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RESUMO

A espécie medicinal Uncaria tomentosa apresenta evidéncia de atividade
anti-inflamatéria. No Brasil, est4 elencada na Rename (Relacdo Nacional de
Medicamentos Essenciais) podendo ser amplamente disponibilizada pelo
Sistema Unico de Satde (SUS). Porém, a coleta inadequada do material na
natureza, tem promovido a erosao genética da espécie. A continuidade da
utilizagdo de U. tomentosa em escala industrial e a disponibilidade do
fitoterapico para os pacientes pelo SUS depende da conservacdo desta
espécie vulneravel a extingdo. Como alternativa para conservagéo do recurso
genético da espécie, foi selecionado de um banco de germoplasma in vitro,
os clones UTBN207 e UTBN233. Para multiplicacdo dos clones mantidos a
25 + 2 °C foi determinado a melhor condi¢éo de cultivo o meio de cultura WP
contendo 10 g L da fonte de carbono glicose e, para a manutencdo dos
individuos em sala de crescimento a 18 + 2 °C constatou-se que o0 meio de
cultura WP/2 suplementado com 10 g L de sacarose é a melhor opcéo.
Ademais, a conservacdo desses individuos imersos em Oleo mineral, é
possivel e foi mostrada pela primeira vez em U. tomentosa. Os individuos
sobreviveram durante 6 meses sem a troca do meio de cultura. A melhor
condicao encontrada foi utilizando-se o segmento nodal inserido com um par
de folhas seccionadas em meio WP basal (100 mL L) suplementado com
sacarose (20 g L?) e acrescido de 15 mL de 6leo mineral. A partir do
desenvolvimento dos individuos de U. tomentosa, foram gerados extratos de
todos os materiais advindo de micropropagacdo e da cultura de tecido
vegetal, todos contendo os marcadores quimicos, com a quantificacdo de
isomitrafilina ao analisar o extrato de raizes provenientes da cultura de raizes
UTBN233. Os extratos vegetais foram avaliados quanto a sua atividade
imunoldgica, utilizando células mononucleares do sangue humano incubadas
com a bactéria Escherichia coli enteropatogénica para analisar a fagocitose,
a atividade microbicida e a producao de citocinas por citometria de fluxo. A
fluorescéncia da laranja de acridina foi empregada para avaliar a viabilidade
celular e a atividade funcional dos fagécitos. Todos os extratos foram também
analisados em relacdo a citotoxicidade. O gendtipo UTBN233 mostrou-se
mais apropriado em termos de seguranca quando ensaiado frente a
monadcitos humanos. Houve aumento no indice de fagocitose em 200 pg mL-
! no extrato de raizes de plantas UTBN233 e com elevada acédo microbicida
em 20 ug mL2. As plantas micropropagadas do genétipo UTBN207 parecem
estar associadas a um perfil pré-inflamatério, com niveis elevados de
expressao de IL-6. O germoplasma vegetal do clone elite UTBN233 in vitro e
seus extratos obtidos a partir dessa multiplicacéo exibe promissora acao para
utilizagdo na conservacdo da espécie e auxilia no desenvolvimento da
producéo de novos fitoterapicos obtidos de forma sustentavel. Com o uso das
ferramentas biotecnoldgicas foi possivel a obtengcdo de resultados solidos
gue permitem a reprodutibilidade das técnicas aplicadas para que a
qualidade, seguranca e eficacia dos extratos provenientes dos processos
biotecnolégicos propostos sejam plenamente alcancadas.

Palavras-chave: Biodiversidade. Citotoxicidade. Fitoterapico. Germoplasma.
Unha-de-gato.



ABSTRACT

The medicinal species Uncaria tomentosa has evidence of anti-inflammatory
activity. It is listed in Rename (National List of Essential Medicines) in Brazil and
can be widely available through the Unified Health System (SUS). However,
inadequate collection of material from nature has promoted the genetic erosion
of the species. The continued use of U. tomentosa on an industrial scale and the
provision of the phytotherapeutic agent to patients through the SUS depend on
the conservation of this species vulnerable to extinction. As an alternative for
conserving the genetic resource of the species, clones UTBN207 and UTBN233
were selected from an in vitro germplasm bank. For multiplication of the clones
maintained at 25 + 2 °C, the best culture condition was determined to be the WP
culture medium containing 10 g L of glucose carbon source. For maintenance
of individuals in a growth room at 18 + 2 °C, it was found that the WP/2 culture
medium supplemented with 10 g L of sucrose is the best option. Furthermore,
conservation of these individuals immersed in mineral oil is possible and was
demonstrated for the first time in U. tomentosa. The individuals survived for 6
months without changing the culture medium. The best condition found was using
the nodal segment inserted with a pair of sectioned leaves in WP basal medium
(100 mL L) supplemented with sucrose (20 g L!) and added with 15 mL of
mineral oil. From the development of U. tomentosa individuals, extracts were
generated from all materials from micropropagation and plant tissue culture, all
containing chemical markers, with quantification of isomitraphylline by analysis of
the root extract of the UTBN233 root culture. Plant extracts were evaluated for
their immunological activity using human blood mononuclear cells incubated with
enteropathogenic Escherichia coli bacteria to analyze phagocytosis, microbicidal
activity and cytokine production by flow cytometry. Acridine orange fluorescence
was used to evaluate cell viability and functional activity of phagocytes. All
extracts were also analyzed for cytotoxicity. The UTBN233 genotype was shown
to be more suitable in terms of safety when tested against human monocytes.
There was an increase in the phagocytosis index at 200 pg mL™ in the root extract
of UTBN233 seedlings and with high microbicidal action at 20 ug mL™*. The
micropropagated plants of genotype UTBN207 appear to be associated with an
inflammatory profile, with elevated expression of IL-6, while the aerial parts of
genotype UTBN233 of U. tomentosa suggest an anti-inflammatory character, with
increased IL-4. The plant germplasm of the elite clone UTBN233 in vitro and its
extracts obtained from this multiplication show promising action for use in the
conservation of the species and assist in the development of the production of
new phytotherapeutics obtained sustainably. With the use of biotechnological
tools, it was possible to obtain solid results that allow the reproducibility of the
applied technigues so that the quality, safety and efficacy of the extracts from the
proposed biotechnological processes are fully achieved.

