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RESUMO

A Aloe vera é uma planta medicinal utilizada para tratamento de diversas patologias.
Popularmente conhecida como babosa, possui em suas folhas substancias
farmacologicamente ativas. Em funcédo disso, este trabalho estabeleceu como
objetivo avaliar o perfil dos metabdlitos secundarios em plantas de Aloe vera
cultivadas in vitro, em diferentes concentracdes de 6-benzilaminopurina (BAP) e
através de método convencional de cultivo, com intuito de promover maior producéo
de compostos com propriedades farmacoldgicas nas plantas cultivadas in vitro. Para
isso, gemas axilares de plantas de babosa, cultivadas no municipio de Muritiba - BA,
foram coletas em duas épocas distintas, desinfestadas e cultivadas in vitro em meio
de cultura MS contendo 0,2 mg L de acido naftalenoacético (ANA) e 3,0 mg Lt BAP
sob condi¢cdes controladas de temperatura, fotoperiodo e intensidade luminosa
durante 30 dias. Brotacdes oriundas das gemas axilares foram cultivadas por mais
dois subcultivos com intervalos de 30 dias cada em meio MS sem adicdo de
reguladores e posteriormente inoculadas em frascos de vidro contendo o meio de
cultura MS, suplementado com 0,2 mg L de ANA e concentragées de BAP (0,0; 1,0;
2,0 e 3,0 mg L?), em dois ambientes de cultivo com variacdo de temperatura e
luminosidade (Sala de crescimento com 25 °C e 30 umol m2 s* e BOD com 30 °C e
40 ymol m2 s1). Ap6s 30 dias de cultivo in vitro, as plantas foram avaliadas quanto a
suas caracteristicas morfofisiologicas (altura de planta, nUmero de brotos; niumero
de folhas verdes, presenca de folhas senescentes e de raizes) e, tanto as plantas
cultivadas in vitro, como as cultivadas pelo método convencional foram avaliadas
qguanto ao perfil de metabolitos produzidos (pelas técnicas HS-SPME/GC-MS). O
delineamento experimental dos experimentos foi inteiramente casualizado. Foram
utilizadas quatro a cinco repeticdes por tratamento, sendo a unidade experimental
representada por um frasco contendo trés explantes com aproximadamente 1,5 cm
de tamanho. As analises estatisticas foram realizadas por meio do programa R. As
concentracbes de BAP avaliadas ndo apresentaram diferencas significativas nas
caracteristicas morfofisiolégicas analisadas. No entanto, a utilizacdo e o aumento
nas concentracbes de BAP promoveram reducdo da éarea total dos compostos
organicos volateis (COV’s) nas plantas. Contudo, as plantas cultivadas in vitro
apresentaram maior area total e concentragcdao dos COV’s que a planta matriz in vivo.
Dessa maneira, € fundamental a realizacéo de pesquisas envolvendo a utilizacéo de
outras citocininas e condicfes de cultivo in vitro, para o ajuste de protocolo que
proporcione a propagacao in vitro em larga escala e favorega a produgao de COV’s
em babosa, assim como em outras plantas de interesse da industria farmacéutica,
diminuindo a necessidade de retirada de plantas do meio ambiente. Assim, esta
pesquisa pode ser utilizada como base para desenvolver protocolos de cultivo in
vitro dessa espécie e de outras plantas medicinais, visando, além dos aspectos
mencionados, avaliar a atividade farmacolégica de plantas em organismos Vivos,
pois a agado dos COV’s atua em sinergismo, e concentragcbes isoladas de cada
composto presente nas plantas medicinais pode nao influenciar positivamente na
sua resposta farmacolodgica.

Palavras-chave: Cultura de Tecidos. Babosa. Metabdlitos Secundarios. Principios
ativos.



ABSTRACT

Aloe vera is a medicinal plant used to treat several pathologies. Popularly known as
aloe vera, it has pharmacological active substances in its leaves. Therefore, this
article established the objective of evaluating the profile of secondary metabolites in
Aloe vera plants cultivated in vitro, using different 6-benzylaminopurine (BAP) filters
and through the conventional cultivation method, in order to increase the production
of chemical substances, with pharmacological properties in plants cultivated in vitro.
To this end, axillary buds from aloe plants, cultivated in the municipality of Muritiba -
BA, were harvested at two different times, disinfected and cultivated in vitro in MS
culture medium with 0.2 mg L of naphthalenoacetic acid (ANA) and 3.0 mg L' BAP
under controlled conditions of temperature, photoperiod and light intensity for 30
days. Shoots from the axillary buds were cultivated for two more subcultures at 30
days intervals each MS medium without the addition of regulators and subsequently
inoculated in glass flasks containing the MS culture, supplemented with 0.2 mg L of
ANA and BAP concentration (0.0; 1.0; 2.0 and 3.0 mg L), in two cultivation
environments with temperature and light variation (Cultivation room with 25 ° C and
30 pmol m2 st and BOD with 30 °C and 40 ymol m2 s1). After 30 days of in vitro
cultivation, the plants were evaluated based on their morphophysiological
characteristics (plant height, number of shoots; number of green leaves, presence of
senescent leaves and roots) and both, the plants cultivated in vitro and the plants
cultivated by conventional method were evaluated based on the profile of produced
metabolites (by HS-SPME / GC-MS techniques). The experimental design of the
experiments was completely randomized. Four to five repetitions per treatment were
used, with the experimental unit represented by a flask containing three explants
approximately 1.5 cm in size. Statistical analysis were performed using the program
R. The evaluated BAP concentrations did not show significant differences in the
morphophysiological characteristics analyzed. However, the use and increase in BAP
concentrations promoted a reduction in the total area of volatile organic compounds
(VOCs) in plants. Nevertheless, plants cultivated in vitro had a greater total area and
concentration of VOCs than the parent plant in vivo. Thus, it is essential to carry out
research involving the use of other cytokinins and in vitro cultivation conditions, for
the adjustment of the protocol that provides large-scale in vitro propagation and
favors the production of VOCs in aloe, as well as in other plants of interest to the
pharmaceutical industry, reducing the need to remove plants from the environment.
Thus, this research can be used as a basis to develop protocols for in vitro cultivation
of this species and other medicinal plants, aiming, in addition to the aspects
mentioned, to evaluate the pharmacological activity of plants in living organisms, as
the action of VOCs acts in synergism, and isolated concentrations of each compound
present in medicinal plants may not positively influence its pharmacological
response.

Keywords: Tissue Culture. Aloe. Secondary metabolites. Active principles.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Plantas de Aloe vera cultivadas sob condi¢cdes de campo: A) local de
coleta e B) plantas matrizes utilizadas nos experimentos I, I e lll. ............ccoevvinne 26

Figura 2 — Explantes de Aloe vera utilizados no estabelecimento in vitro: A) gemas
axilares presentes na planta matriz; B) gemas axilares submetidas ao processo de
desinfestacdo; C) gemas inoculadas em tubos de ensaio contendo meio nutritivo; D)
cultivo in vitro sob condigOes CONLIOladaS. .........uuvuruiiiiiiiiiieiiiie e 27

Figura 3 — Subcultivo das brotagcbes de Aloe vera oriundas da fase de
estabelecimento in vitro: A) brotacBes das gemas axilares; B) subcultivadas; C)
inoculadas em frascos de vidro contendo meio nutritivo e cultivadas por 30 dias sob
(ofo] g0 [ToToT=TS R oTo] a1 ({0 F=To - T3S 28

Figura 4 — Brotacfes de Aloe vera cultivadas in vitro em distintas concentracdes de
BAP: A) brotos das matrizes coletadas em dezembro de 2018 com
aproximadamente 1,5 cm de tamanho; B) inoculados em frascos de vidro contendo
meio de cultura com distintas concentragées de BAP (0,0; 1,0; 2,0 e 3,0 mg L),
cultivadas durante 30 dias sob condi¢des controladas ..............ccccceeeiiiiiiieeeeeeeeneen, 29

Figura 5 — Brotacdes de Aloe vera oriundas das matrizes coletadas em agosto de
2019 cultivadas in vitro em distintas concentragdes de BAP (0,0; 1,0; 2,0 e 3,0 mg L-
1) e ambiente de cultivo com temperatura de 25° + 1°C, fotoperiodo de 16 horas e
intensidade luminosa de 30 PMOI M2 S .. .o 30

Figura 6 — BrotagOes de Aloe vera oriundas das matrizes coletadas em agosto de
2019 cultivadas in vitro em distintas concentracfes de BAP (0,0; 1,0; 2,0 e 3,0 mg L°
1), em estufa BOD com temperatura 30° + 1°C, fotoperiodo de 16 horas e
intensidade luminosa de 40 MOl M2 S™) .. .o 31

Figura 7 — Técnica de microextracdo em fase solida (HS-SPME) dos compostos
organicos volateis das plantas cultivadas in vitro e in vivo: A) explante a ser
macerado com bastdo de vidro; B) folha macerada e armazenada em recipiente
lacrado; C) equipamento extrator em fase sélida (headspace); D) microextracdo em
fase solida com fibra CAR/PDMS/DVB .......ccooiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 33

Figura 8 — Separacdo dos compostos volateis das plantas cultivadas in vitro e in
vivo: A) cromatégrafo a gas acoplado a um espectrometro de massas (GC-MS,
Modelo QP2010 Plus, Shimadzu); B) separacao dos COV'’s realizadas em coluna
DB-1MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm); C e D) programacao do forno; E) tempo total
de COrmida de 46,0 MIN.. ...t a e e e e eeas 34

Figura 9 — Processo de aclimatizacdo das mudas de A. vera provenientes do cultivo
in vitro: A) plantas acondicionadas em garrafas plasticas transparentes PET
contendo terra vegetal autoclavada; B) retirada da tampa das garrafas por intervalos
crescentes de tempo; C) remocgdo da parte superior das garrafas; D) ap0s o
desenvolvimento das Plantas... ......cooooiiiiiiiiii e 36



Figura 10 — Area total dos compostos volateis observados nas plantas de A. vera
cultivadas in vitro em meio de cultura MS contendo 0,2 mg Lt de ANA e diferentes
concentracdes de BAP (0,0 mg L, 1,0 mg L e 2,0 mg L) durante 30 dias e das
plantas CUltIVAAAS iN VIVO .......ciiiiiiiicec e e e e e e e eees 43

Figura 11 — Area total dos compostos volateis observados nas plantas de A. vera
cultivadas in vitro em meio de cultura MS contendo 0,2 mg L de ANA e diferentes
concentracées de BAP (0,0 mg L%, 1,0 mg L%, 2,0 mg Lt e 3,0 mg L) durante 30
dias e das plantas Cultivadas IN VIVO..........cccooiiiiiiiiiiiii e 49

Figura 12 — Plantas de A. vera cultivadas in vitro em meio de cultura MS contendo
0,2 mg L* de ANA e diferentes concentracdes de BAP durante 30 dias em BOD com
temperatura 30° + 1°C, fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de 40 umol
m2 st A, B, C e D) plantas cultivadas na auséncia e presenc¢a de BAP (0,0 mg L™,
1,0 mg L?, 2,0 mg L7, 3,0mg L2, respectivamente)...........ccoccveeeeiiieeeeeiiieeecciieee e 50

Figura 13 — Plantas de Aloe vera, provenientes do cultivo in vitro em meio de cultura
MS contendo 0,2 mg L de ANA e diferentes concentracdes de BAP (0,0 mg L1, 1,0
mg L, 2,0 mg L%, 3,0mg L?, respectivamente): A e B) 30 dias da etapa de
aclimatizacao; C e D) 120 dias de aclimatizaCao..........cccceeeeveeeeeeeiiiiiiiiiiiccee e 51



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Resumo da andlise de variancia para altura de planta (AP), em cm,
namero de brotos (NB) e numero de folhas verdes (NFV) de plantas de A. vera
cultivadas in vitro em meio de cultura MS contendo 0,2 mg Lt de ANA e diferentes
concentragdes de BAP durante 30 di8s ........ccuuvvvmmiiiiiiiiiiiieeeeaee e 37

Tabela 2. Valores médios de altura de planta (AP), em cm, nimero de brotos (NB) e
namero de folhas verdes (NFV) de plantas de A. vera cultivadas in vitro em meio de
cultura MS contendo 0,2 mg L de ANA e diferentes concentragdes de BAP durante
S0 QIBS .eeeeeeiiiiiiee et e e e e ettt ettt et e e e e e e e e e e e e a b rrre e 38

Tabela 3. Porcentagem de folhas senescentes (PFS) e de enraizamento (PR) de
plantas de A. vera cultivadas in vitro em meio de cultura MS contendo 0,2 mg L de
ANA e diferentes concentracdes de BAP durante 30 dias ............uvvvvvvveiiiiiiiieeeeeeennn. 39

Tabela 4. Tempo de retencdo (RT/min) e compostos volateis, analisados por HS-
SPME-CG-MS, das plantas de A. vera cultivadas in vitro em meio de cultura MS
contendo 0,2 mg L de ANA e diferentes concentracdes de BAP (0,0 mg L, 1,0 mg
L't e 2,0 mg L) durante 30 dias e das plantas cultivadas in Vivo..............cccceeevvennne. 40

Tabela 5. Resumo da andlise de variancia para altura de planta (AP), em cm,
namero de brotos (NB) e numero de folhas verdes (NFV) de plantas de A. vera
cultivadas in vitro em meio de cultura MS contendo 0,2 mg Lt de ANA e diferentes
concentracfes de BAP durante 30 diaS..........uvvuueiiiiiiiieeieeieeeeeeeeis e 44

Tabela 6. Valores médios de altura de planta (AP), em cm, nimero de brotos (NB) e
namero de folhas verdes (NFV) de plantas de A. vera cultivadas in vitro em meio de
cultura MS contendo 0,2 mg L' de ANA e diferentes concentragées de BAP durante
10T 0 [ = T S SUSPSRR 44

Tabela 7. Porcentagem de folhas senescentes (PFS) e de enraizamento (PR) de
plantas de A. vera cultivadas in vitro em meio de cultura MS contendo 0,2 mg L de
ANA e diferentes concentragdes de BAP durante 30 dias...........cooovviiiiiiiniiniiiennnenn. 45

Tabela 8. Tempo de retencdo (RT/min) e compostos volateis, analisados por HS-
SPME-CG-MS, das plantas de A. vera cultivadas in vitro em meio de cultura MS
contendo 0,2 mg L* de ANA e diferentes concentragées de BAP (0,0 mg L, 1,0 mg
L1, 2,0mg Lte 3,0 mg L?) durante 30 dias e das plantas cultivadas in vivo........... 46



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ACM - Acemannan

ANA - Acido naftalenoacético

ANOVA - Analise de Variancia

ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria.

