvolvimento dos meristemas apicais das
plantulas, promovendo uma maior homogeneidade no crescimento da parte aérea. As auxinas
presentes no meio de cultura, induzem a correlacdes entre fatores de transcricdo e sintese
proteica, que impulsionam o desenvolvimento do meristema apical nas fases iniciais de
desenvolvimento das plantulas, desempenhando um papel fundamental na regulagcéo do
crescimento vegetal (VERNOUX et al., 2010). Associado as auxinas, as concentracfes de sais
presentes no meio de cultura podem desencadear um aumento da quantidade de nitrogénio
disponivel no meio, desencadeando o crescimento da parte aérea da planta (BANDINELLI et
al., 2013).

Estas interacdes foram abordadas por Ljung et al. (2001), que verificaram o transporte e
a biossintese de auxinas através da quantificacdo da sua concentracao nas folhas, cotilédones e
tecidos radiculares em Arabidopsis thaliana, concluindo que esta interacdo e fundamental para
a regeneracdo de tecidos vegetais vinculados ao crescimento da parte aérea das plantas, além
de também se comunicar com a sintese de citocininas. Ainda, Nakka e Devendra (2012) também
avaliaram parametros de germinacéo in vitro em espécies de crolataria (C. prostrata, C. retusa
e C. medicagenea), e obtiveram resultados superiores para o crescimento aéreo das plantulas
com o uso dos tratamentos combinados de ANA, quando comparados aos demais reguladores
de crescimento.

Ikeuchi et al., (2016) realizaram uma vasta revisdo sobre a capacidade regenerativa de
plantas quando ha o equilibrio entre auxinas e citocininas, e a sua importancia no
desenvolvimento vegetal bem como fatores determinantes para a organogénese in vitro, de
modo que quando ocorrem altas taxas de auxinas & citocininas podem levar ao aumento da
regeneracdo radicular, enquanto altas taxas de citocininas as auxinas tendem a promover a
multiplas brotacdes.

O uso do carvao ativado no tratamento T5 pode ter favorecido o desenvolvimento da parte
aérea no barbatiméo, cujos efeitos ocorrem principalmente devido ao potencial de adsorcdo de
compostos inibidores no meio de cultura e reduzindo substancialmente os metabdlitos com
potencial de toxicidade e oxidagdo fendlica, estando diretamente envolvido em uma série de
estimulos e atividades inibitorias, incluindo a liberacdo de substancias naturalmente presentes
no carvao ativado que promovem o crescimento através da adsor¢édo de vitaminas, facilitando
também as trocas gasosas (THOMAS, 2008).
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Tal hipdtese € corroborada pelos resultados obtidos no estudo conduzido por Hunhoff et
al., (2018) com orquideas das espécies Aspasia variegate, Epidendrum viviparum e
Schomburgkia gloriosa, que concluiu que o meio de cultura adicionado de carvao ativado
favoreceu a germinacdo in vitro nas espécies analisadas, atribuindo os efeitos benéficos do
carvao ativado no meio de cultura ao potencial de adsorcdo de e nutrientes e de prevencao de
oxidagdo desempenhado pelo material. Neste estudo, para os tratamentos que utilizaram como
meio de cultivo MS adicionado de 0,3% de carvéo ativado, os resultados observados foram
superiores para o desenvolvimento da parte aérea frente aos tratamentos sem suplementacéo.
Portanto, o ndo uso do carvéo ativado no meio de cultura pode ter favorecido a ocorréncia de
efeitos oxidativos e atividades inibitdrias na germinacéo in vitro do barbatimao para os demais
tratamentos (T1 a T4).

Quanto a variavel de crescimento da maior raiz, as plantulas submetidas as condicGes de
cultivo do tratamento T5 apresentaram resultados superiores de alongamento da maior raiz
frente aos demais tratamentos in vitro. De modo semelhante, no estudo conduzido por Dev et
al., (2015) para cultivo in vitro de Vitis vinifera a aplicacdo do meio de cultura MS
suplementado com 8,88 uM de BAP + 1,07 uM de ANA + 200 mg L de carvio ativado
obtiveram indices superiores de crescimento da maior raiz. No barbatimao, Franca et al., (1995)
obtiveram resultados superiores na formacao de raizes quando em meio MS com metade das
concentra¢fes de macro e micronutrientes suplementado com 5,37 uM de &cido naftaleno
acético (ANA) e 80 mg L™ de floroglucinol (benzeno-1,3,5-triol), enquanto a proliferagdo de
brotos a partir de segmentos nodais foi superior quando acrescidos de 13,3 uM de BAP. Pasqual
e Barros (1992) também verificaram resultados significativos para a producdo de brotos de
barbatimdo propagados in vitro a partir de segmentos nodais, quando induzidos em meio de
cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) acrescido de 4,0 mg L™ de 6-benzilaminopurina
(BAP), e Nicioli et al., (2008) avaliaram a inducdo de brotaces e raizes a partir de segmentos
nodais do barbatim&o, inoculados em meio MS acrescidos de diferentes concentracdes de
cinetina (6-furo aminopurina), no qual resultados significativos de inducdo de gemas e brotos
ocorreram quando acrescidas de 1 e 5 mg L™ de cinetina, respectivamente, enquanto as maiores
taxas de desenvolvimento radicular observaram em meio MS suplementado de 4 mg L™ de
ANA.