Keywords: Biodiversity. Cytotoxicity. Phytotherapeutic. Germplasm. Cat's claw.
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1 INTRODUCAO

A Uncaria tomentosa (Figura 1) é uma planta medicinal de grande valor
econdbmico, encontrada em solos ricos em matéria organica, em areas de
florestas primarias, restingas e nas margens de cursos d'agua. Entre as
angiospermas, as familias que se destacam na producdo de alcaloides sao
Apocynaceae, Berberidaceae, Papaveraceae, Ranunculaceae, Rubiaceae e
Solanaceae, sendo que U. tomentosa pertence a familia Rubiaceae.

Figura 1 - Partes aéreas de Uncaria tomentosa. Fonte: Autoria do autor (2023)

A composicdo quimica dos vegetais confere-lhes propriedades
terapéuticas, sobretudo em plantas medicinais, devido a complexa interacao
entre os metabolitos secundarios. Moléculas com a por¢cdo oxindol séo
encontradas em uma variedade de compostos extraidos de fontes vegetais. O
primeiro derivado oxindol conhecido foi extraido na forma de alcaloides da casca
de U. tomentosa (Willd.) DC. Diferentes posi¢des do ndcleo oxindélico foram

exploradas por pesquisadores para variadas atividades farmacolégicas, as quais
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essa espécie também apresenta, a exemplo da atividade anti-inflamatéria
exibida pela mitrafilina isolada.

Os alcaloides oxinddlicos sao utilizados como marcadores quimicos da
planta no controle de qualidade da matéria-prima vegetal. Em 2012, foi
documentado pelo ministério da saude o uso de fitoterapicos com alcaloides
oxindolicos pentaciclicos (AOP) obtidos de U. tomentosa, em diversas formas
farmacéuticas, sendo elas: capsulas, comprimidos e gel. Ha duzentas e setenta
e uma patentes registradas mundialmente que mencionam a espécie. Grande
parte da comercializagdo da matéria prima sdo por suas cascas, sendo o Peru o
maior vendedor mundial.

A conservacao das espécies de plantas pode ser realizada na regiao de
origem na qual ela se encontra e fora do seu ambiente natural. Quando se trata
de espécies vegetais em risco de extingdo, na natureza, uma das medidas a
serem tomadas para a conservacao delas € o desenvolvimento e manutencéo
em banco de germoplasma, um espaco que armazena e garante a permanéncia
do material genético da espécie. U. tomentosa € uma das plantas que enfrenta
esse risco e, por ser medicinal e ainda ndo possuir alternativas sustentaveis do
seu uso, sofre consequéncias pela alta procura do seu material vegetal que é
retirado dos ambientes naturais de forma extrativista.

Nesse contexto, a preservacao da diversidade genética é essencial para
evitar o desaparecimento da espécie. O germoplasma vegetal atua como essa
fonte de informacédo genética. Existem diversas formas de executar o processo
de conservacao de plantas, para as espécies mais vulneraveis, € viavel realizar
a conservacao in vitro, que é possivel através da cultura de tecidos, técnica
fundamentada na totipotencialidade da célula vegetal, capaz de regenerar uma
planta completa. Um banco de germoplasma in vitro é capaz de promover o
crescimento, estabelecimento, desenvolvimento e multiplicacdo da espécie, e
por ser estruturado em um ambiente controlado e com condi¢cfes adequadas,
tem a vantagem de manter e armazenar esses materiais livres de patdgenos.

Encontrar individuos elites da espécie de interesse U. tomentosa,
contendo concentracdes suficientes dos marcadores quimicos, € fundamental
para a micropropagacao. Este processo acelera a producdo clonal de modo
eficiente e auxilia a obtencdo de condi¢des favoraveis de manipulagdo sem

comprometer a diversidade genética da espécie.

17



O critério de selecao, para a escolha dos clones utilizados nesse trabalho,
foi o teor dos marcadores quimicos da espécie (mitrafilina e isomitrafilina). Sendo
0 gendtipo UTBN207 detentor destes alcaloides em niveis ndo quantificaveis,
enquanto o genotipo UTBN233 apresenta teor superior a 3% do alcaloide
mitrafilina.

Para completar o estudo € importante que sejam definidos métodos de
preparo dos extratos e avaliacdo anti-inflamatoria dos extratos obtidos
determinando-se o0 mais promissor. Introduzir novos acessos no banco de
germoplasma de U. tomentosa, que tem sido estabelecido in vitro desde 2015,
ird possibilitar o desenvolvimento de protocolos de manutencdo de uso do
recurso genético vegetal, que dardo suporte para as préximas etapas e
processos a serem empregados no cultivo sustentavel de U. tomentosa e no
desenvolvimento do medicamento fitoterdpico anti-inflamatorio, a ser

disponibilizado futuramente no SUS.
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2 REFERENCIAL TEORICO

No Brasil, Uncaria tomentosa, conhecida popularmente como "unha de
gato" € uma espécie de planta medicinal encontrada nos estados do Acre,
Amapa, Amazonas e Para (Honorio; Bertoni; Pereira, 2016). Essa planta pode
levar 20 anos para atingir a maturidade. E uma trepadeira lenhosa que possui
espinhos semicurvados (Figura 2), podendo alcancar até 30 metros de altura
(Miranda, 2005).