AP - Altura da Planta

BA - Bahia

BAP - 6-benzilaminopurina.

BOD - Biochemical Oxygen Demand ou DBO - Demanda Bioquimica de Oxigénio
CAR/PDMS/DVB - carbonxen/polimetilsiloxano/divinilbenzeno
CETAB - Centro Tecnolégico Agropecuario do Estado da Bahia
COV’s - Compostos Organicos Volateis

FDA - U. S Food and Drug Administration

FS - Folhas Senescentes

GC-MS - Cromatografo a gas

GLA - Acido Gama Linolénico

HS-SPME - microextracao em fase sélida

IL - interleucina

LPS - lipopolissacarideo

MS - MURASHIGE e SKOOG.

NB - Numero de Brotos.

NFS - Numero de Folhas senescentes

NFV - Numero de Folhas verdes

OMS - Organizacdo Mundial de Saude

PR - Presenca De Raizes

RNA - &cido Ribonucleico

SAS - Sistema Integrado De Aplicagoes

SUS - Sistema Unico de Saude.

TNF - Fator de Necrose Tumoral



2.1
2.2
2.3
2.4

2.5

3.1
3.1.1
3.1.2

3.2

3.3

3.4

3.5

4.1

41.1

4.1.2
4.2

421

4.2.2

SUMARIO

INTRODUGAOD ...ttt 11
FUNDAMENTACAO TEORICA ......oooiiiiieecieeeeeeee e 15
PLANTAS MEDICINAIS E FITOTERAPICOS .......coovieeeececeeeee e, 15
PRODUCAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS .......ccceoveieiiieieeeieen 16
MICROPROPAGAGAOQ ..o 18
COMPOSICAO QUIMICA DA AlOE VEra L......cccceevereriiieieiccieeee e, 20
PROPRIEDADES MEDICINAIS DA AlO€ VETa L. ....ccoveveeerieieeeecereeeeerenenan, 22
MATERIAL E METODOS ........ocoiiieeeeeeteeee e es et sn e s e, 26
CULTIVO IN VITRO DA AlOE VEIA L...vevveeeeeeeeeeeeseeeeeee e 26
Experimento I: plantas coletadas em dezembro de 2018.......................... 29
Experimento Il e lll: plantas coletadas em agosto de 2019..............ccceeeeee. 30

AVALIACAO MORFOFISIOLOGICA DAS PLANTAS CULTIVADAS IN VITRO

ANALISE ESTATISTICA . ..o e e ettt et eeiaa e 32

AVALIACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DE PLANTAS DE Aloe vera L.
CULTIVADAS IN VITRO E ATRAVES DE METODO CONVENCIONAL DE

(@38 IV PP .32
ACLIMATIZACAO DAS PLANTAS DE Aloe vera L. ...cccoooovieviiiiiiiiieecceiiee, 35
RESULTADOS E DISCUSSAOD. ......ceoeeeeeeeeeiee et 37
EXPERIMENTO I|. PLANTA MATRIZ COLETADA EM DEZEMBRO DE
12 0 PP 37
Analise morfofisiolégica das plantas de A. vera cultivadas in vitro em
diferentes concentrag0es de BAP ......oooviiiiiiiiiiiii 37
Andlise quimica das plantas de A. vera cultivadas in vitro e in vivo ...... 39

EXPERIMENTO II: PLANTA MATRIZ COLETADA EM AGOSTO DE 2019...43

Anélise morfofisiol6égica das plantas de Aloe vera cultivadas in vitro em
diferentes concentrag0es de BAP.........oouiiiiiiiiiii 43

Andlise quimica das plantas de A. vera cultivadas in vitro e in vivo ...... 45



4.3 EXPERIMENTO Ill: PLANTA MATRIZ COLETADA EM AGOSTO DE 2019..49

4.4  ACLIMATIZACAO DAS PLANTAS DE Al0€ VEra L......c.ccocvevveereriireieeaieenne, 50
5 CONSIDERAGOES FINAIS ...ttt 52
REFERENCIAS. ..o ettt et 53



11

1 INTRODUCAO

A Aloe vera L., popularmente conhecida como babosa, vem sendo utilizada
h& muitos anos como fitoterapico (CAGNI; LUBI, 2018). E uma planta pertencente a
familia Xanthorrhoeaceae, originaria da Africa do Sul e Asia, sendo trazida ao Brasil
no inicio da colonizacédo, onde se adaptou bem a nossa biodiversidade (TROLLER,
1999; NEWALL; ANDERSON; PHILLIPSON, 2002). Vem sendo utilizada pela
medicina tradicional para tratamento de diversas enfermidades (FREITAS;
RODRIGUES; GASPI, 2014).

Apesar de conhecida ha pelo menos trés mil anos, a babosa ganhou interesse
da ciéncia no ultimo século (PALHARIN et al., 2008). Diversas populagfes faziam
uso desta planta, remontando o ano de 1.500 a.C., ocorrendo achados de 12
medicamentos com base na Aloe vera (COASTS; AHOLA, 2010; PAL et al., 2013).
Embora existam centenas de espécies do género Aloe no mundo, apenas quatro
(Andongensis, Arborescens, Barbadensise Ferox) apresentam propriedades
medicinais e/ou algum outro interesse econémico, e nesse contexto destaca-se a
Aloe vera, espécie de maior interesse comercial na area cosmética, medicinal e
nutricional (CHINCHILLA et al., 2013).

A A. vera tem sido bastante estudada por industrias alimenticia, farmacéutica,
cosmética e fitoterapica, ganhando destaque nas ultimas décadas, no Brasil, com a
atuacdo de um grupo americano (Forever Living Products), que € o maior produtor e
distribuidor mundial de produtos nutricionais e de beleza, a base de babosa (BACH,;
LOPES, 2007).

Devido ao alto custo dos medicamentos industrializados, a possibilidade de
producdo de medicamentos de baixo custo, através de matéria prima advindas de
fontes sustentaveis abre espaco a busca de substancias naturais, como o0s
fitoterapicos (ALVES; MACHADO; NORONHA, 2011; TORO et al., 2018).

A fitoterapia consiste em um conjunto de técnicas de utilizacdo dos vegetais
no tratamento de doencas e na recuperacdo da saude. Como método terapéutico,
essa técnica faz parte dos recursos da medicina natural (TEIXEIRA et al., 2012).

Segundo Fonseca (2012), no Brasil a biodiversidade genética de fauna e flora
€ extremamente rica, tendo 55 mil espécies ja pesquisadas de um total de 550 mil.
Em pesquisa realizada por Lorenzi e Mattos (2002) eles presumiram que pelo menos

metade das plantas que representam a diversidade da flora brasileira possuem
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principios ativos, que por sua vez, tém na maioria dos casos propriedades
farmacoldgicas.

E nessa conjuntura que a A. vera tem despertado grande interesse por ser
uma planta descrita em diversas farmacopeias com crescente relevancia para 0s
setores agricola, cosmético, nutracénico e farmacéutico. A Babosa tem sido usada
como planta medicinal tanto no uso interno quanto externo, além de ser encontrada
também em diversos produtos de higiene pessoal (SILVA et al, 2013).

O mercado mundial de fitoterapicos tem crescido de 10% a 20% ao ano e
diversos fatores como habitos de vida saudaveis, aumento do consumo de produtos
naturais, efeitos colaterais dos medicamentos sintéticos, descoberta de novos
principios ativos em plantas, comprovacdo cientifica da acdo dos fitoterapicos, bem
como acessibilidade financeira a populacdo de menor poder aquisitivo corroboram
para estimular o aumento do consumo dos fitoterapicos (SOUSA; MIRANDA, 2004).

Na populacdo brasileira, 20% dos individuos respondem pela parcela de
consumidores dos medicamentos sintéticos disponiveis; enquanto os 80% restantes
fazem uso de produtos naturais, especialmente as plantas medicinais, sendo muitas
vezes a Unica fonte de recurso terapéutico e de acesso mais facil. Essa alternativa é
muito utilizada tanto dentro de um contexto cultural, na medicina popular, quanto na
forma de fitoterapicos (HOSTETTMANN; QUEIROZ; VIEIRA, 2003).

A utlizacdo da A. vera na medicina tradicional possui diversas vertentes,
como: controle de doencas na pele, danos por irradiacdo, afeccbes dos olhos,
desordens intestinais e doencas virais, se justificando pela sua a¢do cicatrizante,
anti-inflamatéria, protetora da pele, propriedade bactericida, atividade laxante e por
possuir agentes desintoxicantes. Além disso, possui em sua composicdo vitaminas
C, E, complexo B e acido folico, minerais, aminoacidos e polissacarideos
(DOMINGUEZ et al., 2006; SIMAO, 2013).

E nessa perspectiva que estudos experimentais, & base de plantas medicinais
e outros elementos que atuam no processo de cicatrizacdo, estdo sendo
desenvolvidos e, entre eles, encontram-se pesquisas com o0 uso da A. vera
(OLIVEIRA; SOARES; ROCHA, 2010). Nessa vertente, as areas da saude tém
realizado pesquisas que possam agregar melhor resposta tecidual em condi¢oes
pos-cirdrgicas, como ocorre na area odontologica.

Algumas dessas pesquisas estimam que cerca de duzentas moléculas

biologicamente ativas na A. vera, agem sinergicamente na neoformacao celular,
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como no caso de formacdo dos fibroblastos para neoformacdo epitelial
(GRYNDLAY; REYNOLDS, 1986); assim como, favorecem a fibroplasia, sintese e
maturacdo de colageno (CHITHRA; SAJITHLAL; CHANDRAKASAN, 1998), e
também, estimulam regeneracao do osso alveolar (RADHA; LAXMIPRIYA, 2015).

Assim, a A. vera tem sido estudada no curso do processo de cicatrizacao
alveolar, onde foi utilizada em quadros de alveolite seca (processo pos-cirargico
odontoldgico), sendo observado inducdo de formacdo de tecido de granulagédo
(MORALES, 1984).

Com isso, a babosa também esta relacionada ao uso conjunto com oxido de
zinco em casos de alveolite, assim como associado a préopolis em casos pos-
extracdes, sendo observado um melhor processo de cicatrizagdo, bem como
remodelacdo éssea na terceira semana poés-tratamento com o gel de babosa
(BERRIOS, 2004).

Outra caracteristica observada nesta planta é a capacidade anti-inflamatoria
do extrato do parénquima de reserva da A. vera, que esta associada a atividade
inibitéria das ciclooxigenases, e por consequéncia inibicdo da sintese de
prostaglandinas, um dos principais mediadores do processo inflamatério
(BAUTISTA-PEREZ; SEGURA-COBOS; VASQUEZ-CRUZ, 2004).

Portanto, o controle de qualidade e a padronizacao de fitoterapicos envolvem
varias etapas, entretanto, a fonte e a qualidade das matérias-primas tém um papel
central na obtencdo de produtos com constancia de composicdo e propriedades
terapéuticas reprodutiveis (EVANS, 1996). O aprimoramento e o investimento em
estudos de domesticacdo, producdo biotecnolégica e melhoramento genético de
plantas medicinais, ao invés do uso de plantas selvagens coletadas diretamente no
campo, deve levar a obtencdo de matérias-primas uniformes e de alta qualidade
(EVANS, 1996; CALIXTO, 2000).