As auxinas desempenham papel fundamental na formacdo radicular (MUDAY, 1994).
Quando em leves dosagens, as auxinas exdgenas podem substancialmente estimular o

alongamento da maior raiz (EVANS et al., 1994). Ja a reducdo da producdo de raizes no
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processo de micropropagacdo na cultura de tecidos tem sido relatada pela literatura devido a
possivel influéncia das concentracfes de BAP utilizadas na fase de multiplicagdo celular, que
pode estimular a inibicdo do alongamento radicular quando em concentracGes ndo adequadas
para 0 genotipo em estudo (VANKOVA et al., 1991). Deste modo, como perspectivas para
proximos estudos sobre a propagacdo in vitro do barbatimdo, recomenda-se um maior
aprofundamento sobre a concentragéo de citocininas nos meios de cultivo.

Os valores inferiores de producdo de biomassa obtidos no experimento diferiram dos
resultados obtidos por Castro et al., (2007) no estudo da germinacdo de sementes e producao
de biomassa no barbatimdo através da propagacgdo in vitro, onde verificaram-se resultados
superiores na formacao de matéria fresca e seca quando submetidas ao meio MS e Wood Plant
Medium (WPM) completos. Como uma possivel forma de mitigar os efeitos antagénicos do
meio para a producdo de biomassa entre os tratamentos, o estudo dos efeitos de diferentes
concentragOes do meio MS (1, % e ¥4) in vitro foi conduzido por Rezali et al., (2017) com vistas
a avaliar o crescimento de Typhonium flagelliforme. Os resultados obtidos apontam producdes
superiores de biomassa seca na espécie 0 meio MS. Deste modo, buscando uma otimizacéo dos
protocolos de micropropagacdo do barbatimédo para producdo de biomassa seca, € importante
avaliar meios de cultura que favorecam tanto as brotacGes quanto o desenvolvimento aéreo e

radicular das plantulas, aumentando os teores de biomassa obtidos.

5.2.  Prospeccao fitoquimica

A avaliacdo da producdo de metabdlitos secundarios de interesse medicinal para a
Stryphnodendron adstringens cultivada in vitro foi realizada com base nos cromatogramas de
CLAE - DAD obtidos para os extratos metandlicos, onde 0s picos para acidos fendlicos e
flavonoides ocorreram nos tempos de corrida entre 5 e 10 min e entre 15 e 20 min,

respectivamente (Figura 3).
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Figura 3: Perfil obtido por CLAE - DAD do extrato metanolico do barbatiméao a partir

dos espectros no UV dos picos representativos.

Foi possivel observar que dentre os tratamentos in vitro, o tratamento T5 (MS + 11,09
UM BAP + 0,54 uM ANA + 100 mg L™ de mio-inositol + 30 g L™ de sacarose + 6,5 g L * de
agar-agar + 1 g L™ de carvéo ativado) mostrou-se o mais eficiente para a producéo de compostos
fendlicos, cujos valores dos picos sdo proximos ao tratamento controle (casa de vegetacdo),
principalmente quando comparados aos UVs de &cidos fendlicos (Figuras 4a e 4f). Os demais
tratamentos in vitro (T1 a T4) foram semelhantes em termos de producéo de acidos fendlicos e