Figura 2 - Espinhos de Uncaria tomentosa. Fonte: Autoria do autor (2023)

Povos indigenas utilizam amplamente essa espécie medicinal que tem
sido atualmente fonte de producéo de fitoterapico (Keplinger et al.,1999) e, sdo
indicados para o tratamento de artrite e osteoartrite (Zeferino et al., 2021).

A espécie U. tomentosa apresenta grande importancia, uma vez que
compde o rol das 12 plantas medicinais que estdo na Relacdo Nacional dos
Medicamentos Essenciais do Governo Brasileiro (RENAME) fazendo parte da

Relac&o Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS). Tendo
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em vista a sua aplicabilidade para o tratamento de individuos da populacéo
brasileira, € imprescindivel promover o uso de forma sustentavel.

Sua matéria prima passou a ter valor econbmico, a partir do
patenteamento dos produtos fitoterapicos, como exemplo o Krallendorn® que é
um extrato padronizado em alcaloides oxinddlicos pentaciclicos (AOP), obtido
por tratamento das cascas de U. tomentosa com acido cloridrico seguido de uma
extracdo que contém entre 1,3 e 1,75% de alcaloides totais sendo, 97% de AOP.
Outro produto é o Saventaro®, extrato etandlico padronizado das cascas de U.
tomentosa contendo >1,3% de AOP, produzido sob licenca da empresa
IMMODAL Pharmaka GmbH Austria nos Estados Unidos e no Japdo. A
Alemanha e os EUA estéo entre os maiores consumidores dos produtos naturais
brasileiros (Brasil, 2016). Por apresentarem comercializacdo mundial, h& forte
demanda pela matéria prima da espécie, especialmente por suas cascas.

Essa espécie medicinal possui metabdlitos secundarios, como 0s
heterosideos triterpénicos derivados do acido quindvico e polifendlicos (Pavei et
al., 2012; Sheng et al., 2005).

Em relacdo aos alcaloides, alguns autores realizaram a quantificacao
desses metabolitos secundarios em varias partes da planta. Quiroz et al. (2001)
demonstraram que flores e folhas acumulam as maiores concentracdes de
alcaloides oxinddlicos, 2,10% e 1,59%, respectivamente; enquanto Pefaloza et
al. (2015), constataram o maior acumulo dessa classe de compostos em folhas,
dentre estes, detectou-se predominantemente mitrafilina e isomitrafilina. Outros
autores que realizaram a quantificacdo dos alcaloides oxinddlicos, também
encontraram maiores concentracdes desses compostos presente em folhas de
U. tomentosa (Hoyos et al., 2015, Azevedo et al., 2018, Venutolo et al., 2018).

Os alcaloides oxinddlicos da unha de gato sdo bastante suscetiveis a
isomerizacao tanto para os alcaloides oxinddlicos tetraciclicos (AOT) quanto em
alcaloides oxinddlicos pentaciclicos (AOP). Sendo estes ultimos representados
por especiofilina, isomitrafilina, mitrafilina, isopteropodina, pteropodina e
uncarina F (Kaiser et al., 2013), que foram considerados, por Valente (2006),
como marcadores quimicos da espécie. Os AOT (isorinchofilina, rinchofilina,
corinoxeina, isocorinoxeina) atuam no sistema nervoso central, diferentemente
dos AOP que afetam o sistema imunoldgico celular (Reinhard, 1999). Em relacéo
a atividade imunoestimulante, enquanto os AOP induzem as células endoteliais

humanas a liberar um fator que regula a proliferacéo de linfécitos B e T, os AOT
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tém uma acao supressora, inibindo essa proliferagdo. Conclui-se que esses
compostos possuem efeito antagbnico, conforme demonstrado por Wurm et al.
(1998).

Em 1997, mais de 50 fabricantes de suplementos dietéticos nos EUA
ofereciam produtos de U. tomentosa. Essas aplicacbes terapéuticas eram
indicadas para artrite, cancer, processos inflamatorios, ulceras gastricas entre
outros (Keplinger et al.,, 1999). A espécie apresenta diversas propriedades
farmacoldgicas, como anticancer (Dietrich et al., 2014), anti-hipertensiva (Oogakl
et al., 2021), antiviral (Reis et al., 2008), atividade antioxidante (Azevedo et al.,
2019), tendo sido relatado a inibicdo de particulas infecciosas do coronavirus
(SARS-CoV-2) (Perez et al., 2021). No que tange a atividade antioxidante, foi
constatada a capacidade do extrato aquoso de folhas de U. tomentosa em
aumentar a resisténcia ao estresse oxidativo (Azevedo et al., 2019). Os extratos
aguosos e etandlicos também indicaram atividade antioxidante in vitro,
destacando atividade em fracdes contendo proantocianidinas de U. tomentosa
(Hoyos et al., 2017). Extratos advindos desta planta medicinal, também
apresentaram atividade anti-inflamatoria (Dietrich et al., 2015).

A mitrafilina, € um alcaloide que, esta presente em 20 das 34 espécies do
género Uncaria (Heitzman et al., 2005). Esse composto foi avaliado com
citocinas e, Duran et al. (2012), relataram que, este composto, inibiu cerca de
50% da liberacdo das interleucinas 1a, 13, 17 e do fator de necrose tumoral
(TNF-a), sugerindo que a mitrafilina pode ser usada como um marcador de
controle de qualidade para medicamentos fitoterapicos baseados nos extratos
desta espécie medicinal. Do mesmo modo pode ser considerado como um novo
composto lider para o desenvolvimento de produtos a serem empregados no
tratamento da inflamacéo.