Deste modo, nas plantas cultivadas in vitro é possivel a utilizacdo de agentes
fisicos e quimicos para promover alteracdes morfoloégicas e em sua composicao
quimica de forma mais eficiente do que em plantas oriundas do meio ambiente
(SERAFINE; BARROS; AZEVEDO, 2002).

E nessa perspectiva que a técnica de micropropagacdo tem sido utilizada
para multiplicar centenas de espécies de plantas medicinais, genotipos
selecionados, ou para substituir acessos que tenham adquirido caracteres

indesejaveis como baixa produtividade e susceptibilidade a doencgas. A multiplicagéo
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in vitro de plantas, a partir da cultura de gemas e meristemas, é basicamente uma
extensdo da propagacao vegetativa feita em muitas espécies (FIDELIS et al., 2000).

Com esta pesquisa buscou-se ajustar uma metodologia para cultivo in vitro de
A. vera e avaliar o perfil dos metabdlitos secundarios dentro da perspectiva
estabelecida, como também, propiciar o fornecimento de mudas uniformes para
futuros estudos farmacoldgicos e estabelecimento de farmécias vivas.

Em funcado dos aspectos abordados, esse trabalho estabeleceu como objetivo
geral avaliar o perfil dos metabdlitos secundarios em plantas de Aloe vera L.
cultivadas in vitro e através de método convencional de cultivo, com intuito de
promover maior producdo de compostos com propriedades farmacoldgicas nas
plantas cultivadas in vitro. Para isso, foram executados 0s seguintes objetivos
especificos: 1) avaliar o cultivo in vitro da babosa utilizando diferentes concentracdes
do regulador de crescimento BAP, e sua influéncia sobre as caracteristicas
morfofisiolégicas da babosa; 2) identificar o perfil dos metabolitos nas plantas
cultivas in vitro em comparagdo com as plantas oriundas do método convencional de
cultivo, avaliando as substancias com potenciais propriedades farmacoldgicas

utilizadas para controle da dor, inflamacéo e infeccdes.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS E FITOTERAPICOS

As plantas tém sido utilizadas com fins medicinais, para tratamento, cura e de
forma preventiva, sendo provavelmente, a forma mais antiga de pratica medicinal da
humanidade. No final do século XX, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
divulgou que 80% da populagdo dos paises em desenvolvimento dependiam das
plantas medicinais como Unica forma de acesso aos cuidados basicos de saude,
através de praticas tradicionais (AKERELE, 1993; BRASIL, 2007).

Portanto, apesar da evolucdo da industria farmacéutica a partir da segunda
metade do século XX, ainda existem obstaculos basicos para utilizacdo de farmacos
sintéticos pelas populacdes mais carentes, devido a problemas que vao desde o
acesso aos centros de atendimento hospitalares a obtencdo de exames e
medicamentos. Desta forma, devido a facil obtencéo e a tradi¢cdo do uso de plantas
medicinais, verifica-se uma ampla utilizacdo pelas populagbes dos paises em
desenvolvimento (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIAL, 2005).

Dentro do contexto abordado, é importante ressaltar que a OMS (2002) define
planta medicinal como todo e qualquer vegetal, cultivado ou ndo, que possui, em um
ou mais 6rgaos, substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que
sejam precursores de farmacos semissintéticos.

Porém, existe diferenca entre planta medicinal e fitoterapico, este ultimo
reside na manipulacdo da planta para uma formulacéo especifica. Esses compostos
sdo obtidos a partir de recursos renovaveis apresentando desenvolvimento mais
lento de resisténcia por conter varios agentes com diferentes mecanismos de acao,
degradam mais rapidamente, ndo provocam efeito em organismos nao alvos e
promovem baixa toxicidade em animais e seres humanos, como também baixa
contaminagdo ambiental e dos alimentos (BALANDRIN et al., 1985; BORGES;
ZOUSA; BARBOSA, 2011).

Com isso, a fitoterapia € representada pelo conhecimento da eficacia e dos
riscos do seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade,
sendo o produto final, acabado, embalado e rotulado. Contudo, na sua preparacéo
podem ser utilizados adjuvantes farmacéuticos permitidos na legislacéo vigente. Nao

podem estar incluidas substancias ativas de outras origens, ndo sendo considerado
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produto fitoterapico quaisquer substancias ativas, ainda que de origem vegetal,
isoladas ou mesmo suas misturas. Neste ultimo caso encontra-se o fitofarmaco, que
por definicdo “é a substancia ativa, isolada de matérias-primas vegetais ou mesmo,
mistura de substéncias ativas de origem vegetal” (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIAL,
2005).

No Brasil, cerca de 90% da populacédo fez uso de alguma planta medicinal
nos ultimos anos. Habito herdado dos povos indigenas, continuado com a
colonizacdo portuguesa através da importacdo de ervas e especiarias da India,
China e paises do Oriente. Nos Ultimos anos, este héabito tem aumentado,
principalmente pela creditagdo de ser um medicamento mais “saudavel’. Porém,
muitas plantas medicinais ainda nao apresentam um controle de qualidade
adequado, o que pode ocasionar seérios riscos de contaminacdo para seus
consumidores (SANTOS et al., 2013; ASSIS et al., 2015).

2.2 PRODUCAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Os metabolitos secundarios sdo compostos quimicos que cumprem
funcionalidades ndo essenciais as plantas, desde que néo interfiram no metabolismo
primario, porém permitem claras vantagens seletivas intervindo nas interacdes
ecoldgicas entre a planta e seu ambiente (MASSA, 2011).

Contudo, por muitos anos, o conhecimento sobre a maioria dos metabdlitos
secundarios era desconhecido. Em principio, eram considerados produtos finais de
processos metabdlicos, sem funcdo especifica, ou diretamente como residuos de
plantas. Em geral, ndo tiveram sua importancia reconhecida pelos bi6logos, entédo
historicamente receberam pouca atencao dos botanicos e muitas das funcdes ainda
sdo desconhecidas. O estudo dessas substancias foi iniciado por quimicos
organicos do século XIX e inicio do século XX, que estavam interessados nessas
substancias devido a sua importancia como farmacos, venenos, aromas, colas,
Oleos, ceras e outros materiais usados na industria (TAIZ; LINCOLN; GEIGER,
2006).

Assim, experimentos observaram que condigbes ambientais adversas como,
falta de nutrientes e déficit hidrico, podem restringir o crescimento das plantas e
reduzir a velocidade fotossintética. Em tais condicbes, os carboidratos nao

estruturais tendem a ser acumulados e podem explicar o0 aumento da sintese de
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substancias de defesa baseadas nas cadeias de carbono, pertencentes ao
metabolismo secundéario. A confirmacdo do balanco de carbono/nutrientes foi
encontrada em plantas que se desenvolvem em ambientes com baixa
disponibilidade de nutrientes ou agua, onde ocorre aumento da concentracdo de
taninos condensados, lignina, fendis totais elou glicosideos fendlicos
(GERSHENZON, 1984; BRYANT; TIITO, 1995).

Tais compostos que fazem parte do metabolismo secundério séo
classificados em diferentes tipos: fendis, terpendides, compostos nitrogenados ou
alcaloides (HARBORNE, 1988; JURADO et al. 2015). Dois grupos de compostos
secundarios amplamente distribuidos em plantas sao fenois e terpenos, e apenas
parte das espécies conhecidas contém metabolitos baseados em nitrogénios, tais
como alcaldides ou glucosinolatos (HARBORNE, 1997).

Os fendis sdo compostos quimicos com pelo menos um anel aromatico que
contém um ou mais grupos hidroxilo. Muitos destes compostos aparecem como
compostos derivados de reacdes de condensacéo e dependéncia, dando origem a
uma grande variedade de compostos quimicos em plantas (HARBORNE, 1980;
STRACK, 1997; JURADO et al., 2015). A importancia dos fendis € que eles
produzem suporte mecanico para a planta, contribuem para a coloracéo de flores e
frutas, protegem contra patdégenos e herbivoros e séo altamente eficazes na
protecdo de tecidos da radiacdo UV (STRACK, 1997).

Os terpendides sdo a familia mais extensa de compostos em plantas
(FELIPE; BICAS, 2017). Tais compostos sdo constituidos por duas ou mais
unidades de isopreno unidos (5 atomos de carbono). A nomenclatura do terpeno
reflete 0 nimero de unidades de isopreno presentes (BRAMLEY, 1997). Terpenos
participam em diferentes fungdes nas plantas, como hormoénio, em pigmentos
fotossintéticos e como componentes em membranas (MCGARVEY; CROTEAU,
1995). Como também, alguns terpenos atuam no sistema de defesa na planta, bem
como atraveés de insetos polinizadores e dispersores de sementes (HARBORNE,
1991; FELIPE; BICAS, 2017).

Contudo, a formacdo dos metabdlitos secundarios ocorre gragcas ao
metabolismo da glicose, no qual vai originar trés vias, a dos intermediarios
principais, a do acido chiquimico e a via do acetato (SANTOS, 2004). Nesse ciclo a
glicose € convertida em moléculas de acido piravico, que podera seguir por vias

diferentes. Na primeira ela pode seguir pela via do acido chiquimico, no qual irdo
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originar os metabdlitos secundarios aromaticos, como os alcaloides inddlicos, os
quinolinicos, os isoquinolinicos, as ligninas e lignanas, as cumarinas e os taninos. Ja
na via da acetil-coenzima A (acetil-coA) depois da oxidacdo do piruvato, podem
seguir trés caminhos diferentes: a via do acido citrico vai dar origem aos alcaloides
tropanicos, pirrolizidinicos piperidinicos e quinolizidinicos; a via do mevalonato vai
gerar os terpenodides e 0s esterdis; e a condensacao que vai formar os acidos graxos
(SILVA, 2008).

Portanto, independente da via metabdlica seguida fica evidente a importancia
gue os metabdlitos secundarios apresentam, haja visto que em estudos realizados
foi constatado seus efeitos no organismo. Além disso, foi observado que dentre os
grupos mais abundantes de metabdlitos estdo os compostos fendlicos e seus efeitos
biolégicos (sequestro de radicais livres, inibicdo da proliferacao celular, bem como
seu potencial como agente antibiético, antialérgico e anti-inflamatério) (CUNHA et
al., 2016).

2.3 MICROPROPAGACAO

A micropropagacdo é o cultivo de vegetais em ambiente artificialmente
controlado e em meio de cultivo adequado. Esta técnica tem como objetivo obter
grande quantidade de plantas geneticamente idénticas a planta mée, denominadas
clones (GARCILIA, 2015). Este método utiliza pequenas fragdes de tecido vivo,
denominados explantes, que sdo removidos de um organismo vegetal, passando
pelo processo de desinfestacdo e posteriormente cultivados por um periodo
indeterminado em um meio de cultura (TORRES et al., 2000).

Esta cultura de tecidos vegetais é extremante vantajosa do ponto de vista
ecoldgico, como também econdmico, pois, permite a preservacdo dos vegetais no
ambiente natural sem a necessidade de serem coletados, assim como corroboram
na utilizagéo de plantas com desenvolvimento celular mais uniforme, ratificando uma
producdo de metabdlitos em maiores quantidades e em menor espaco de tempo,
devido ao aumento da taxa de biossintese das plantas (FUMAGALI et al., 2008).

Diferentes tipos de explantes sao utilizados no cultivo in vitro, podendo ser
qualquer segmento de tecido ou Orgao vegetal, desde um fragmento de folha, da
raiz, caule ou a qualquer tecido que se adéeque a composi¢cdo do meio de cultura e
condi¢bes do ambiente de cultivo (JARDIM et al., 2010).
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Dentre as varias condi¢cdes que influenciam no cultivo in vitro, destaca-se o
meio nutritivo, as condicdes fisiolégicas dos explantes, o gendtipo de cada planta e
os fitoreguladores utilizados. Ressalta-se também que, a parte do vegetal a ser
utilizada é fundamental para a morfogénese, pois as células da planta respondem de
diferentes formas frente as diversas combinacées hormonais e de condi¢cdes de
cultivo (FLORES, 2006).

Sendo assim, um dos fatores determinantes para o0 sucesso da
micropropagacdo é a presenca nos meios de cultivo de substancias que favorecam
o crescimento e desenvolvimento dos tecidos vegetais. Para isso, SA0 necessarios
sais inorganicos, uma fonte de carbono, vitaminas, reguladores de crescimento
(fitohormonios), aminoacidos, agucares e outras substancias importantes para o
desenvolvimento in vitro das plantas (CAMPO; SANZ; HERNANDEZ, 2007).

Diversos meios de cultura séo utilizados para o cultivo in vitro de vegetais,
como: MS (Murashige e Skoog), WPM, LS (Linsmaier e Skoog), BN (Borgn e Nitsch),
B5 (Gamborg) e White, Miller e Oyima (RAMOS, 2012). Porém o meio MS é o mais
utilizado para cultivo de plantas medicinais (MURASHIGE; SKOOG, 1962; VICENTE;
ALMEIDA; CARVALHO, 2009).

