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RESUMO

Devido aos efeitos tdxicos e cumulativos do uso continuo de drogas sintéticas, a
fitoterapia vem se tornando mais difundida. Eclipta alba, uma planta medicinal é
usada como anti-hipertensiva, anti-tumoral, anti-hepatite C e ainda como um
antidoto contra veneno de serpentes, porém produz quantidade limitada de
substancias para fins terapéuticos. Técnicas biotecnoldgicas como o0 uso de raizes
em cabeleira e elicitagdo, incrementam a producdo dessas substancias de
interesse. A curva de crescimento de biomassa dessa planta a partir do clone 19,
nos informa que de 18 a 21 dias é o periodo ideal pra se fazer a estimulacido de
suas raizes com elicitores bidticos e abidticos. Partindo desse conhecimento busca-
se aplicar os elicitores em estudo, com o intuito de avaliar e incrementar a produgao

de metabdlitos secundarios de interesse por Eclipta alba.

INTRODUGAO

O uso de compostos derivados de reservas naturais com propriedades
terapéuticas é antigo (BONIFACIO, et al., 2014) e, ultimamente, um nimero crescente
de pessoas tem buscado medicamentos a base de plantas isoladamente ou em
combinagdo com outras drogas convencionais (PAN, SI-YUAN, et al., 2014), o que
propiciou um aumento dos investimentos nessa area de estudo e, a nossa grande
diversidade de fontes naturais (ALBUQUERQUE, U.P. et al.,, 2007) tém levado a
identificacdo de metabdlitos secundarios valiosos. Porém substancias que apresentam
atividades biologicas estdao geralmente nas plantas em quantidades muito pequenas
(menos que 1% do seu peso seco) (RAO, S.R & RAVISHANKDAR, G.A., 2002). O uso
de cultura de células vegetais representa entdo, uma ferramenta biotecnologica util
para aumentar a producao desses metabdlitos valiosos e ainda com possibilidade de

reduzir a produ¢ao de compostos toxicos.



O desenvolvimento das técnicas de culturas de tecidos vegetais in vitro,
possibilitou a producao de diferentes compostos independente das variagdes sazonais.
Entre os processos de cultura de tecidos, a obtenc&o de plantas transgénicas de forma
indireta por meio de um vetor biolégico como o Agrobacterium também vem sendo
muito utilizado (ARSHAD, W. et al., 2014).

A Eclipta alba, € uma planta da familia Asteraceae, e é usada como atividade
anti-hepatotéxica (KIM, D-I., LEE, S-H, HONG, J-H., 2010), apresenta atividades anti-
oxidantes, antimicrobiana, antiinflamatéria (CHIN-FENG, C. et al., 2014; RYU, S. et al.,
2013 e TEWTRAKUL, S. et al., 2011), anti-tumoral (BENES, P., et al., 2011), e ainda
um trabalho de (CARVALHO, B.M.A. et al., 2013; Diogo, L.C., et al., 2009) vem
confirmar a sua eficiéncia na aplicacdo do extrato da planta como um antidoto contra
veneno de serpentes. E nativa de paises de clima tropical e subtropical como o Brasil,
China, india, Tailandia e Australia (CHIN-FENG, C. et al., 2014). Plantas transgénicas
de Eclipta alba foram obtidas de forma indireta por serem feridas e infectadas por
Agrobacterium rhizogenes, recebendo especificamente genes indutores de raizes (Ri),
estratégia essa que, associada a elicitacdo por agentes bidticos e abidticos
incrementaram a sua produg¢ao de metabdlitos secundarios de interesse.

Recentemente varios trabalhos tem demonstrado o uso de elicitores bioticos e
abidticos no incremento na producdo de metabdlitos secundarios interesse por varias

plantas, porém em Eclipta alba n&o se tem relatos do emprego dessa estratégia.

MATERIAL E METODOS

Em erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) foram inoculadas 2 g de raiz do C-19. As culturas foram
mantidas sob agitacdo a 100 rpm, a 25+1°C e fotoperiodo de 16 x 8 horas. Os frascos
de raizes foram coletados em intervalos de 3 dias, durante 42 dias e anotadas as suas
massas fresca e seca. Foi plotada a curva de crescimento.