Além disso, foi demonstrado o efeito antifUngico de U. tomentosa no
trabalho de Silva et al. (2022) que realizaram um estudo randomizado com
pacientes infectados por estomatite protética, uma patologia bucal causada
comumente por Candida albicans, no qual foi verificado o potencial fungicida de
trés produtos naturais, incluindo o gel de U. tomentosa (ImunoMax gel™) no
tratamento da estomatite, que se mostrou equivalente ao tratamento
convencional utilizado com o antifingico nistatina.

No entanto, existem alguns fatores que impactam na sobrevivéncia de U.

tomentosa, sdo eles: a acdo antropica, como o desmatamento em area de
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ocorréncia natural, coleta realizada de modo extrativista e falta de manejo
sustentavel, o que resultara na escassez de matéria prima necessaria para a
industria farmacéutica. Devido ao longo periodo de 20 anos necessario para que
a espécie atinja a maturidade, seus recursos tornam-se limitados, o que torna
urgente a necessidade de sua conservagao (Snow et al., 2019).

A avaliacdo da variabilidade genética e quimica entre e dentro de oito
populacdes de U. tomentosa advindas de alguns estados brasileiros, foi
analisada, e detectou-se baixo fluxo génico, ou seja, tem-se uma diminuicéo da
transferéncia de genes entre as populacdes, o que é um problema para a
sobrevivéncia da espécie tornando-a mais vulneravel a extincdo. Portanto,
estratégias de conservacao da espécie, sdo necessarias, introduzindo-a em
bancos de germoplasma in vitro e estabelecendo bancos de germoplasma in
situ, de modo a evitar que ocorra a perda da variabilidade (Honorio et al., 2017).

O alerta para a conservacao dessa espécie foi anunciado desde 2002 na
12 Reunido Técnica Sobre Recursos Genéticos de Plantas Medicinais e
Aromaticas, que foi organizado pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente
(IBAMA) e pela Organizagéo Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA)
e que reuniu profissionais e instituicbes de todo o Brasil e estipularam as
espécies medicinais e aromaticas prioritarias para a conservacao nos principais
biomas brasileiros, seguindo os critérios de pressdo antropica, frequéncia e
demanda de mercado. Dentre as espécies indicadas na reunido, treze
encontram-se no bioma Amazoénia, incluindo U. tomentosa (Vieira et al., 2002).

A Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos instituida por
meio do Decreto n® 5.813, de 22 de junho de 2006 tem como objetivo garantir a
populacdo brasileira 0 acesso seguro, o uso racional e sustentavel de plantas
medicinais e fitoterapicos, que consequentemente promova o desenvolvimento
da cadeia produtiva e da industria nacional. E fundamental que seja feito um
trabalho com a espécie, que vise a aplicacdo dessas diretrizes e possibilite 0
éxito da regulamentacédo do cultivo sustentavel.

Uma forma eficaz de preservar a espécie é implementar a conservagao
ex situ, um processo que envolve a conservacgao da planta fora do seu habitat
natural, sendo uma alternativa indispensavel para minimizar a perda continua de
recursos genéticos em razao de pressoes de selecao naturais e artificiais.

O emprego de ferramentas biotecnoldgicas, servem como estratégia

capaz de resgatar e disponibilizar o germoplasma para atividades e uso futuro,
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como por exemplo, em programas de melhoramento genético (Paiva et al.,
2019).

E essencial que os recursos genéticos vegetais sejam conservados em
sistemas vivos. Um conjunto especifico de individuos pode ser protegido em
colecbes de germoplasma, armazenados em bancos de germoplasma in vitro,
com o objetivo de preservar fontes de genes, identificar e caracterizar genotipos,
visando reduzir a erosdo genética (Barbieri, 2003). Nesse contexto, 0s
compostos ativos vegetais provenientes de espécies raras ou ameacadas de
extingdo podem ser obtidos por meio de técnicas in vitro, sem causar impactos
ambientais adversos e atendendo as demandas de biossustentabilidade exigidas
pelo mercado (Hasnain et al., 2022). A conservacao in vitro oferece a vantagem
de proteger as espécies contra pragas, patdégenos e riscos climaticos, além de
aumentar sua disponibilidade para distribuicdo, desde que mantidas livres de
virus (Reed et al., 2004). Esse método pode ser aplicavel para as espécies de
propagacao vegetativa, com alta heterozigosidade ou que produzem sementes
recalcitrantes ou intermediarias (Matsumoto et al., 2010).

O primeiro requisito para a definicAho de qualquer protocolo de
conservacgao in vitro € o estabelecimento de condi¢cdes de cultura de tecidos
totalmente operacionais para regeneracdo e multiplicacdo de material vegetal.
Os fatores que determinam a resposta na regeneracao vegetal sdo ambientais,
fisicos e genotipicos (Cruz-Cruz et al., 2013).