Além do meio de cultura selecionado, a utilizacdo de reguladores de
crescimento vegetal sdo fatores determinantes no padrao de desenvolvimento das
plantas in vitro. Assim, na micropropagac¢ao, as citocinas e auxinas desempenham
papeis muito importantes. As citocinas sao utilizadas quando a intencéo for estimular
a formacdo de multiplas brotacdes, enquanto as auxinas sao utilizadas
principalmente, para induzir a formacdo de raizes, estudos de embriogénese
somatica e nos cultivos de células em suspensédo (PIERIK, 1990; EINSERT, 1991;
GEORGE, 1993).

A 6-benzilaminopurina (BAP) esta entre as citocininas mais empregas em
estudos de micropropagacao, pois atua na divisao celular, promovendo multiplicagcéo
de partes aéreas, inducdo na formacédo de gemas, atraso no envelhecimento foliar e
indug&o no surgimento de novos brotos. Esse regulador de crescimento de origem
sintética, dentre todas citocinas, possui o0 menor custo financeiro, por isso € bastante
utilizado em trabalhos de multiplicagédo vegetal in vitro (RAVEN, 2001; VICENTE;
ALMEIDA; CARVALHO, 2009; LUDTKE, 2013).
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A biotecnologia tem utilizado a micropropagacdo como uma técnica de cultura
de tecidos vegetais alternativa para propagacdo de espécimes de interesse
comercial, entre as quais as plantas medicinais com valor farmacoldgico
reconhecido. Apesar dos custos elevados da técnica, a crescente demanda por
plantas indexadas, livres de virus, com elevada qualidade fisioldgica e fitossanitaria,
assim como sintese de metabdlitos secundarios potencializada, viabilizam a
utilizacéo desta técnica (LIMA et al. 2007).

Desta forma, esse método de propagacdo pode ser aplicado na producgéo de
metabolitos secundarios que tenham relevancia terapéutica, haja vista a
possibilidade de avaliar a qualidade fitossanitaria e a qualidade do explante
produzido e que, por algum impedimento ndo sdo sintetizados pela planta na
natureza (PEREIRA, 2009). Além disso, € possivel disponibilizar plantas saudaveis e
livres de contaminacdes (CABRAL et al., 2003).

Em funcdo dos aspectos mencionados, a micropropagacdo se mostra de
extrema viabilidade para industria farmacéutica, permitindo a multiplicacdo de
plantas com valor farmacoldgico reconhecido, além da obtencdo de espécies
competitivas e adaptadas a diversos métodos de cultivo, escolha de novas espécies
gue servirdo como fonte de compostos biologicamente ativos, aperfeicoamento na
producao de fitofarmacos. Além do mais, proporciona maior producédo de biomassa e
manutengao de exemplares de interesse econémico (MORAIS et al., 2012).

E quando analisou-se a viabilidade econémica de producdo dos exemplares
da planta, em estudo realizado por Bach e Lopes (2007), na NATURAMA (Industria
e Comercio e Produtos Agropecudrios LTDA), pesquisando-se 0s custos de
producdo de um dos derivados do extrato da Aloe vera por hectare de plantacédo da
Babosa, constatando uma lucratividade de 20% anual, 0 que mostra ser um produto

agricola viavel para producao rural.

2.4 COMPOSICAO QUIMICA DA Aloe vera L.

Uma diversidade de compostos pode ser isolado tanto do parénquima central
das folhas da A. vera como do exsudado resultante das células adjacentes aos
feixes vasculares. A folha da planta € dividida em trés partes principais, o latex, a
casca e o gel mucilaginoso, onde podemos encontrar substancias de interesse

7

farmacolégico. O exsudado das folhas é composto por derivados de 1,8-



21

dihidroxiantraquinonas (antraquinona), um dos compostos fenélicos (ARO, 2012), e
seus glicosideos que sao usados principalmente por seus efeitos catarticos. Os
principais compostos fendlicos encontrados sdo 0s grupamentos cromonas e
antraquinonas (barbaloina e isobarbaloina) (LACERDA, 2016).

O extrato proveniente de folhas apresenta concentracfes de esteroide e
triterpenos, acido elagico, epigalocatequina, catequina, acido galico, naringina,
miricetina, quercitina, kaempferol, assim como alcaloides. Esses compostos podem
ser encontrados em qualquer parte da planta, mas havera concentracdes
preferenciais em um ou mais 6rgdos da planta. Apesar da existéncia de controle
genético, diversos fatores como manejo e clima, podem interferir na quantidade dos
metabdlitos secundarios o que pode gerar diferencas nas acdes farmacoldgicas das
espécies vegetais (LACERDA, 2016).

A polpa do parénquima €é composta por antraquinonas, carboidratos
(polissacarideos), cromonas, enzimas (carboxipeptidases, glutationa peroxidase,
superoxido dismutase), compostos inorganicos, compostos organicos, lipideos,
aminoacidos (arginina, asparagina, acido glutdmico, acido aspartico e serina),
sacarideos, proteinas e vitaminas (LIMA et al., 2012), assim como, vitaminas A, C,
E, do complexo B, saponinas, ligninas, acido salicilico, esteroides precursores de
prostaglandinas (acido gama linolénico ou GLA), fitoesterdis e oligoelementos tipo
calcio, fosforo, manganés, potassio, magnésio e zinco. Os compostos ativos
majoritarios até entdo identificados no parénquima de reserva sdo 0s
polissacarideos glucomannan e acemannan (HAMMAN, 2008; SHARRIF;
SANDEEP, 2011).

A composicao da A. vera pode néo surtir o efeito esperado em situacdes que
0os componentes farmacol6gicos estejam separados, pois este efeito se da pelo
sinergismo dos diferentes compostos presentes (LACERDA, 2016). O que é
corroborado por Oliveira (2007) quando afirma que o poder fitoterapico da planta
ocorre devido a sua complexa composi¢cdo dos constituintes quimicos de natureza
fendlica e aos polissacarideos presentes na polpa.

De acordo com a literatura, existem cerca de 75 fitocompostos como
representantes principais dos componentes bioativos ja identificados na planta
babosa (SHARRIF; SANDEEP, 2011; AHP, 2012; CHINCHILLA et al., 2013; PAL et
al., 2013).
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A proporcao entre manose e glicose presente na babosa € de 1:1,3 sendo a
glicose na forma livre (glucomannan) e manose na forma polimerizada (acemanana
ou acemannan ou carrysina®) (AHP, 2012). No gel do parénquima, pode ser
encontrado a manose (83,7% — 92,1%) como principal componente de um
polissacarideo de armazenamento conhecido como acemannan (ACM). Além de ser
0 mais importante constituinte bioativo da A. vera, representa a maior fracdo da
porcdo de carboidrato do gel extraido do parénquima de reserva. O acemannan
apresenta duas caracteristicas: 1?) S&o, na sua maioria, compostos por um
“‘esqueleto” estrutural de residuos polimerizados de manose com um pequeno
percentual de glicose conectado por ligacdes glicosidicas do tipo B-(1,4); 2%) Sao
residuos polimerizados de manose acetilados na segunda (O-2), terceira (O-3) ou
sexta (O-6) posicao dos atomos de oxigénio, com uma taxa média de acetilacdo de *
0,78 por residuo de manose (FEMENIA et al., 1999; AHP, 2012).

Outros polissacaridios encontrados nesse gel, porém em menores
concentracdes, sdo os derivados da glicose (glucomanana) em teor equivalente a
3,2% - 3,9%, da galactose (galactomanana) igual a 3,8% - 3,9% e da arabinose
(arabinana) com valores de 0,9% a 3,6% (AHP, 2012).

Diversos polissacarideos também podem ser encontrados, representados por
carboidratos acetilados do acido malico, denominados veracil glucans A (296 Da), B
(458 Da, pH 3,8) e C (1570 Da, pH 4,7) que tem sido investigados em relacdo a suas
propriedades imunomoduladoras (ESUA; RAUWALD, 2006; KUSTER et al., 2015).

A aloerida (PM 4000 — 7000 KDa) é um outro polissacarideo encontrado em
pequenas porcoes (0,015% p/p) no extrato mucilaginoso da babosa. Esse
polissacarideo possui fracdes glicosidicas contendo glicose (37,2%), galactose
(23,9%), manose (19,5%) e arabinose (10,3%). Tal composto induziu a expressao
de mMRNA codificador de IL-18 e TNF—a a niveis semelhantes aos observados em
células maximamente ativadas por LPS; assim como, demonstrou indugdo em
células monociticas humanas do tipo THP-1 (QIU et al., 2000; PUGH et al., 2001).

2.5 PROPRIEDADES MEDICINAIS DA Aloe vera L.
A A. vera se divide basicamente em duas partes, uma mais externa,

composta pelos feixes vasculares, e outra mais interna, o parénquima, contendo o

gel mucilaginoso incolor de aloe (HAMMAN, 2008). Esse gel com aparéncia viscosa
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e incolor constitui-se principalmente por agua e polissacarideos, além de 70 outros
componentes, tais como, vitamina A, B, C e E, calcio, potassio, magnésio e zinco,
diversos aminoécidos, enzimas e carboidratos (TESKE; TRENTINI, 1997; FEMENIA
et al., 1999; CARVALHO, 2005; SURJUSHE et al., 2008).

Devido a estas caracteristicas supracitadas, esta planta tem sido utilizada na
medicina tradicional como anti-inflamatorio, cicatrizante, em colite ulcerosa, como
anti helmintico, no tratamento de hemorroidas e como estimulante uterino
(HOSSAIN et al.,, 2013) como também, em queimaduras, pequenas feridas,
eczemas, psoriase e irritacdes na pele (CUNHA; ROQUE, 2011).

Assim, em experimentos que relacionam o metabolismo primario da A. vera,
0s polissacarideos presentes no parénquima, merecem atencao especial, pois estes
respondem por mais de 60% do remanescente solido, sendo a acemanana o0
polissacarideo encontrado em maior quantidade (FEMENIA et al., 1999).

Nesse sentido, a presenca do polissacarideo “acemanana” no gel de babosa
foi pesquisada em estudos in vitro, verificou-se a estimulacdo de macréfagos, bem
como a combinacdo da acemanana com interferon, potencializando seus efeitos de
forma sinérgica. Em outro experimento a acemanana promoveu aumento
significativo na proliferacdo dos fibroblastos, estimulou secrecdo de fator de
crescimento queratindcito, fator de crescimento vascular endotelial, assim como de
colageno tipo |. Por conseguinte, essas substancias atuam no processo de
cicatrizacdo de tecidos (epitelial e 6sseo) de forma importante
(JETTANACHEAWCHANKIT et al., 2009).

Com nome comercial de Carrysin, Acemanana Hidrogel, a acemanana foi
aprovada pelo FDA (U. S Food and Drug Administration) como produto farmacéutico
com aplicacdo em feridas desde a década de 90 e, além disso, vem sendo utilizada
no tratamento de osteite alveolar (TALMADGE et al., 2004).

Assim, em estudo realizado por Vadillo (2009) foi descrito o comparativo da
resposta tecidual em alvéolos pdés-extracbes preenchidos com babosa, onde foi
avaliado a resposta celular inflamatdria, contagem de fibroblastos e organizacao de
colageno por leitura histolégica aos 1, 7, 21 e 28 dias, concluindo que houve uma
resposta tecidual favorecida pelo aumento do tecido ostedide, além de fibroblastos e
fibras colagenas no 28 dia.

Ademais, em experimentos, in vivo, a acemanana promoveu aceleracdo na

cicatrizacdo de feridas orais, na formacdo de dentina reparadora e na reparagao
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ossea (JITTAPIROMSAK et al., 2010). Corroborando com essa vertente, o estudo
realizado por BOONYAGUL et al. (2012) utilizando acemanana comprovou que a
utilizacdo do polissacarideo aumenta significativamente a atividade da fosfatase
alcalina, expressdo das proteinas 6sseas morfogenéticas (BMP-2) e mineralizacao
ossea.

Segundo a literatura recente, a acemanana estimula a regeneracdo do 0Sso
alveolar, cemento e ligamento periodontal em defeito Osseo maxilares e
mandibulares, aumentando a proliferagéo celular, elevendo a producéo do fator V de
crescimento e diferenciacdo, colageno tipo | e atividade da fosfatase alcalina
(RADHA; LAXMIPRIYA, 2015).

Além disso, a acemanana também esta envolvida na expressao de proteinas
ndo colagenosas (sialoproteinas 6sseas, osteonectina, osteocalcina e osteopontina),
componentes da matrix extracelular. Desta maneira, regularizando a diferenciacao
dos osteoblastos e a sintese de matriz extracelular favorecendo a regeneragao
0ssea (CHANTARAWARATIT; SANGVANICH; THUNYAKITPISAL, 2013).

Acresce que, a acemanana também é utilizada em processos de reparagcao
0ssea no intuito de aumentar a proliferacdo de células estromais da medula 6ssea,
promover aumento de fatores de crescimento endotelial vascular, como também de
proteinas morfogeneticas, e a atividade da fosfatese alcalina, o que favorece a
diferenciacao de osteoblastos (BOONYAGUL et al., 2012).