A elicitagdo bidtica e abidtica foi efetuada usando respectivamente Extrato de
Fungo 100 e 140 uM e Azacitidina 25 e 50 uyM e foram realizadasno 21° dia de
crescimento da cultura. Para os controles foram usados apenas o solvente de
dissolugcédo sem os elicitores. O experimento foi realizado em triplicata, e apos os 4, 7 e
12 dias apds a elicitacdo as raizes foram retiradas, pesadas, secas e, posteriormente
foram feitas a extragcdo e quantificacdo das substancias de interesse nas amostras

controle e elicitadas.



Para a extragao o material seco foi moido e pesado e seus metabdlitos extraidos
com solventes metanol (MeOH) p. A. (Synth), sob ultrassom, por 30 minutos. Em
seguida o material foi filtrado, sendo o metanol evaporado e os extratos secos foram
ressuspendidos em 1 mL de MeOH P.A. para a determinacdo da concentracdo de
cumestanos de interesse por CLAE.

Para a deteccdo e quantificagdo dos cumestanos presentes nas raizes de
Eclipta alba, 200mg de raizes (p6) foram adicionados 5ml de etanol 70%. A extragao foi
realizada em ultra-som durante 30 minutos. Em seguida as amostras foram
quantificadas por HPLC. O volume de injecao foi de 20uL e o monitoramento realizado
a 350nm. A quantificacao foi feita através de padronizagao externa, usando uma curva
de calibracdo de WL (Sigma- Aldrich) em concentra¢des de 0,063mg/L até 0,500mg/L.
O tempo de retencdo (Tr) para a Wedelolactona foi de 31 minutos e para

Demetilwedelolactona foi de 26,881 minutos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Usando as variaveis de 2g do inoculo, 50ml de meio de cultura e avaliagdo de
condugao da curva em 42 dias, a figura 1, abaixo, mostra que as raizes iniciaram a
fase exponencial de crescimento apds o 6° dia de cultivo e estendendo-se até o 18°

dia, onde entdao o crescimento entrou na fase estacionaria.

Curva de crescimento Eclipta alba, baseada nos pesos

fresco e seco das raizes em 42 dias de cultivo
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Figura 1 — Curva de crescimento da Eclipta alba, em 42 dias de cultivo.
As raizes apresentaram incremento de 5,6 vezes a quantidade de biomassa, quando

comparados ao inoculo. Pelos resultados obtidos é possivel inferir que o periodo entre
0 18° e o 21° dias de crescimento € o mais adequado pra se fazer a adicdo dos
agentes estimuladores, visto que os maiores acumulos de metabdlitos secundarios séo

encontrados apés o termino da fase exponencial de crescimento celular.



APANHADO GERAL DA ELICITAGAO
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Figura 2 — Quantificagdo da produ¢do média de WL, DWL e A em 4 e 7 dias, por raizes do C-19 a partir da
elicitacdo (mg/g de raiz de E. alba)

Fonte: Elaborado pelo autor

Para as 3 substancias (WL,DWL e LUT) nos 3 tempos avaliados (4, 7 e 12 dias)
podemos verificar os seguintes resultados.

Em 4 dias o melhor elicitor para WL, DWL e A foi a Azacitdina 50uM produzindo
uma porcentagem de incremento de 135%, 48 e 38% de incremento na produgéo das
respectivas substancias..

Em 7 dias o melhor elicitor para WL e A foi o Extrato de Fungo 140uM, com um
incremento de 224 e 70% de incremento das respectivas substancias e, para DWL o
elicitor de melhor resposta foi a Azacitidina 25uM propiciando 29% de incremento na
sua producgao.

Para 12 dias o melhor elicitor para WL e DWL foi a azacitidina 50uM, com um
incremento de 45 e 41% na quantidade das respectivas substancias e para a
substancia A o melhor elicitor foi o Extrato de Fungo 100uM propiciando um incremento
da producgao de A de 66%.

CONCLUSOES

A azacitidina 50uM poderia ser o elicitor ideal para ser aplicado em raizes secas
de Eclipta alba pois produz efeito satisfatério no incremento de WL, DWL e A em 5
condicbes das 9 condigcbes de elicitacdo estudadas; porém quando se fala o
rendimento (produgado de subst de interesse) o Extrato de Fungo 140uM torna-se mais

indicado para produzir WL e A e a Azac 25uM para produzir DWL ;



Esses elicitores (Extrato de Fungo 140uM e Azac 25uM) mostraram-se mais
eficiente quando as raizes sao analisadas 7 dias ap0s a elicitacdo (ao contrario de AJ e
MJ) que mostraram melhor rendimento quando a analise foi efetuada em 4 e 12 dias,

inferindo que diferentes elicitores provocam diferentes respostas de elicitacao.
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