Devido ao potencial terapéutico da planta, € importante identificar
amostras ricas em alcaloides. Selecionar individuos contendo caracteristicas de
interesse, chamados individuos elites, € um fator determinante no processo de
propagacao clonal, que envolve a técnica de cultura de tecidos vegetais. A
micropropagacao, como forma de multiplicacéo de érgdos de uma planta, a partir
de clones elites, pode ser uma alternativa sustentavel para a producao em escala
dos individuos selecionados que tem como vantagem gerar plantas com alto
grau de homogeneidade morfologica e quimica (Palencia et al., 2013). Existem
alguns trabalhos realizados com a multiplicagédo in vitro de U. tomentosa (Pereira
et al., 2008, Venutolo, 2011, Raposo; Teixeira 2011, Palencia et al, 2013).
Contudo, apesar do desenvolvimento e publicacdo desses estudos importantes,
um protocolo de manutencéo da espécie em banco de germoplasma in vitro é

necessario.
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Na conservagao in vitro, 0s acessos sao mantidos a temperaturas entre
12 e 25 °C. (Silva et al., 2012; Pinto et al., 2022). A propagacao pode ser feita
com explantes vindo de plantas germinadas in vitro. O melhor meio para
germinacao dos embrides, em trabalho realizado por Ferreira et al. (2022) foi %
MS (Murashige; Skoog, 1962), independente da presenca ou ndo de sacarose.
Em trabalho desenvolvido por Pinto et al. (2022) a melhor condicdo de
germinagdo foi WP (Lloyd; McCown, 1981) suplementado com 20 g L* de
sacarose com pH 6,00 + 0,05.

Outro método de conservagéo in vitro de algumas espécies de plantas €
realizado com a utilizacdo de 6leo mineral, um liquido oleoso, incolor e
guimicamente inerte, o que o torna um ambiente ideal para conservacao, porém
existem poucos estudos publicados sobre esse tipo de protocolo (Peixoto et al.,
2017). O Oleo diminui a transferéncia de oxigénio, resultando em uma
desaceleracdo do metabolismo dos tecidos (Augereau, Courtois, Petiard, 1986),
0 que favorece o armazenamento em médio prazo do germoplasma vegetal e se
torna mais eficiente em termos de custo. Um estudo envolvendo Bacopa
monnieri exposta ao Oleo mineral teve efeito benéfico significativo na
conservacgao in vitro e os autores afirmam que 18 meses foi considerado o
periodo de conservacdao ideal para essa espécie (Sharma et al., 2012).

O teor de alcaloides totais em plantas micropropagadas de U. tomentosa,
apos a aclimatizacéo varia de acordo com a idade. Foi demonstrado que as
folhas de plantas apds 2 meses tém maiores quantidades de AOT, mas aos 6
meses, a quantidade desses alcaloides diminui. Diferente dos AOP em que a
quantidade aumenta com 6 meses. Neste interim, foi demonstrado por Palencia
et al. (2013) que as condicbes mais favoraveis para a producao de alcaloides
oxindolicos pentaciclicos ocorre aos 6 meses. Nesse mesmo estudo, foi relatado
gue mudas micropropagadas de U. tomentosa produziram guatro vezes mais
alcaloides do que plantas cultivadas em estufa.

A ultima etapa do processo de micropropagacéo envolve a transferéncia
da planta cultivada in vitro para a casa de vegetagdo, a fim de realizar a
aclimatizacao feita em ambiente sombreado no qual as plantas ficam por um
periodo que varia de 15 a 30 dias para posteriormente serem expostas a pleno
sol e assim ocorrer adaptacao e crescimento (Dutra et al., 2010).

Em relacdo a atividade anti-inflamatoria de U. tomentosa, é necessario

esclarecer e mencionar os elementos responsaveis dentro do processo
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inflamatorio. Os eicosanoides e a via da enzima ciclooxigenase (COX) aparecem
em quase todos os aspectos da saude e da doenca (Mitchell, 2018). O acido
araquidoénico, que € um acido graxo de 20 carbonos possui um papel importante
na sintese de mediadores quimicos, como 0s eicosanoides, esse &cido graxo é
liberado dos fosfolipidios da membrana pela fosfolipase A2 dentro da cascata do
araquidonato, na qual a COX esta envolvida (Abdulkhaleq et al., 2018). A enzima
COX apresenta algumas isoformas. A COX-1 e COX-2 séo quase idénticas em
estrutura, mas tém diferencas na seletividade de substrato e inibidor e em suas
localizagOes intracelulares. As prostaglandinas protetoras, que preservam a
integridade do revestimento do estbmago e mantém a funcao renal normal em
um rim comprometido, séo sintetizadas pela COX-1. J4 a isoforma COX-2, além
de ser induzida em lesBes inflamatérias, esta presente constitutivamente no
cérebro e na medula espinhal (Vane et al., 1998).

A atividade anti-inflamatoria de U. tomentosa foi avaliada in vitro pela
inibicdo da producédo da citocina TNF-a e nitrito de células RAW 264.7 que foram
expostas ao lipopolissacarideo: LPS (Sandoval et al., 2002). A espécie também
pode exercer efeito anti-inflamatério pela inibicdo da expressdo génica da
enzima INOS induzida por LPS, formacao de nitrito, morte celular e ativacdo do
fator NF-kB (Setty et al., 2005).

U. tomentosa apresenta efeito imunoestimulante, dependendo do tipo de
extrato e concentragdo. O efeito foi avaliado utilizando macr6fago RAW 264.7 e
indutores LPS, IFN-y e IL-4 além de avaliar a citotoxicidade celular. A I1Cso foi de
0,3 mg mL* enquanto, concentracdes inferiores a 0,2 mg mL, mantiveram a
viabilidade superior a 90%. A atividade pré-inflamatoria foi demonstrada nas
concentragdes 0,2, 0,1 e 0,05 mg mL?, sendo significativamente superior na
concentragdo 0,2 mg mL* (Brito et al.,2023).

