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Resumo:

Este estudo teve por objetivo geral
realizar o estabelecimento de cultura de
células in vitro de Amaranthus tricolor (Figura 1)
e a prospecgao de moléculas bioativas contra
danos celulares causados pelo etanol, incluindo
analise comparativa quanto ao perfil
antioxidante e avaliagao da citotoxicidade.

O género Amaranthus pertence a familia
Amaranthaceae, contendo cerca de 12
espécies no Brasil, incluindo plantas que sao
empregadas como pseudocereal sem gluten' e
sao conhecidas como plantas comestiveis nao
convencionais (PANC). Essas plantas séao
utilizadas como alimento fonte de proteina,
possuindo um teor maior do que de alguns
cereais verdadeiros provindos de
monoculturas? e tem potencial de substituir a
farinha com gluten. As folhas de algumas
espécies de Amaranthus, sdo consumidas na
forma de salada e refogados. Estudo com a
espécie  Amaranthus hypochondriacus

Figura 1 - Amaranthus tricolor in demonstrou que a farinha integral de

vitro apos ser removida do meio MS Amiaranthus .hyp.ochondr/acus mcgrporada a
racdo dos animais apresentou efeito protetor
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sobre alguns danos hepaticos causados pelo
consumo de etanol. Assim acredita-se que
Amaranthus tricolor L. pode apresentar esta
mesma propriedade pois o0s constituintes
majoritarios incluem substancias fendlicas e
fitoesterodis, além de alto teor de proteinas
assim como Amaranthus hypochondriacus que
apresenta elevada capacidade antioxidante,
efeitos sobre a inibicdo da glicacdo, acgao
hipocolesterolémica e atividades relacionadas a
saude cardiovascular.

O primeiro passo para a realizacao da
pesquisa foi uma busca bibliografica para
construir uma base soélida de conhecimento,
visando aplicar a melhor metodologia de coleta
de dados relativos a eficiéncia da Amaranthus
tricolor L. e seu efeito antioxidante.

Sabe-se que o cultivo de plantas em
ambientes ndo controlados estd sujeito a
diversas adversidades como mudangas
climaticas, pragas agricolas, estresse hidrico,
dentre outros fatores durante o]
desenvolvimento. Segundo Laura Silva (2022)°
diferentes condicbes ambientais sao capazes
de impactar a fisiologia do Amaranthus,
alterando trocas gasosas e seu metabolismo
secundario. Desta forma, a cultura in vitro
permite o cultivo em condigcdes controladas,
permitindo a realizagdo de estudos que visem
maximizar a producao de moléculas bioativas
desta planta.

Os experimentos realizados neste
estudo seguiram os protocolos ja padronizados
no Laboratério de Metabolismo Vegetal,
Bioensaios e Tecnologia Fitofarmacéutica do
Departamento de Biologia Vegetal/IB-UNICAMP
coordenado Prof. Dr. Marcos José Salvador. O
cultivo de Amaranthus tricolor L. foi realizado
em meio de cultura em condicao asséptica,
partindo da germinagédo de suas sementes.
Todos os procedimentos de manutengdo das
culturas foram realizados dentro de fluxo
laminar para evitar possiveis contaminacoes.
As plantas foram cultivadas em meio MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962)*,
suplementado com 30 g/L de sacarose, 0,5 g/L
de carvao ativado que atua como fator

estabilizante e antioxidante e pH em 60,2, os
quais foram autoclavados antes da germinagao
e a micropropagacédo serem realizadas. Em
ambas as etapas, as condicbes de luz,
temperatura e umidade foram controladas em
estufa para cultivo.

Para o estudo de germinagdo das
sementes foram coletadas sementes
Amaranthus tricolor (AT) planta in natura e
armazenadas em tubos de eppendorfs.
Realizou-se a assepsia das sementes com
hipoclorito de sodio 1% por 20 minutos e a
lavagem em agua deionizada autoclavada®.
Apds este processo as sementes foram
semeadas in vitro em meio de cultura MS
(Murashige & Scoog, 1962). Durante a
germinacgao foi obtida uma taxa de germinagao
de 88% sobre 610 sementes germinadas
(Tabela 1).

Taxa de germinagcéo de Amaranthus tricolor
in vitro

Quantidade Sementes Taxa de

de sementes | que germinagao
utilizadas germinaram

610 534 88%

Tabela 1 - Taxa de germinacao de Amaranthus tricolor in vitro

As plantas in vitro resultantes da
germinagdo das sementes foram cultivadas no
meio MS com adicdo de carvao ativo e
mantidas em fotoperiodo 16/8 horas,
luminosidade de 360 lux, com temperatura de
25 t 2 °C (Figura 2).
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Figura 2 - Fotografia das plantas in vitro registrada
apos 37 dias da germinagao das sementes de
Amarathus tricolor.

No preparo da biomassa vegetal para o
preparo dos extratos a serem utilizados nos
bioensaios, o material das plantas in vitro, foi
seco em uma estufa aclimatada a 45°C. Ja a
planta in natura foi lavada em agua corrente e
seca sob o sol em local ventilado. O material
vegetal seco foi pulverizado em moinho de
faca, obtendo-se um pd com gramatura
padronizada visando a proxima etapa de
obtencéo dos extratos.