flavonoides, quando comparados aos cromatogramas dos demais tratamentos (Figura 3 b-e).
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Figura 4: Cromatogramas dos extratos metanélicos de Stryphnodendron adstringens cultivados
in vitro em comparativo ao cultivo em condic¢des de casa de vegetacdo ap06s 60 dias de cultivo.
(a) controle (plantio em condicdo de casa de vegetacdo). (b) T1 (MS 0 (sem regulador de
crescimento) + 100 mg Lt de mio-inositol + 30 g L* de sacarose + 6,5 g de agar); (c) T2 (Agua
destilada + 100 mg L™ de mio-inositol + 30 g L de sacarose + 6,5 g de agar-agar); (d) T3 (MS
+ 11,09 uM de BAP + 0,54 uM de ANA + 100 mg L de mio-inositol + 30 g L* de sacarose +
6,5 g de agar-agar); (e) T4 (MS + 1,44 uM de &cido giberélico (GAs) + 0,54 uM de ANA + 100
mg L1 de mio-inositol + 30 g L™ de sacarose + 6,5 g L " de agar-agar); (f) T5 (MS + 11,09 uM
BAP + 0,54 uM ANA + 100 mg L2 de mio-inositol + 30 g L de sacarose + 6,5 g L * de agar-

agar + 1 g L de carvdo ativado).

Até o presente, ndo existem relatos na literatura que norteiam a producdo de compostos
fendlicos e flavonoides em folhas de Stryphnodendron adstringens germinadas in vitro.
Entretanto, de modo similar, Porto et al., (2014) obtiveram dados significativos para a producéo
de fenois totais e producdo de biomassa em calos de barbatimédo in vitro, onde resultados
superiores de producdo de matéria fresca foram obtidos quando inoculados em meio MS
adicionados de 0,5 mg L™* de 4cido diclorofenoxiacético (2,4-D) associado as concentragfes de
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0,5, 1 e 2 mg L-1 de tidiazuron (TDZ), no entanto, para a producdo de matéria seca resultados
superiores foram obtidos na combinacio de 0,5 e 2 mg L™ de TDZ na auséncia de 2,4-D. Os
resultados superiores obtidos para a producdo de fenois totais foram encontrados nos calos
induzidos na suplementagio com 1,0 mg L de 2,4-D, 2,0 mg L de cinetinae 1,0 mg L de
Picloram.

Mesmo com a escassez de trabalhos envolvendo o estudo da produgdo de compostos
fenolicos e flavonoides nas folhas do barbatimdo apds a germinagdo in vitro, é possivel
estabelecer uma correlacdo entre as abordagens quimicas ja realizadas pela comunidade
cientifica para o barbatimao e os compostos verificados através do método cromatogréafico.

Santos et al., (2002) verificaram na fragdo foliar da Stryphnodendron adstringens a
presenca de flavonoides e compostos fenolicos, bem como no estudo conduzido por Junior et
al., (2020), onde de modo semelhante compostos fenolicos e flavonoides foram encontrados
nos extratos do barbatimao, tendo sido fundamentais na inibicdo da atividade téxica do veneno
de Bothrops jararacussu, atribuindo & planta um potencial no combate aos efeitos toxicos do
veneno, possibilitando a criacdo de um protocolo que pode ser utilizado em comunidades
indigenas ou rurais, combinado a soroterapia.

O extrato da fracdo foliar do barbatimdo foi avaliado por Sabino et al., (2018), com o
objetivo de avaliar a composic¢do quimica, atividade antioxidante e potencial antitumoral da
espécie, dada a sua relevancia no ambito medicinal. O estudo verificou a presenca de acido
galico, dimero de procianidina B1 e epicatequina-3-O-galato na composicdo dos extratos,
corroborando com a hipotese da atividade antioxidante e citotoxica do barbatimao. Também
através do método de cromatografia liquida de alta eficiéncia, Gomes et al., (2021) verificaram
uma alta producdo de derivados de &cidos organicos simples e oligdbmeros de taninos
condensados, confirmando a atividade antibacteriana e antioxidante da espécie. Portanto,
através destes estudos e dos perfis cromatograficos obtidos para o barbatimdo propagado in
vitro, nota-se que ha uma continuidade na producéo de metabolitos secundarios ja destacados
de interesse medicinal, apontados na Farmacopeia Brasileira (2010) como pilares para o uso da
espécie em finalidades fitoterapicas. Nestas, verifica-se através dos cromatogramas obtidos
neste estudo que h& uma produgdo superior destes compostos nas plantulas germinadas nas
condicdes de cultivo do tratamento T5.

O desenvolvimento da parte aérea das plantulas no tratamento in vitro T5, em nimero de
folhas, altura e massa das plantulas, indicaram um desempenho superior destas condicfes de

cultivo quando comparado aos demais, e ao controle em condigdes de casa de vegetacdo. Os
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dados morfoldgicos do experimento anterior foram confirmados a partir dos cromatogramas
obtidos, onde houve producdo superior de compostos fenolicos no barbatimédo nas plantulas
neste tratamento quando comparado aos demais tratamentos in vitro.