A atividade antitumoral foi relatada juntamente com um efeito
imunomodulador nas células dendriticas e citocinas Thl (IFN-y e IL-2), Th2 (IL-
4) e Th17 (IL-17A) de acordo com a analise de células mononucleares do sangue
periférico humano de um extrato hidroalcodlico padronizado da casca de U.
tomentosa (5,03% de AOP), demonstrou ser efetivo em aumentar a producao de
citocinas relacionadas a resposta antitumoral em concentragdes de 0,5 a 1 mg
mL-1 (NUfiez et al., 2015).

Algumas plantas medicinais tém demonstrado capacidade de induzir a

ativacdo do sistema imunolégico exibindo efeitos benéficos contra doencas
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(Franca et al., 2010). Os mondcitos e macréfagos do sistema imunolégico
produzem mediadores inflamatdrios e possui fungdes externas na deteccéo de
patdogenos, promovendo a fagocitose e migracdo. Esses mediadores
inflamatérios sdo de interesse clinico e podem ser alvos terapéuticos em

doencas inflamatorias (Timmons et al., 2020).

A atividade da fagocitose realizada por essas células representa um
importante mecanismo de defesa, especialmente contra infeccbes bacterianas,
assim como outro mecanismo aliado a esse, a atividade microbicida (Franca et
al., 2010), segundo esses autores, que desenvolveu um estudo, cujo objetivo foi
verificar os efeitos imunomoduladores in vitro da melatonina e de uma mistura
de plantas medicinais sobre fagocitos mononucleares sanguineos, com base em
seus resultados, sugeriram que a atividade microbicida dos fagécitos do sangue
humano é dependente da liberacdo do anion superédxido, constituindo um

mecanismo crucial de defesa contra infec¢des bacterianas.

Esses ensaios in vitro incluindo células mononucleares humanas, podem
ser realizados com o auxilio da bactéria Escherichia coli, uma cepa capaz de se
aderir a parede do intestino, causando inflamag¢ao em humanos e animais. Essa
espécie pode ser dividida em seis subtipos, sendo a Escherichia coli
Enteropatogénica (EPEC) a bactéria que mais suscita preocupacdes entre as
diarreiogénicas, essa cepa € testada em estudos de produtos naturais para

determinar a toxicidade do material (Costa et al., 2023).

A técnica de viabilidade celular combinada com a tecnologia de citometria
de fluxo, que € capaz de detectar varias interleucinas presentes em uma unica
amostra de células, permite analisar a presenca dessas citocinas que relevam

atividade pro inflamatoria ou anti-inflamatéria do material vegetal.

Direcionar a reducdo de mediadores pro-inflamatérios que sao citocinas
capazes de promover cascatas inflamatorias, como as familias de interleucina
IL-18, IL-6, IL-8 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), pode ser uma
abordagem eficaz de controle e prevencdo doencas inflamatodrias cronicas (Liu
et al., 2018).
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3 JUSTIFICATIVA

O estudo proposto com a espécie U. tomentosa, esta de acordo com a
Politica de Biodiversidade do decreto de n° 4.339 de 22 de agosto de 2002, a
qual engloba diretrizes atribuidas a conservacéo in situ e ex situ de variabilidade
genética de espécies, particularmente daquelas ameacadas ou com potencial
econdbmico. O material vegetal de U. tomentosa conservada em banco de
germoplasma in vitro, permitira 0 acesso seguro e sustentavel a espécie, e uma
vez analisado quanto a citotoxicidade e potencial anti-inflamatério em mondcitos
humanos, permitirA o desenvolvimento de novo medicamento, por possuir
compostos capazes de reduzir os niveis de citocinas pré inflamatérias. Esse
estudo combinado a trabalhos que serdo publicados posteriormente, poderéo
contribuir para a producao de fitoterapicos da espécie de forma sustentavel.

27



4 OBJETIVOS

4.1 Obijetivo geral

Desenvolver protocolo de conservagdo in vitro de U. tomentosa,
estabelecendo a producao de clones elites, visando auxiliar a cadeia produtiva
de fitoterapicos, e avaliar quimicamente 0s extratos vegetais produzidos, bem

como determinar a atividade microbicida e anti-inflamatoria desses extratos.

4.2 Obijetivos especificos

v" Multiplicar acessos mantidos em banco de germoplasma in vitro;

v' Quantificar isomitrafilina, através de cromatografia liquida de alta-
eficiéncia acoplada ao detector ultravioleta (CLAE-UV), dos acessos
UTBN233 e UTBN207 selecionados do banco de germoplasma in vitro,

utilizando método analitico validado;

v Definir parametros para manutencdo em banco de germoplasma da

espécie Uncaria tomentosa;

v’ Estabelecer cultura de raizes do individuo elite de U. tomentosa,

selecionados para o desenvolvimento deste trabalho;
v' Determinar a curva de crescimento das raizes UTBN233;
v' Analisar quimicamente a cultura de raizes estabelecidas;

v Avaliar, in vitro, os extratos obtidos de plantas e raizes, quanto a atividade

microbicida;

v' Dosar as citocinas, por citometria de fluxo, liberadas das células
mononucleares expostas aos extratos de plantas, raizes e a Escherichia

coli, a fim de determinar a atividade anti-inflamatéria.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Material vegetal

O acesso ao patriménio genético do material vegetal em seu ambiente
natural, com o objetivo de introducao in vitro, foi autorizado pelo Conselho de
Gestao do Patrimdnio Genético do Ministério do Meio Ambiente (SISGEN/MMA),
sob o registro AAE1F8C.

Um exemplar da espécie U. tomentosa foi depositado no Herbario da
Universidade de Ribeirdo Preto (UNAERP) sob o voucher HPMURP 3059.