Portanto, em estudos in vivo, a acemanana também est4 envolvida na
expressdo de proteinas como: sialoproteina éssea (proteina ligante de calcio),
osteonectina (proteina ligante de calcio), osteocalcina (proteina envolvida na
mineralizacdo) e osteopontina (proteina de adesdo celular), e desta maneira
regulariza a diferenciacdo dos osteoblastos e a sintese de matriz extracelular o que
favorece a regeneracdo O6ssea (CHANTARAWARATIT; SANGVANICH,;
THUNYAKITPISAL, 2013).

Outros monossacarideos presente no gel da babosa, e pouco discutidos séo,
a manose, que acelerou o processo de cicatrizagdo em estudo realizado em
camundongos (DAVIS et al., 1994), e a alantoina, que favorece a angiogénese,
processo que ocorre durante a fase reparativa sendo indispensavel para a formacgéo
de calo 6sseo (BONE; MILLS, 2013).

Em estudos realizados in vitro, foram isoladas proteinas e glicoproteinas do

gel da babosa, sendo observada atividade anti-inflamatéria ao reduzirem de forma
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significante as enzimas COX-2 e lipoxigenase, de maneira comparavel a anti-
inflamatorios ndo esteroides como diclofenaco e nimesulida. Em testes in vivo foi
observado aceleracdo do processo cicatricial bem como aumento da proliferagao
celular (CHOI et al., 2001).

Outras substancias extraidas do gel da A. vera e testadas in vitro foram a
aloina e a aloe-emodina, tendo os seus efeitos anti-inflamatérios comparaveis a
quercetina e a campeferol (PARK et al., 2015). Essas duas substancias anti-
inflamatdrias sdo produtos naturais ingeridos ou extraidos em diversos alimentos,

possuindo também diversas propriedades farmacoldgicas.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Biotecnologia Aplicada
a Saude da Faculdade Maria Milza (FAMAM), localizada as margens da BR — 101,
distando 4,5 Km do municipio de Governador Mangabeira - BA e 11,6 Km do
municipio de Cruz das Almas — BA. As plantas matrizes de Aloe vera utilizadas nos
experimentos foram coletadas em uma residéncia localizada no municipio de
Muritiba — BA (Figura 1).

A avaliacdo dos compostos volateis produzidos pelas plantas oriundas do
cultivo in vitro e através de método convencional de cultivo ocorreu no Laboratorio
de Ecologia Quimica do Centro Tecnolégico Agropecuario do Estado da Bahia -
CETAB em Salvador — BA.

Figura 1 — Plantas de Aloe vera cultivadas sob condi¢cdes de campo: A) local de
coleta e B) plantas matrizes utilizadas nos experimentos |, Il e lIl.

O TIN5

Fonte: arquivo préprio (2018)

3.1 CULTIVO IN VITRO DA Aloe vera

Para estabelecimento das plantas in vitro foram utilizadas gemas axilares,
oriundas de plantas de babosa cultivadas sob condicbes de campo. As plantas
matrizes selecionadas foram coletadas em dezembro 2018 e agosto de 2019, no
mesmo local de coleta, pois o periodo do ano que a planta é coletada esta entre os
fatores de maior importancia na composicdo dos compostos secundarios, uma vez
gue a quantidade e a natureza dos constituintes ativos ndo € constante durante o
ano (NETO; LOPES, 2007) .
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AplOs a coleta, as plantas foram levadas para o Laboratério, onde foram
lavadas em agua corrente e realizada a retirada das gemas axilares (Figuras 2A e
2B). Em camara de fluxo laminar, as gemas foram desinfestadas em &lcool etilico
70% durante 3 minutos e em hipoclorito de sédio na concentracao de 1,25% durante
20 minutos. Posteriormente, os explantes foram lavados trés vezes com agua
destilada autoclavada. ApoOs a desinfestacdo, as gemas foram inoculadas em tubos
de ensaio contendo o meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962),
suplementado com 0,2 mg L de ANA, 3,0 mg L* de BAP, 30 g L de sacarose, 1 g
Lt de carvéo ativado e solidificado com 7 g L de agar (Figura 2C). O pH do meio de
cultura foi ajustado em 5,8 antes da autoclavagem. Os explantes foram cultivados in
vitro sob condicfes controladas de temperatura (25° + 1°C), fotoperiodo (16 horas) e
intensidade luminosa (30 ymol m? s?) durante 30 dias (Figura 2D), conforme a
metodologia descrita por CIANO (2018).

Figura 2 — Explantes de Aloe vera utilizados no estabelecimento in vitro: A) gemas
axilares presentes na planta matriz; B) gemas axilares submetidas ao processo de
desinfestacdo; C) gemas inoculadas em tubos de ensaio contendo meio nutritivo; D)
cultivo in vitro sob condicdes controladas.

Fonte: arquivo proprio (2018)
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As brotacdes das gemas axilares foram cultivadas por mais dois subcultivos
com intervalos de 30 dias cada, em frascos de vidro contendo 20 mL do meio de
cultura com a mesma composicdo descrita anteriormente, sem adicdo de
reguladores, sendo inoculados em cada frasco trés explantes (Figura 3). Nessa
etapa nao foi adicionada a auxina ANA e a citocinina BAP no meio nutritivo, visando
inibir o efeito residual desses reguladores nas plantas, para avaliar o efeito do BAP
no cultivo in vitro e na producdo de metabolitos secundéarios pelas plantas de
babosa.

A escolha pelo BAP se deu em fungéo da sua ampla utilizacdo em estudos de
propagacéao in vitro, devido a sua atuacdo na divisdo celular, indugdo na formacéao
de gemas, inducdo no surgimento de novos brotos e, além disso, entre as
citocininas, possui o0 menor custo financeiro (RAVEN, 2001; VICENTE; ALMEIDA,
CARVALHO, 2009; LUDTKE, 2013).

Figura 3 — Subcultivo das brotagcbes de Aloe vera oriundas da fase de
estabelecimento in vitro: A) brotacBes das gemas axilares; B) subcultivadas; C)
inoculadas em frascos de vidro contendo meio nutritivo e cultivadas por 30 dias sob
condicBes controladas.

Fonte: arquivo proprio 2018

Esta pesquisa foi repetida em duas fases de experimentacdo, envolvendo
explantes oriundos de duas épocas distintas de coleta, visando identificar se esse
fator interferia no desenvolvimento das plantas in vitro, assim como na producao de
metabolitos pelas mesmas, como ocorre nas plantas cultivadas sob condi¢cdes de

campo.
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3.1.1 Experimento |: planta matriz coletada em dezembro de 2018

Neste experimento, brotos oriundos das matrizes coletadas em dezembro de
2018 e decorrentes do estabelecimento e realizacdo de dois subcultivos, com
aproximadamente 1,5 cm de tamanho (Figura 4A) foram inoculados em frascos de
vidro contendo 20 mL do meio de cultura MS, suplementado com 0,2 mg L de ANA,
BAP nas concentracées de 0,0; 1,0; 2,0 e 3,0 mg L, 30 g L*de sacarose, 1 g L de
carvdo ativado e solidificado com 7 g L* de &gar, com pH ajustado em 5,8 . Os
explantes foram cultivados in vitro sob condi¢ces controladas de temperatura (25°
1°C), fotoperiodo (16 horas) e intensidade luminosa (30 pmol m?2 s1) durante 30 dias
(Figura 4B), semelhante a etapa de estabelecimento.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com 4
tratamentos, representados por distintas concentracfes de BAP. Foram utilizadas 5
repeticbes por tratamento, sendo a unidade experimental representada por um
frasco contendo trés explantes com aproximadamente 1,5 cm de tamanho. Apés 30
dias de -cultivo, as plantas foram avaliadas quanto a suas caracteristicas

morfofisioldgicas e perfil de compostos volateis produzidos.

Figura 4 - BrotacGes de Aloe vera cultivadas in vitro em distintas concentracfes de
BAP: A) brotos das matrizes coletadas em dezembro de 2018 com
aproximadamente 1,5 cm de tamanho; B) inoculados em frascos de vidro contendo
meio de cultura com distintas concentragées de BAP (0,0; 1,0; 2,0 e 3,0 mg L),
cultivadas durante 30 dias sob condi¢des controladas.

Fonte: arquivo proprio (2019)
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3.1.2 Experimento Il e lll: plantas coletadas em agosto de 2019

No segundo e terceiro experimentos, brotos provenientes das plantas
matrizes coletadas em agosto de 2019 e oriundos da fase de estabelecimento apés
realizacdo de dois subcultivos em meio de cultivo sem adicdo de fitorregulador,
foram inoculados em frascos de vidro contendo 20 mL do meio de cultura MS,
suplementado com 0,2 mg Lt de ANA, BAP nas concentragdes de 0,0; 1,0; 2,0 e 3,0
mg L, 30 g L"* de sacarose, 1 g L de carvéo ativado e solidificado com 7 g L de
agar, com pH ajustado em 5,8 .

Em relacdo ao primeiro experimento, estes foram repetidos em dois
ambientes de cultivo com variacdo de temperatura e intensidade luminosa, como
experimentos independentes:

a) Experimento Il: sala de crescimento com temperatura de 25°+1°C, fotoperiodo de
16 horas e intensidade luminosa de 30 ymol m? st (Figura 5);

b) Experimento Ill: BOD (Biochemical Oxygen Demand) ou DBO (Demanda
Bioquimica de Oxigénio) com temperatura de 30° + 1°C, fotoperiodo de 16 horas e
intensidade luminosa de 40 pymol m=2 s (Figura 6).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com 4
tratamentos, representados por distintas concentracées de BAP (0,0; 1,0; 2,0 e 3,0
mg L1). Foram utilizadas 4 repeticdes por tratamento, sendo a unidade experimental
representada por um frasco contendo trés explantes com aproximadamente 1,5 cm
de tamanho. Apds 30 dias de cultivo, as plantas foram avaliadas quanto a suas
caracteristicas morfofisiologicas e perfil de compostos volateis produzidos.

Figura 5 — BrotagOes de Aloe vera oriundas das matrizes coletadas em agosto de
2019 cultivadas in vitro em distintas concentracées de BAP (0,0; 1,0; 2,0 e 3,0 mg L°
1) e ambiente de cultivo com temperatura de 25° + 1°C, fotoperiodo de 16 horas e
intensidade luminosa de 30 pmol m=2 s

Fonte: arquivo proprio (2019)
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Figura 6 — Brotacbes de Aloe vera oriundas das matrizes coletadas em agosto de
2019 cultivadas in vitro em distintas concentracfes de BAP (0,0; 1,0; 2,0 e 3,0 mg L°
1), em estufa BOD com temperatura 30° + 1°C, fotoperiodo de 16 horas e
intensidade luminosa de 40 pymol m=2 s1).
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Fonte: arquivo préprio (2019)

3.2 AVALIACAO MORFOFISIOLOGICA DAS PLANTAS DE Aloe vera
CULTIVADAS IN VITRO

Completados 30 dias de cultivo in vitro dos brotos utilizados nos
experimentos, foram avaliadas as seguintes caracteristicas nas plantas oriundas dos
diferentes tratamentos: altura de planta (AP), em cm, medida com auxilio de uma
régua graduada e considerando-se da base do explante até a extremidade apical;
namero de brotos (NB); numero de folhas verdes (NFV); presenca de folhas
senescentes (PFS) e presenca de enraizamento (PR), visando identificar a
concentracdo de BAP e a temperatura do ambiente de cultivo favoraveis ao cultivo in
vitro de plantas de A. vera. Em seguida, foi comparado o resultado desta pesquisa
com o valor da dose de BAP sugerida por CIANO (2018) em estudo sobre

multiplicacéo in vitro de babosa.
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3.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados resultantes da avaliagdo morfofisiolégica foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) e as médias dos tratamentos comparadas pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade. Para as concentracées de BAP ndo foi possivel o

ajuste de modelos de regressdo polinomial significativos e com alto R2. A variavel
NB foi transformada para /x + 0,5, visando o atendimento das pressuposi¢oes da

ANAVA. As analises foram realizadas com auxilio do programa estatistico R (R
CORE TEAM, 2018) utilizando o pacote ExpDes.pt: (FERREIRA; CAVALCANTI;
NOGUEIRA, 2018).

3.4 AVALIACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DE PLANTAS DE Aloe vera L.
CULTIVADAS IN VITRO E ATRAVES DE METODO CONVENCIONAL DE
CULTIVO

Através da técnica de microextracdo em fase solida no modo headspace (HS-
SPME) os compostos organicos volateis foram extraidos em condicbes de
temperatura de 80 °C, 30 min de extracao utilizando fibra do tipo CAR/PDMS/DVB a
partir de 0,2 g de folha das plantas selecionadas (Figura 7), tanto nas plantas
cultivadas in vitro, como também dos espécimes cultivados pelo método

convencional de cultivo.
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Figura 7 — Técnica de microextracdo em fase solida (HS-SPME) dos compostos
organicos volateis das plantas cultivadas in vitro e in vivo: A) explante a ser
macerado com bastdo de vidro; B) folha macerada e armazenada em recipiente
lacrado; C) equipamento extrator em fase sélida (headspace); D) microextracdo em
fase solida com fibra CAR/PDMS/DVB.