Apds acumular biomassa suficiente foi
possivel realizar a primeira extracdo de
Amaranthus tricolor. Para tanto empregou-se o
método de maceragao, seguido de exposicao a
banho de ultrassom por 30 min, na proporgao
de 1:20 m/v p6 do material vegetal:liquido
extrator. Foram utilizados como liquidos
extratores em ordem crescente de polaridade:
hexano, alcool, alcool 70% e agua
respectivamente. Na figura 3 sdo apresentados
os resultados do rendimento dos extratos
obtidos para a planta in natura (N) e planta in

vitro (V).

Media do rendimento dos extratos de
Amaranthus tricolor em mg
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Figura 3 - Média do rendimento dos extratos de Amaranthus
tricolor em mg. sendo “V” relativo a planta in vitro e “N” a planta in
natura.

Os extratos da planta in natura
demonstraram uma constdncia no seu
rendimento de massa, exceto para o extrato
hexanico. Ja o extrato da planta in vitro possui
uma variagdo maior, o de alcool rendeu muito
mais que 0s outros e o hexanico que teve o
menor rendimento. Nos testes seguintes
optou-se por ndo prosseguir com a analise do
extrato hexanico dado seu baixo rendimento.

Apos a obtencdo dos extratos sua
atividade antioxidante foi avaliada empregando
0 ensaio Oxygen Radical Absorbance Capacity
Fluorescein (ORAC), utilizando-se o AAPH
(2,2’-Azobis (2-amidiopropane) dihydrochloride)
como fonte de radical livre e a fluoresceina
como sonda. O trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico), substancia
analoga a vitamina E, foi utilizado como
substancia padrdo de referéncia. Os
experimentos foram realizados em ftriplicata. Os
resultados mostraram que o extrato aquoso da
planta in natura mostrou promissora atividade
antioxidante (Figura 4).
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Atividade antioxidante dos extratos de Amaranthus
tricolor in natura 125 ug/mL ao longo de 70 minutos
Trolox 12,5 ug/ml

—
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Figura 4 - Resultado da atividade antioxidante dos extratos de
Amaranthus tricolor no ensaio ORAC-FL

Na avaliacdo da citotoxicidade foi
utilizado o] ensaio MTT
(Methylthiazolyltetrazolium)” e as linhagens
celulares NIH 3T3 (fibroblastos) e AML-12
(hepatécitos). A citotoxicidade dos extratos de
Amaranthus tricolor planta in natura e planta in
vitro foi quantificada a partir dos valores da
Concentracdo Inibitéria Média (ICs,) de cada
extrato, ou seja, a inibicdo de 50% da
viabilidade celular.

A Tabela 2 resume os valores de ICy,
encontrados para cada tipo de extrato nas trés
diferentes linhagens celulares.

Valores de IC5, (ug/mL)

Extratos AML12 373
TNE >1000 501.2 + 0,03
TN7 572 £ 0,078 520.4 £ 0,03
TNA >1000 >1000

Legenda: Os codigos referem-se aos extratos de
A. tricolor: TNE (extrato etandlico), TN7 (extrato
etandlico 70%) e TNA (extrato aquoso). Os
valores de IC;, estdo apresentados pela média
das triplicatas * desvio padrao.

Tabela 2: Resultados do efeito dos extratos de
Amaranthus tricolor na viabilidade celular.

Os resultados da citotoxicidade apontam
gque a maioria dos extratos testados néo

apresentou atividade citotoxica nas
concentracdes avaliadas, tendo os valores de
ICs, superiores a 500ug/mL.

Dados preliminares de analise por
HPLC-UV/DAD-ESI/MS para caracterizacao
quimica dos extratos bioativos mostram perfil
cromatografico com alguns picos similares
presentes tanto no extrato da planta in natura,
como no da planta in vitro. Como exemplo,
apresenta-se na Figura 5 o perfil por
HPLC-ESI-MS do extrato aquoso de
Amaranthus tricolor planta in natura e in vitro.
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Figura 5 - Comparagdo dos perfis cromatograficos
(UHPLC-UV/DAD-ESI/MS) dos extratos aquosos de Amaranthus
tricolor plantas in natrura (A) e in vitro, calo (B). No agrupamento
A e B sdo apresentados os cromatogramas empregando detector
der espectrometria de massas de alta resolugdo (MS) e os
cromatogramas obtidos com de detecgédo UV (254 nm).

Os resultados obtidos até o momento
mostram que foi possivel estabelecer, a partir
de sementes, o cultivo vegetal e a multiplicagcao
in vitro de Amaranthus ftricolor. Estudos
comparativos dos extratos de Amaranthus
tricolor demonstram forte capacidade
antioxidante no ensaio ORAC-FL para o extrato
aquoso da planta in natura. Ja para o ensaio de
citotoxidade 0s extratos avaliados
apresentaram baixa toxicidade em cultura de
células para as linhagens n&o tumorais 3T3
(fibroblasto) e AML12 (hepatdcitos). A analise
quimica demonstrou alguns picos com tempo
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de retencéo similar no perfil quimico tanto das
plantas in natura quanto obtidas in vitro.

Os experimentos continuam sendo
realizados no sentido de se melhor caracterizar
a identidade dos constituintes quimicos
presentes nos extratos bioativos e também para
a avaliacdo do seu efeito citoprotetor frente aos
danos celulares causados pela exposi¢do ao
etanol.
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