Foram coletadas sementes de individuo localizado na regido de Bannach-
PA. Essas sementes foram submetidas a assepsia, sendo embebidas em
solucéo de hipoclorito de sédio (Triex® — L6241L12) 1,25% e agua autoclavada
a 134 °C por 10 minutos, na proporcédo 1:1; obtendo-se concentracao final de
hipoclorito de sédio a 0,625%. Nessa solucao, as sementes foram mantidas por
2 horas, sob agitacdo constante a 75 rpm em erlenmeyer de 250 mL contendo
100 mL de solucéo. Decorrido o periodo de exposicdo, a solucao foi removida e
substituida por uma solucédo contendo 8 mL de hipoclorito (1,25%) em 72 mL de
agua previamente autoclavada, gerando uma solugéo de concentracao 0,125%
de hipoclorito de sodio, na qual permaneceu, sob agitacdo, por 24 horas. As
sementes foram enxaguadas com agua destilada estéril e transferidas para
cubetas contendo meio de cultura WP (WPM - Wood Plant Medium), 3,0 g L™
de Gellan Gum (Gellex® — 11172025) (Caisson Laboratories, Smithfield, North
Carolina, EUA), isento de fonte de carbono, tendo o pH ajustado para 6,00 +
0,05.

5.2 Ampliagdo do banco de germoplasma in vitro

Para introduzir no banco de germoplasma novos gendétipos, sementes de
individuo de Bannach-PA foram cultivadas e a incubacao foi realizada na sala de
crescimento a 25 + 2 °C com fotoperiodo de 16 h claro (25 ymol/m?/s) fornecido
por lampadas LED (light-emitting diode). Foi feita a manutencdo das plantas em
meio de cultura realizando repicagens e também avaliacdo de crescimento e
enraizamento com 1,0 yM do regulador 6-benzilaminopurina (BAP) (Sigma-
Aldrich® - 107K0737 / Steinheim, Germany).
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5.3 Micropropagacao de plantas de U. tomentosa da regido de Bannach
(UTBN) gendtipos UTBN207 e UTBN233

A micropropagacdo dos acessos foi realizada utilizando 100 mL L do
meio WP (Lloyd; Mccown, 1981) suplementado com 20 g L de sacarose (Synth®
—207434), com pH ajustado para 6,00 + 0,05 e foi adicionado 3,0 g L** de Gellan
Gum (Gellex®—11172025) para a solidificacdo desse meio de cultura preparado,
que foi distribuido em 5 mL nas cubetas. Em seguida os meios de cultura foram
submetidos a autoclavagem a 121 °C e 1 atm de presséo por 15 minutos. As
plantas desenvolvidas nesse meio foram monitoradas para realizacdo dos

repigues.

5.4 Avaliagéo das fontes de carbono

Para estabelecer as condi¢cfes favoraveis de cultivo minimo, foi realizado
um experimento com 192 explantes cultivados em sala de crescimento a 18 £+ 2
°C. Um segundo experimento foi conduzido com mais 192 explantes, contendo
as mesmas caracteristicas, porém em ambiente a 25 + 2 °C. O primeiro
experimento visou avaliar o desenvolvimento dos clones gerados para a
manutencao da espécie em banco de germoplasma, enquanto o segundo focou

no desenvolvimento dos mesmos durante o processo de micropropagacao.

Esses 384 individuos foram mantidos em meio de cultura utilizando
glicose ou sacarose, como fontes de carbono, nas concentracdes de 10 e 20 g

L1, nos meios WP e WP/2, considerados ideais para a manutencéo da espécie.

5.4.1 Avaliacdo das fontes de carbono de individuos UTBN cultivados

emsalaa25+2°C

Individuos UTBN micropropagados foram submetidos a avaliagdo de
fontes de carbono. Este experimento foi conduzido com 16 tratamentos
diferentes. Foram utilizados 12 individuos por tratamento, cultivados em 5 mL do

meio de cultura WP (Lloyd; McCown, 1981) para cada tratamento. Em todas as
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condic¢des realizadas, o pH do meio foi ajustado para 6,00 + 0,05 e para solidificar
0 meio, foi adicionado 3,0 g Lt de Gellan Gum (Gellex®— 11172025).

Os tratamentos foram: 1 - WP 100 mL L%, suplementado com 10 g L* de
glicose; 2 - WP 100 mL L, suplementado com 20 g L de glicose; 3 - WP 100
mL L?, suplementado com 10 g L' de sacarose; 4 - WP 100 mL L7,
suplementado com 20 g L'! de sacarose; 5 - WP 50 mL Lt (WP/2), suplementado
com 10 g L de glicose; 6 - WP 50 mL L (WP/2), suplementado com 20 g L de
glicose; 7 - WP 50 mL L (WP/2), suplementado com 10 g L de sacarose; 8 -
WP 50 mL L (WP/2), suplementado com 20 g L de sacarose. 9 - WP 100 mL
L1, suplementado com 10 g L de glicose e 1 uM de BAP (benzilaminopurina)
(Sigma-Aldrich® — 107K0737); 10 - WP 100 mL L™, suplementado com 20 g L
de glicose e 1 uM de BAP (benzilaminopurina); 11 - WP 100 mL L7,
suplementado com 10 g L de sacarose e 1 uM de BAP (benzilaminopurina); 12
- WP 100 mL L, suplementado com 20 g L de sacarose e 1 uM de BAP
(benzilaminopurina); 13 - WP 50 mL L (WP/2), suplementado com 10 g L de
glicose e 1 uM de BAP (benzilaminopurina); 14 - WP 50 mL L1 (WP/2),
suplementado com 20 g L de glicose e 1 uM de BAP (benzilaminopurina); 15 -
WP 50 mL Lt (WP/2), suplementado com 10 g L de sacarose e 1 uM de BAP
(benzilaminopurina); 16 - WP 50 mL L (WP/2), suplementado com 20 g L de
sacarose e 1 uM de BAP (benzilaminopurina).