Fonte: arquivo préprio (2019)

As plantas oriundas do cultivo convencional foram coletadas nas mesmas
épocas e no mesmo local das plantas que foram utilizadas para o experimento do
cultivo in vitro, mantendo o padrdo genético em ambos 0s ensaios.

A fibra foi introduzida no injetor de um cromatdgrafo a gas acoplado a um
espectrometro de massas (GC-MS, Modelo QP2010 Plus, Shimadzu). Com isso, as

separacbes dos compostos organicos volateis (COV’s) foram realizadas em uma
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coluna DB-1MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). As inje¢des foram realizadas no modo
splitless, gas arraste hélio com fluxo de 0,7 mL/min e velocidade linear constante de
30,2 cm/s, temperatura do injetor e temperatura da linha de transferéncia de 260 °C.
Com programacéo do forno: temperatura inicial 40°C, rampa de aquecimento de 0,5
°C/min até 45 °C; 2,50 °C/min até 80 °C, em seguida 5 °C/min até 120 °C; 10 °C/min
até 200 °C e, por fim, 20 °C/min até 280 °C, permanecendo por 2 min. Tempo total
de corrida foi de 46,0 min (Figura 8).

A identificacdo dos compostos volateis ocorreu por meio de espectrometria de
massas, como também por um indice que expde o comportamento de retencdo dos
compostos comparados ao de uma mistura de alcanos, indice este chamado de
Kovats (COV’s).

Figura 8 — Separacdo dos compostos volateis das plantas cultivadas in vitro e in
vivo: A) cromatégrafo a gas acoplado a um espectrometro de massas (GC-MS,
Modelo QP2010 Plus, Shimadzu); B) separacdo dos COV'’s realizadas em coluna

DB-1MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm); C e D) programacao do forno; E) tempo total
de corrida de 46,0 min.
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Fonte: arquivo préprio (2019)
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3.5 ACLIMATIZACAO DAS PLANTAS DE Aloe vera

As plantas de babosa oriundas do cultivo in vitro em diferentes concentragdes de
BAP e que nao foram utilizadas na etapa de analise quimica, foram aclimatizadas.
Para isso, foram retiradas dos recipientes de cultivo in vitro, em seguida as raizes
foram lavadas com &gua para remover o0 excesso do meio de cultura.
Posteriormente, as plantas foram acondicionadas em garrafas plasticas
transparentes PET, de dois litros, com furos em sua base para drenar o excesso de
agua. Essas garrafas foram cortadas no ponto médio de sua altura, facilitando
adicdo de substrato (terra vegetal autoclavada) e transplante da muda, sendo
fechadas posteriormente por sobreposicdo das metades cortadas (ALMEIDA et al.,
2020).

As mudas foram expostas gradativamente ao meio externo retirando-se a tampa
da garrafa por 10 minutos no primeiro dia, 20 min no segundo dia e assim
sucessivamente, elevando-se o tempo de exposicdo em 10 min a cada dia, sendo
mantidas em local sem incidéncia direta de luz solar, e com intuito de manter a
umidade relativa do ar elevada as mudas eram irrigadas com auxilio de borrifador
(VICENTE; ALMEIDA; CARVALHO, 2009; ALMEIDA et al.,, 2020). Quando as
plantas estavam bem desenvolvidas, o recipiente foi aberto e as mesmas ficaram
expostas permanentemente ao meio ambiente, ou seja, quando as mudas se
apresentavam adaptadas ao meio externo. Dessa maneira, as plantas foram
expostas ao meio ambiente de forma progressiva com objetivo de reducdo do
estresse sobre essas plantas (Figura 9). Apdés 30 dias de aclimatizacdo a

porcentagem de sobrevivéncia das mudas foi avaliada.
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Figura 9 — Processo de aclimatizacdo das mudas de A. vera provenientes do cultivo
in vitro: A) plantas acondicionadas em garrafas plasticas transparentes PET
contendo terra vegetal autoclavada; B) retirada da tampa das garrafas por intervalos
crescentes de tempo; C) remocdo da parte superior das garrafas; D) ap06s o
desenvolvimento das plantas.

Fonte: arquivo préprio (2019)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EXPERIMENTO I: PLANTA MATRIZ COLETADA EM DEZEMBRO DE 2018

4.1.1 Anélise morfofisiolégica das plantas de A. vera cultivadas in vitro em
diferentes concentragbes de BAP

A partir da analise de variancia descrita na Tabela 1, € possivel observar que
a adicdo de BAP no cultivo in vitro das plantas de babosa provenientes da coleta em
dezembro de 2018 promoveu uma resposta significativa apenas na caracteristica
namero de brotos (NB), enquanto que para as variaveis altura das plantas (AP) e
namero de folhas verdes (NFV) as concentracdes de BAP ndo apresentaram
diferengas significativas, evidenciando a atividade das citocininas no estimulo de
formacao de brotacdes. Ainda em relagcdo a Tabela 1, foi possivel observar uma
altura média das plantas de 3,51 cm, média de numero de brotos de 0,80, e uma
média de niumero de folhas verdes de 2,55.

Ao analisar o coeficiente de variancia, este apresentou resultados de 14,56%
a 31,41%, para as variaveis numero de folhas verdes (NFV) e numero de brotos
(NB), respectivamente (Tabela 1), mostrando similaridade com pesquisa realizada
por Pasa et al. (2012), com amoreira-preta, que relataram CV de 15,90%
relacionado ao numero de folhas verdes com utilizacdo do fitorregulador BAP,
demonstrando a influéncia desse hormonio sobre as caracteristicas supracitadas,
inibindo o desenvolvimento da altura de planta e estimulando formacdo de
brotacdes.
Tabela 1. Resumo da andlise de variancia para altura de planta (AP), em cm,
namero de brotos (NB) e niumero de folhas verdes (NFV) de plantas de A. vera

cultivadas in vitro em meio de cultura MS contendo 0,2 mg Lt de ANA e diferentes
concentracdes de BAP durante 30 dias.

QM
FV GL AP NB NFV
BAP 3 0,89" 0,44* 0,19"
Erro 16 0,41 0,11 0,14
CV (%) 18,32 31,41 14,56
Média Geral 3,51 0,80 2,55

* significativo a 5% de probabilidade pelo teste F. "™ n&o significativo a 5% de
probabilidade.
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Apesar de ndo existir influéncia entre as concentracdes de BAP para AP e
NFV, ao avaliarmos os valores médios do NB é possivel observar que ocorreu maior
brotacdo utilizando 1 mg Lt de BAP no meio nutritivo, com resultado inferior com a
utilizacdo de 3 mg L dessa citocinina (Tabela 2). Assim, existe concordancia com
os estudos de Vicente, Almeida e Carvalho (2009) utilizando a planta medicinal
alumd quando avaliaram o cultivo in vitro de plantas medicinais em diferentes

concentracoes de BAP.

Tabela 2. Valores médios de altura de planta (AP), em cm, nimero de brotos (NB) e
namero de folhas verdes (NFV) de plantas de A. vera cultivadas in vitro em meio de
cultura MS contendo 0,2 mg L* de ANA e diferentes concentragdes de BAP durante
30 dias.

Concentracdes de BAP (mg L?) AP NB NFV
0 4,11 a 0,60 ab 2,27 a
1 3,20 a 1,73 a 2,60 a
2 3,24 a 0,53 ab 2,53 a
3 3,49 a 0,33 b 2,73 a

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste Tukey a 5% de probabilidade.

Estudo realizado por Danial et al. (2019) em plantas de Aloe vera utilizando os
fitorreguladores BAP e ANA, relata que a AP € suprimida com a elevacao nas
concentracbes desses reguladores de crescimento, com maior expressao desta
caracteristica morfofisiol6gica sem adicdo de BAP, assim como nesse experimento,
porém sem diferencas estatisticas significativas. Por outro lado, para o NFV esses
autores mencionam uma variagdo de 3,17 a 7,17, com maior expressdo na
concentragdo de 1,0 mg L' de BAP, enquanto nessa pesquisa foi observado
variacdo de 2,27 a 2,73, com maior expressdo na concentra¢do de 3,0 mg L de
BAP, essa diferenca pode ser atribuida ao padréo genético distinto entre as plantas
matrizes utilizadas nos estudos.

Para NB esta pesquisa apresenta diferenca significativa a desenvolvida por
Danial et al. (2019), pois houve uma variagéo de 1,16 a 4,50 numero de brotos, com
maior valor observado na concentracdo de 3,0 mg L' de BAP, enquanto neste

estudo ocorreu 0,33 a 1,73 brotos por planta com maior nimero de brotos na
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concentracdo de 1,0 mg L' de BAP. Contudo, ao observar estudo realizado por
Camargo, Meneguzzi e Rufato (2020) em morangueiros a expressdo de NB foi
significativa em meio de cultura MS com 1,0 mg L BAP, favorecendo maior nimero
de brotacdes, o que justifica a utilizacdo das citocininas em micropropagacao, com
finalidade de quebra de dorméncia apical, potencializando um dos objetivos da
propagacao in vitro.

A porcentagem de folhas senescentes (PFS) apresentada pelas plantas foi
baixa, independente da concentracdo de BAP utilizada (Tabela 3). Em estudo
realizado por Ciano (2018) com o cultivo in vitro da babosa em diferentes
concentracbes de BAP, os resultados observados sdo semelhantes aos desta
pesquisa, com poucas folhas senescentes nas plantas em todos os tratamentos, que
também apresentaram PFS maior no tratamento sem a adi¢édo de BAP.

No que se refere a porcentagem de enraizamento (PR), os valores séo
bastante satisfatérios, com PR acima de 99% em todas as concentracfes de BAP
utilizadas (Tabela 3). Em concordancia com o experimento realizado por Molsaghi,
Moieni e Kahrizi (2014), quando utilizaram matrizes de Aloe vera em meio de cultura
enriquecido com BAP e observaram taxas elevadas de enraizamento (préximas a
100%).

Tabela 3. Porcentagem de folhas senescentes (PFS) e de enraizamento (PR) de
plantas de A. vera cultivadas in vitro em meio de cultura MS contendo 0,2 mg L de
ANA e diferentes concentracdes de BAP durante 30 dias.

Concentracdes de BAP (mg L) Folhas senescentes (%) Enraizamento (%)

0 6,66* 99,87
1 0,00 100,00
2 0,00 99,93
3 0,00 99,87

* As plantas apresentaram uma folha senescente.
4.1.2 Analise quimica das plantas de A. vera cultivadas in vitro e in vivo
Na Tabela 4 € possivel observar que foram identificados 17 compostos

organicos volateis, onde 13 destes COV’s apresentaram maior percentual nas

plantas cultivadas in vitro, quando comparadas com a matriz in vivo. Contudo, ao se



40

comparar as plantas cultivadas em meio sem regulador de crescimento BAP e com a
adicdo deste regulador, as substancias de maior expressdo foram o 2-hexenal
(20,84% - 30,56%, 0,0 e 2,0 mg L de BAP, respectivamente), nonanal (9,22% —
10,98%, 0,0 e 1,0 mg L* de BAP, respectivamente), 1-hexanol (8,55% — 9,28%, 0,0
e 1,0 mg L de BAP, respectivamente), 1-octanol (4,56% — 6,17%, 0,0 e 2,0 mg L
de BAP, respectivamente), hexanal (4,25% - 6,46%, 0,0 e 2,0 mg L' de BAP,
respectivamente), benzaldeido (3,35% - 3,86%, 0,0 e 1,0 mg L' de BAP,
respectivamente), 2-etil-1-hexanol (1,78% - 7,07%, 2,0 e 1,0 mg L?! de BAP,
respectivamente) e 1-nonanol (1,42% - 4,82%, 2,0 e 0,0 mg L' de BAP,
respectivamente).

Tabela 4. Tempo de retencdo (RT/min) e compostos volateis, analisados por HS-
SPME-CG-MS, das plantas de A. vera cultivadas in vitro em meio de cultura MS

contendo 0,2 mg L* de ANA e diferentes concentragGes de BAP (0,0 mg L%, 1,0 mg
Lt e 2,0 mg L) durante 30 dias e das plantas cultivadas in vivo.