Este resultado pode indicar que o tratamento T5 (MS + 11,09 uM BAP + 0,54 uM ANA
+100 mg Lt de mio-inositol + 30 g L de sacarose + 6,5 g L ! de 4gar-agar + 1 g L de carvéo
ativado) obteve resultados promissores para a producdo de metabolitos secundérios de interesse
medicinal in vitro, bem como para a producdo de compostos quimicos naturais fitoterapicos, de
modo que os resultados obtidos neste tratamento obtiveram maior estabilidade nos resultados e
remontam a possibilidade de producdo de compostos fitoterapicos de forma homogénea e
sustentavel, sem exercer pressdo sobre 0s ecossistemas naturais.

Contudo, existe alta complexidade ao se trabalhar com o desenvolvimento de metabolitos
secundarios a partir da propagacdo in vitro, devido as varias relacGes existentes e as varias
respostas aos estimulos exdgenos ocasionados pelos tratamentos in vitro, como os indutores de
crescimento e o balanco hormonal existente nos meios de cultivo.

A fim de confirmar a hipdtese de producdo em elevadas quantidades de metabdlitos
secundarios in vitro no barbatimao utilizando os indutores exdgenos BAP e ANA, em meio MS
acrescido de carvdo ativado, para trabalhos futuros é necessario que haja um aprofundamento
nos quantitativos em volume e concentracdo de metabdlitos secundarios produzidos através do
método cromatografico, bem como as respostas nos aspectos morfoldgicos do cultivo in vitro,
avaliando parametros como as variacdes de trocas gasosas e irradiancia luminosa,
concentracdes de indutores de crescimento (BAP e ANA) e da composi¢do do meio (dosagens
de carvao ativado, sacarose e macro e micronutrientes) a fim de apontar quais séo as condic¢oes
Otimas para a micropropagacdo e posterior producdo de metabdlitos secundarios nestas
condicdes. Desta forma, sugere-se uma avaliacdo quantitativa acerca da influéncia de cada
variavel aplicada no meio de cultivo (indutores de crescimento, composicao e concentracGes de
sais) na producdo de metabdlitos secundarios, de modo a elucidar o comportamento do
barbatimdo quando induzido pelo carvéo ativado e pelo balanco citocininas/auxinas por meio
da avaliagdo em cromatografia liquida de alta eficiéncia, tornando possivel o entendimento e a

visualizacdo dos efeitos sobre a planta.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Através do presente trabalho que teve como objetivo verificar a influéncia do meio de
cultivo na germinacdo e producdo de metabdlitos secundarios do barbatiméo
(Stryphnodendron adstringens), planta de elevado interesse devido a presenca de compostos
naturais com propriedades fitoterapicas da espécie, utilizando a técnica de propagacao in vitro
e comparando-a aos resultados com o cultivo em condi¢cdes de casa de vegetacdo,
complementando o conhecimento sobre a micropropagacdo da espécie e a producdo de
metabdlitos secundarios de interesse em condi¢fes homogéneas, sem exercer pressdo nos
ecossistemas naturais.

Com base nos experimentos realizados e dos resultados obtidos neste estudo, podem ser
verificados abaixo os resultados mais satisfatorios encontrados em cada fase do cultivo do

barbatimao.

Propagacéo in vitro

e Incremento na Altura da parte aérea (APA), comprimento da maior raiz (CR) e
diferenca entre massa fresca e seca da parte aérea (MPA) em plantulas de
Stryphnodendron adstringens germinadas em meio MS, adicionado de 11,0 uM de
BAP, 0,54 uM de ANA, 0,1 mg L mio-inositol, 6,5 g de agar-agar, 30 g L de
sacarose e 1 g.L* de carvdo ativado (T5), com resultados proximos ao controle

(condicdes de casa de vegetacdo).

Producdo de metabdlitos secundarios

e Maior producdo de &cidos fendlicos e flavonodides em plantulas de Stryphnodendron
adstringens germinadas em meio MS, adicionado de 11,0 uM de BAP, 0,54 uM de
ANA, 0,1 mg.L* mio-inositol, 6,5 g de &gar gel, 30 g L™ de sacarose e 1 g.L* de

carvao ativado (T5), com valores acima do controle (condigdes de casa de vegetacéo).
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