RT/min Composto 00 1,0 2,0 Matrizinvivo
5.032 1-pentanol 0,29 0,70 0,95 2,43
5.834 Hexanal 4,25 5,66 6,46 4,16
7.449 2-hexenal 20,84 24,09 30,56 6,18
8.021 1-hexanol 8,55 9,28 9,09 0,00
11.333 benzaldeido 3,35 3,86 3,70 10,17
12.125 benzeno acetaldeido 1,10 1,01 0,94 0,72
14.087 2-etil-1-hexanol 2,24 7,07 1,78 1,41
15.220 2-octenal 0,79 0,84 0,64 0,43
15.742 1-octanol 456 5,74 6,17 2,45
16.865 beta-linalol 0,27 0,07 0,33 0,00
17.046 Nonanal 9,22 10,98 9,76 4,78
19.730 1-nonanol 482 2,19 1,42 0,84
20.181 Decanal 0,49 0,22 0,96 0,11
29.539 2-decanona 0,27 0,18 0,14 0,08
32.955 beta-ionona 1,41 0,79 0,47 0,67
46.571 2,4-dimeil-pentanal 0,30 0,08 0,03 0,93

47.859 1-hexadecanol 0,00 0,98 0,69 2,34
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Contudo, na matriz in vivo os COV’s de maior expressdo foram benzaldeido
(10,17%), 2-hexenal (6,18%), nonanal (4,78%), hexanal (4,16%), 1-octanol (2,45%),
1-pentanol (2,43%), 1-hexadecanol (2,34%) e 2-etil-1-hexanol (1,41%). Também foi
possivel observar que os compostos 1-hexanol e beta-linalol sé foram evidenciados
em plantas oriundas do cultivo in vitro em meio MS com ou sem adicdo de BAP
(Tabela 4).

Ao analisar os COV’s das plantas é possivel observar que quatro deles: 1-
pentanal, benzaldeido, 2,4-dimeil-pentanal, 1l-hexadecanol, apresentaram maior
porcentagem na matriz in vivo em comparacao com as plantas oriundas do cultivo in
vitro (Tabela 4), podendo estar relacionado a inibicdo destes pelo fitorregulador.
Enquanto os treze compostos restantes: hexanal, 2-hexanal, 1-hexanol, benzeno-
acetaldeido, 2-etil-2-hexanol, 2-octenal, 1- octanol, beta-linalol, nonanal, 1-nonanol,
decanal, 2-decanona, beta-ionona, apresentaram maiores valores de porcentagens
em plantas provenientes do cultivo in vitro (Tabela 4).

Ao analisar os diferentes tratamentos com e sem a presenca de BAP, é
possivel inferir que ao menos 5 compostos expressaram diminui¢ao (>0,10%) da sua
concentracdo quando foi adicionado BAP ao meio de cultivo, em comparacdo ao
meio MS sem o0 regulador, demostrando entre eles concentracdes de benzeno
acetaldeido de 1,10%, 1-nonanol de 4,82%, 2-decanona de 0,27%, beta-ionona de
1,41% e 2,4-dimetil-pentanal de 0,30% da matéria total de COV’s detectados no
experimento.

Observando os compostos volateis que apresentam maiores valores nas
plantas oriundas do cultivo in vitro, em comparacdo com a matriz in vivo, hexanal, 1-
hexanal, 2-hexanol, 2-etil-1-hexanol e nonanal sdo utilizados como solventes pelas
industrias (OMORI; PORTAS; OLIVEIRA, 2012).

Em relacdo a atividade farmacologica do benzaldeido, em estudo realizado
por Tresvenzol et al. (2009) foi possivel observar a atividade antimicrobiana em
diversas cepas de microrganismos desse composto. Como também em pesquisa
realizada por Vieira et al. (2010) foi possivel relatar que este composto possui
atividades anticonvulsivante, analgésica e anti-inflamatéria.

Outro composto que merece atencdo € a beta-ionona que apresentou
expressdo em plantas cultivadas em meio MS sem adicdo de BAP, bem como em

comparacdo com a planta matriz. Em pesquisa realizada sobre suas atividades
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farmacoldgicas foi possivel avaliar suas caracteristicas anticancerigenas e hepaticas
favoraveis (FREITAS, 2013).

Assim como descrito anteriormente, algumas substancias encontradas em
menores percentuais entre os COV'’s, também merecem destaque, como € 0 caso
do beta-linalol que apresenta caracteristicas antibacterianas e antifingicas por sua
capacidade de inibir o crescimento destes microrganismos como relatado por
Sellami et al. (2009), Arrebola, Sivakumar e Korsten (2010) e Park et al. (2015),
evidenciando sua capacidade antibidtica e importancia farmacéutica. Contudo, a
capacidade antimicrobiana do linalol apresenta alteragcbes no padrdo de resposta
guando ele é testado isoladamente ou na presenc¢a de outros compostos (JUIZ et al,
2016).

Ainda sobre os compostos fendlicos linalol e iononi, em experimento realizado
por Ogunwanda et al. (2018) utilizando 6leos essenciais de plantas de Bougainvillea
glabra, observaram a capacidade que a associacao destes compostos presentes no
Oleo essencial, possuem para expressar suas caracteristicas farmacologicas anti-
inflamatorias e anti-nociceptivas com resultados bastante efetivos.

Portanto, ao analisar as substancias detectadas nesse experimento (terpenos
e derivados deste) € possivel descrever que a maior parte destes compostos possui
estudos promissores quanto a suas propriedades farmacolégicas. Em ensaio
realizado por Ferreira (2018), utilizando a Cordierasessilis como base para extragao
de compostos volateis, observou que os COV’s terpendides apresentaram
propriedades de interesse farmacéutico como: atividades antibiéticas, antifungica,
redutora de radicais livres e inibidora enzimatica.

Outro composto que apresentou expressao significativa entre os COV’s foi o
nonanal, um aldeido que em estudo realizado por Zavala-Sanchez et al (2002) em
plantas de Astemisia ludoviciana analisaram sua atividade antidiarréica com
resultados muito satisfatorios.

A andlise da éarea total de compostos organicos volateis (COV’s) presentes
nas plantas de babosa cultivadas in vitro promoveu aumento significativo na
produgdo dos COV’s quando comparado ao cultivo in vivo, porém a utilizacdo do
fitorregulador BAP n&o proporcionou aumento significativo na producdo de
metabdlitos secundarios volateis, assim como o0 aumento nas concentragdes de BAP
propostas neste estudo tem acdo antagonista a producdo dos COV’s como

observado na Figura 10.
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Figura 10 — Area total dos compostos volateis observados nas plantas de A. vera
cultivadas in vitro em meio de cultura MS contendo 0,2 mg Lt de ANA e diferentes
concentracdes de BAP (0,0 mg L, 1,0 mg L e 2,0 mg L) durante 30 dias e das
plantas cultivadas in vivo.
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E importante ressaltar que os compostos volateis, assim como a area total
dos compostos das plantas cultivadas em meio de cultura contendo 3,0 mg L de
BAP ndo foram apresentados na Tabela 4 e Figura 10, pois durante a andlise
dessas plantas ocorreu um problema no aparelho, que logo em seguida foi

danificado, provocando a perda de todas as parcelas oriundas desse tratamento.

4.2 EXPERIMENTO II: PLANTA MATRIZ COLETADA EM AGOSTO DE 2019

4.2.1 Analise morfofisiolégica das plantas de Aloe vera cultivadas in vitro em

diferentes concentracdes de BAP

O segundo experimento, com as plantas coletadas em agosto de 2019,
apresentou resultado semelhante ao primeiro ensaio experimental para as
caracteristicas AP e NFV, as quais ndo apresentaram diferengas significativas nas
concentragdes de BAP utilizadas no meio nutritivo, diferindo do primeiro experimento
apenas em relacdo ao numero de brotos (Tabelas 5 e 6). Entretanto, os valores

médios das varidveis AP e NB foram bem préximos em ambos os experimentos | e
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II, com valores médios maiores para a caracteristica NFV no experimento Il (Tabelas
2e6).

Tabela 5. Resumo da analise de variancia para altura de planta (AP), em cm,
namero de brotos (NB) e numero de folhas verdes (NFV) de plantas de A. vera
cultivadas in vitro em meio de cultura MS contendo 0,2 mg L de ANA e diferentes
concentraces de BAP durante 30 dias.

QM
FV GL AP NB NFV
BAP 3 0,05" 0,04ns 0,97
Erro 12 0,42 0,07 0,90
CV (%) 21,21 28,94 17,96
Média Geral 3,01 0,50 5,25

"S ndo significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Tabela 6. Valores médios de altura de planta (AP), em cm, nimero de brotos (NB) e
namero de folhas verdes (NFV) de plantas de A. vera cultivadas in vitro em meio de
cultura MS contendo 0,2 mg Lt de ANA e diferentes concentracdes de BAP durante
30 dias.

Concentracdes de BAP (mg L?) AP NB NFV
0 3,18 a 0,50 a 5,67 a
1 3,03 a 0,50 a 575a
2 2,92 a 0,25a 4,75 a
3 3,03 a 0,42 a 5,00 a

Médias seguidas pelas mesmas letras nao diferem estatisticamente entre si pelo
teste F a 5% de probabilidade.

Tais resultados corroboram com pesquisa realizada por Pasqual et al. (2008),
que avaliaram a resposta do abacaxizeiro a distintas concentracées de BAP no meio
de cultura, e observaram que a adigdo desse fitorregulador ndo promove diferencas
morfofisioldégico nas mudas de abacaxizeiro em comparacao ao meio de cultura sem
adicao dessa citocinina.

Contudo, em experimento realizado por Perez-Alonso et al. (2015) com
plantas de babosa foi possivel inferir que auséncia ou concentragdes elevadas do
fitorregulador BAP tende a interferir negativamente nas caracteristicas

morfofisiolégicas das mudas, inibindo a expressdo das mesmas.
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Nessa segunda fase da pesquisa, avaliando os dados obtidos quanto a
porcentagem de folhas senescentes (PFS) nas plantas, foi possivel observar valores
maiores do que os apresentados nas plantas do primeiro experimento em todas
concentractes de BAP (Tabelas 3 e 7), mostrando a provavel influencia que o meio

externo exerce sobre o padréo genético das plantas.

Tabela 7. Porcentagem de folhas senescentes (PFS) e de enraizamento (PR) de
plantas de A. vera cultivadas in vitro em meio de cultura MS contendo 0,2 mg L de
ANA e diferentes concentracdes de BAP durante 30 dias.

Concentracdes de BAP (mg L) Folhas senescentes (%) Enraizamento (%)
0 50,00* 100,00
1 33,33* 100,00
2 25,00** 100,00
3 66,67** 91,67

* As plantas apresentaram uma folha senescente. ** As plantas apresentaram uma
ou duas folhas senescentes.

Em estudo realizado por Ciano (2018) com o cultivo in vitro da babosa em
diferentes concentragdes de BAP, os resultados observados em sua pesquisa foram
distintos aos deste trabalho, com porcentagem de folhas senescentes maior em
plantas cultivadas em meio de cultura sem a adicdo de BAP, enquanto neste
experimento foi mais evidente no 4° tratamento (3 mg L* de BAP).

Assim como na primeira fase do estudo, as plantas apresentaram elevados
valores de porcentagem de enraizamento (PR), com 100% de plantas enraizadas
guando cultivadas in vitro na auséncia e presenca de BAP no meio nutritivo, exceto
na concentracdo de 3 mg L que proporcionou 91,67% de enraizamento nas plantas
(Tabela 7), sendo extremamente favoravel para a fase posterior de aclimatizacéo,
assim como, fica evidente o papel da adicdo da auxina (ANA), para estimular

enraizamento, ao meio de cultivo.

4.2.2 Analise quimica das plantas de A. vera cultivadas in vitro e in vivo

E possivel observar na Tabela 8, como ocorreu na primeira fase de avaliag&o

do perfil de metabolitos secundarios, que foram identificados 17 COVs, e destes, 10
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apresentaram maior expressao no experimento in vitro, e sete apresentaram maior

percentual na matriz in vivo.

Na andlise da expressdo nas plantas de cultivo in vitro, comparando as

plantas cultivadas em meio sem BAP e com a adi¢&o deste regulador, estdo entre os

compostos mais expressivos temos, 2-hexanal (5,38% - 39,25%, 3,0 e 0,0 mg Lt de
BAP, respectivamente), 1-hexanol (6,76% — 13,20%, 1,0 e 0,0 mg L' de BAP,

respectivamente),

hexanal

(1,95% - 5,48%,

30 e 00 mg L?! de

BAP,

respectivamente), 2-etil-1-hexanol (2,20% - 5,93%, 2,0 e 3,0 mg L?! de BAP,

respectivamente),

nonanal

(2,27%

- 2,90%,

1,0 e 00 mg L' de

BAP,

respectivamente) e benzaldeido (1,52% - 2,90%, 1,0 e 3,0 mg L' de BAP,

respectivamente).

Tabela 8. Tempo de retencdo (RT/min) e compostos volateis, analisados por HS-
SPME-CG-MS, das plantas de A. vera cultivadas in vitro em meio de cultura MS
contendo 0,2 mg Lt de ANA e diferentes concentragées de BAP (0,0 mg L, 1,0 mg
L1, 2,0 mg L'e 3,0 mg L) durante 30 dias e das plantas cultivadas in vivo.

RT/min Composto 0,0 1,0 20 3,0 Matrizinvivo
5.032 1-pentanol 0,84 1,27 196 2,83 3,33
5.834 Hexanal 548 2,26 2,31 1,95 4,96
7.449 2-hexenal 39,25 21,43 11,42 5,38 3,11
8.021 1-hexanol 13,20 6,76 8,32 8,87 0,00
11.333 Benzaldeido 232 152 194 2,90 15,87
12.125 benzeno acetaldeido 0,44 0,28 0,29 0,59 0,80
14.087 2-etil-1-hexanol 497 2,70 2,20 5,93 1,13
15.220 2-octenal 049 032 0,37 0,40 0,35
15.742 1-octanol 0,77 0,67 0,73 0,89 0,89
16.865 beta-linalol 0,44 036 0,87 0,43 0,00
17.046 Nonanal 2,62 227 290 2,35 6,31
19.730 1-nonanol 264 1,17 1,13 0,69 0,53
20.181 Decanal 0,02 0,00 0,02 0,05 0,06
29.539 2-decanona 0,20 0,06 0,15 0,12 0,10
32.955 beta-ionona 141 1,19 0,92 1,22 0,80
46.571 2,4-dimeil-pentanal 0,14 0,11 0,15 0,16 0,61
47.859 1-hexadecanol 0,80 133 1,78 1,40 1,97




47

No entanto, na matriz in vivo os sete COV’s de maior expressdo foram
benzaldeido (15,87%), nonanal (6,31%), hexanal (4,96%), l-pentanal (3,33%), 2-
hexanal (3,11%), 1-hexadecanol (1,97%) e 2-etil-1-hexanol (1,13%). Assim como
ocorreu nas plantas do primeiro experimento, foi possivel observar nas plantas do
experimento Il que os compostos 1-hexanol e beta-linalol s6 foram evidenciados em
plantas provenientes do cultivo in vitro em meio nutritivo com ou sem adicdo de BAP
(Tabela 8).

Assim, nos COV’s encontrados nas plantas do experimento Il, é possivel
observar que sete deles: 1-pentanol, benzaldeido, benzeno-acetaldeido, nonanal,
decanal, 2,4-dimeil-pentanal, 1-hexadecanol, apresentaram maior porcentagem na
matriz in vivo em comparagdo com as plantas provenientes do cultivo in vitro.
Enquanto os outros dez compostos: hexanal, 2-hexanal, 1-hexanol, 2-etil-2-hexanol,
2-octenal, 1-octanol, beta-linalol, 1-nonanol, 2-decanona, beta-ionona, apresentaram
maiores valores de porcentagens em plantas que foram cultivadas in vitro (Tabela
8).

Como também, apds analise dos diferentes tratamentos com e sem BAP, é
possivel inferir que ao menos seis compostos apresentaram diminuicdo significativa
(>0,10%) da sua concentracdo quando foi adicionado BAP ao meio de cultivo, em
comparacdo ao meio MS sem o regulador, promovendo concentracdes nestes
compostos de: hexanal (5,48%); 2-hexenal (39,25%); 1-hexanol (13,20%); 1-nonanol
(2,64%); 2-decanona (0,20%); beta-ionone (1,41%).

Como no primeiro experimento, dois compostos merecem destaque pelas
suas propriedades farmacoldgicas, beta-ionona e beta linalol que apresentaram
expressdo baixa na matriz in vivo no presente estudo. As atividades terapéuticas
destas substancias sdo de grande importancia para a area da saude, como relatado
em literatura e descrito neste trabalho, o que justificaria a realizacdo da propagacéao
in vitro desta planta para estimular a producdo destes metabdlitos em maiores
concentracdes que as plantas cultivadas in vivo.

Outro composto que também merece atencdo é o benzaldeido que
apresentou alto percentual no cultivo in vivo, pois possui propriedades
farmacolégicas de grande importancia para area da salde como atividade
anticonvulsivante, analgésica e anti-inflamatéria. Visto que, estudos realizados por
Vieira et al. (2010) em seres vivos, utilizando o benzaldeido em composi¢do com a

semicarbazona inibiu a resposta nociceptiva priméria e secundaria, tendo acao
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comparada a analgésicos opioides e antidepressivos, assim como a atividade anti-
inflamatoria.

Portanto, os resultados deste trabalho mostram que ocorreu variagdo na
composicdo dos compostos volateis nas plantas in vitro e na matriz in vivo, em
funcdo da época em que as plantas foram coletadas. Isso foi relatado por Neto e
Lopes (2007), quando afirmaram que o periodo do ano que a planta é coletada € um
dos fatores de maior importancia na composi¢cdo dos compostos secundarios, uma
vez que a quantidade, bem como a natureza dos constituintes ativos ndo €
constante durante o ano. Esses autores mencionaram variagbes sazonais no
conteudo de praticamente todas as classes de metabdlitos secundarios, como 6leos
essenciais, lactonas sesquiterpénicas, acidos fendlicos, flavonéides, cumarinas,
saponinas, alcalbides, taninos, graxas epicuticulares, iriddides, glucosinolatos e
glicosideos cianogénicos, em estudos realizados em plantas medicinais.

Semelhante ao que foi observado no primeiro experimento, no que se refere a
area total de compostos organicos volateis (COV’s) presentes nas plantas de
babosa cultivadas in vitro em cada tratamento, é possivel destacar que a utilizagédo
da citocinina BAP ndo promoveu aumento significativo na producdo de metabdlitos
secundarios. Além disso, o aumento nas concentracdes de BAP provocou reducéo
da éarea total dos COV’s (Figura 11). No entanto, a area total dos COV’s nas plantas

cultivadas in vitro foi maior que a area observada na matriz in vivo.
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Figura 11 - Area total dos compostos volateis observados nas plantas de A. vera
cultivadas in vitro em meio de cultura MS contendo 0,2 mg L de ANA e diferentes
concentracées de BAP (0,0 mg L%, 1,0 mg L%, 2,0 mg Lt e 3,0 mg L) durante 30
dias e das plantas cultivadas in vivo.
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4.3 EXPERIMENTO IIl: PLANTA MATRIZ COLETADA EM AGOSTO DE 2019

O cultivo in vitro em BOD com temperatura de 30°C e intensidade luminosa de
40 umol m? s?! afetou negativamente a capacidade regenerativa e o
desenvolvimento dos explantes de Aloe vera, impossibilitando a obtencéo de plantas
com caracteristicas morfofisiologicas satisfatérias, como exemplo de folhas verdes,
para garantir a viabilidade e vigor das plantas ap6s o periodo de cultivo in vitro
(Figura 13). Nesse sentido, a temperatura de 30°C associada com a intensidade
luminosa de 40 umol m2 s ndo é indicada para estudos de cultivo in vitro da
babosa, visando a producdo de mudas com caracteristicas morfofisiolégicas

satisfatorias e maior producéo de compostos volateis nas plantas.
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Figura 12 - Plantas de A. vera cultivadas in vitro em meio de cultura MS contendo
0,2 mg L de ANA e diferentes concentracdes de BAP durante 30 dias em BOD com
temperatura 30° £ 1°C, fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de 40 umol
m2 s A, B, C e D) plantas cultivadas na auséncia e presenca de BAP (0,0 mg L,
1,0 mg L1, 2,0 mg L%, 3,0mg L%, respectivamente).

sedn || W

C D
Fonte: arquivo préprio (2020)

4.4  ACLIMATIZACAO DAS PLANTAS DE Aloe vera L.

Na etapa de aclimatizacdo das plantas que foram cultivadas in vitro em
diferentes concentracbes de BAP, que ndo passaram pela analise quimica (fase
destrutiva), foi possivel observar 100% de sobrevivéncia das plantas independente
da concentracdo de citocina utilizada no cultivo in vitro (Figura 12). Da mesma
maneira, em estudo com a planta medicinal aluma e utlizando metodologia
semelhante de aclimatizagao, Vicente, Almeida e Carvalho (2009) relataram 100%
de sobrevivéncia das plantas e bom desenvolvimento durante o processo de
aclimatizacao, independente da concentracdo de BAP utilizada.

Em pesquisa realizada por Oliveira et al. (2009) em plantas de babosa, com

metodologia semelhante a esse experimento, obtiveram uma taxa acima de 95% de
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sucesso na aclimatizacdo das mudas. Contudo, também em Aloe vera, estudo
realizado por Oliveira (2007) com metodologia diferente de aclimatizacao alcancou
porcentagens elevadas de sobrevivéncia das plantas apdés a aclimatizagéo,
entretanto valores bem inferiores a 100%.

Figura 13 — Plantas de Aloe vera, provenientes do cultivo in vitro em meio de cultura
MS contendo 0,2 mg L* de ANA e diferentes concentragées de BAP (0,0 mg L%, 1,0
mg L, 2,0 mg L%, 3,0mg L?, respectivamente): A e B) 30 dias da etapa de
aclimatizacao; C e D) 120 dias de aclimatizacao.

Fonte: arquivo préprio (2020)
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A partir da avaliacdo das caracteristicas morfofisiologicas, € possivel inferir
que a utilizagdo da citocinina BAP no meio de cultura MS nas concentracdes e
condicbes avaliadas neste estudo ndo promoveu resultados significativos que
indique a utilizacdo desse regulador de crescimento em estudos relacionados ao
cultivo in vitro de Aloe vera, objetivando a producédo de mudas em larga escala. No
entanto, a partir deste trabalho ficou evidente que plantas de babosa cultivadas in
vitro apresentam maior producdo de compostos volateis, e por consequéncia,
maiores concentracfes de principios com atividades farmacoldgicas, quando
comparado com as plantas cultivadas sob condi¢cdes de campo. Além disso, nas
plantas submetidas ao cultivo in vitro, as substancias de interesse farmacolégico
para utilizacdo na area da saude apresentam alteracdes consideraveis (benzaldeido,
beta-linalol, beta-ionona) entre os compostos volateis detectados.

Nesse sentido, sugere-se a realizacado de pesquisas envolvendo a utilizagéo
de outras citocininas em condi¢des de cultivo in vitro, para o ajuste de protocolo que
proporcione de forma eficiente a propagacao clonal in vitro em larga escala e
favoreca a producdo de compostos volateis em babosa, assim como em outras
plantas de interesse da industria farmacéutica, diminuindo a necessidade de retirada
de plantas do meio ambiente.

Por fim, este estudo pode ser utilizado como base para estabelecimento de
protocolos de cultivo in vitro de plantas medicinais, visando, além dos aspectos
mencionados, avaliar a atividade farmacolégica das plantas em organismos vivos (a
exemplo do controle da dor, controle anti-inflamatéorio e controle microbiano), visto
que a acdo dos compostos volateis possui atuacdo em sinergismo, e a concentracao
isolada de cada composto presente nas plantas medicinais pode nao influenciar

positivamente na sua resposta farmacolégica.
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ANEXO

TIPO DE PRODUTO E PROCESSO

O produto deste trabalho € caracterizado como Protocolo experimental,
desenvolvido a partir do estabelecimento in vitro de gemas axilares de Aloe vera
coletadas em duas épocas do ano, com posterior cultivo de plantas em diferentes
concentracbes do regulador de crescimento BAP e em ambientes de cultivo com
variacdo de temperatura e intensidade luminosa, além de identificacdo do perfil de

compostos produzidos pelas plantas de babosa cultivadas in vitro e in vivo.

IMPACTO E APLICABILIDADE

O protocolo experimental utilizado nesta pesquisa aborda aspectos
fundamentais para estabelecimento de condi¢cdes ideais de cultivo da planta
medicinal Aloe vera que faz parte da Relagdo Nacional de Medicamentos Essenciais
(RENAME). Assim, este estudo servira de base para futuras pesquisas relacionadas
ao cultivo in vitro dessa espécie e de outras plantas medicinais, visando aumentar a
producdo de compostos volateis em plantas de interesse da industria farmacéutica.
Dessa maneira, reduzird o extrativismo acelerado, uma vez que evitard a
necessidade de retirada de plantas medicinais do meio ambiente, pois através do
cultivo in vitro € possivel a producdo de mudas em larga escala, em espaco fisico
reduzido e curto espaco de tempo, independente das condi¢cdes edafoclimaticas,
possibilitando a producdo de mudas de qualidade para estabelecimento de

farmacias vivas e fornecimento para industrias farmacéuticas e de cosméticos.

INOVACAO E COMPLEXIDADE

Este trabalho permitiu a identificagdo do perfil de compostos volateis
produzidos pelas plantas de babosa cultivadas em diferentes concentracdes de BAP
e em ambientes de cultivo distintos, possibilitando a compara¢cdo com 0s compostos
volateis produzidos em plantas matrizes cultivadas sob condi¢bes de campo. Dessa
forma, auxiliara no estabelecimento de protocolos de cultivo in vitro de plantas

medicinais, visando, além dos aspectos descritos, avaliar a atividade farmacol6gica
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das plantas em organismos vivos, uma vez que a acdo dos compostos volateis
possui atuacdo em sinergismo, e a concentracdo isolada de cada composto
presente nas plantas medicinais pode nao influenciar positivamente na sua resposta
farmacoldgica.