Apo6s 3 meses, foi avaliado a altura, o nimero de brotos, o nimero de

gemas e o numero de raizes dos explantes mantidos nos tratamentos.

5.4.2 Avaliacao das fontes de carbono de individuos UTBN cultivados

emsalaal8+2°C

Foram avaliados 192 individuos UTBN em relacéo as fontes de carbono,
glicose e sacarose, contendo 10 ou 20 g L. Esse experimento foi realizado da
mesma forma descrita no item 5.4.1, porém os clones se desenvolveram em um
ambiente controlado de temperatura que permaneceu a 18 + 2 °C. Decorrido os
3 meses nas diferentes condi¢des, foram analisados quanto aos parametros

altura dos brotos, nimero de brotos, nUmero de gemas e nimero de raizes.
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5.5 Avaliag&o da concentragéo de fontes de carbono

Segmentos nodais provenientes de plantas micropropagadas (n=9), foram
separadamente expostos a diferentes concentracbes de glicose e sacarose,
como fonte de carbono (0,10, 20, 30 e 40 g L1). O desenvolvimento dos
explantes foi monitorado a cada 30 dias quanto a altura, nimero de brotos,

gemas e raizes.

5.6 Avaliacéo de plantas UTBN in vitro imersas em 6leo mineral

Para determinar a melhor condicdo de manutencdo da espécie U.
tomentosa em banco de germoplasma (no prelo: Honério et al., 2024), na
presenca de 6leo mineral (Mineral oil light - Sigma-Aldrich® 330779) em sala a
18 £ 2 °C, foi utilizado cubetas contendo 5 mL de meio de cultura WP basal
suplementado com 20 g L de sacarose (Synth® — 207434) em pH 6,00 + 0,05
(n=9). Os explantes introduzidos, tém como caracteristica: 1 - uma gema unica
isenta de qualquer tecido foliar; 2 - uma gema Unica isenta de qualquer tecido
foliar coberta com 5 mL de 6leo mineral; 3 - uma gema Unica isenta de qualquer
tecido foliar coberta com 15 mL de 6leo mineral; 4 - uma gema Unica com tecido
foliar parcialmente seccionado; 5 - uma gema Unica contendo tecido foliar
parcialmente seccionado coberta com 5 mL de 6leo mineral; 6 - uma gema Unica
contendo tecido foliar parcialmente seccionado coberta com 15 mL de 6leo
mineral. A analise foi realizada levando em consideracéo a altura dos brotos, o

namero de brotos, 0 nimero de gemas e de raizes.

5.7 Estabelecimento da cultura de raizes de U. tomentosa da regidao de
Bannach (UTBN) genotipo UTBN233

A propagacao de raizes obtidas de plantas foi realizada utilizando 100 mL
L do meio de cultura MS (Murashige; Skoog, 1962) suplementado com 30 g L
! de sacarose (Synth® — 207434) e 1 mg L* de &cido naftaleno acético [(ANA) /
(Sigma-Aldrich® — 016K0736)] (Rodrigues et al., 2024). O pH foi ajustado para

6,00 £ 0,05 e o0 meio transferido para um erlenmeyer, seguido de autoclavagem
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a uma pressao de 1 atm por 15 minutos. As raizes desenvolvidas nesse meio

foram monitoradas para realizar os repiques.

5.8 Obtencéo do extrato vegetal de raizes UTBN233

Raizes UTBN233 com 45 dias de idade, mantidas in vitro, foram
enxaguadas (3x) em &gua corrente e retiradas dos frascos erlenmeyer para
posterior secagem. Estas, foram transferidas para uma caixa de papel pardo
confeccionada e inserida em Estufa de Circulagcdo e Renovacéao de ar (Marconi®
MAO35) a 45 + 2 °C por 24 horas, apdés o tempo de secagem, o material foi
macerado no gral e a droga vegetal (500 mg) foi exposta a 5 mL de metanol, 30
minutos em banho ultrassonico (Ultronique eco-sonics® - Q5.9/37). A filtragem
dos extratos foi iniciada com o auxilio de um funil e papel de filtro. Um e meio
mililitro do extrato das raizes foi recuperado, por filtracdo, utilizando-se uma
seringa acoplada a uma membrana de filtro de 0,45 pm (Millipore®). Essa
amostra foi inserida em um vial que posteriormente foi analisado no aparelho

CLAE-UV (Shimadzu) para realizacéo de analise quimica.

5.9 Curva de crescimento de raizes UTBN233

Um total de 22 raizes, do gendtipo UTBN233, com 3 semanas (21 dias)
de idade foram utilizadas para montagem da curva de crescimento. Dentro de
camara de fluxo laminar (VECO® HLFS12), com o auxilio de uma balanca e
pinca, foram transferidas, 2,00 + 0,20 g das raizes para erlenmeyers com
capacidade de 250 mL contendo 100 mL de meio de cultura MS suplementado
com 30 g L de sacarose e 1 mg Lt ANA, pH 6,0, preparado de acordo com
condicBes estabelecidas no item 5.7. As raizes foram pesadas igualmente com
massa conhecida e um total de 40 erlenmeyers foi obtido.

No tempo zero, retirou-se trés amostras expostas durante a montagem do
experimento a este novo meio de cultivo. De sete em sete dias, trés erlenmeyers
foram aleatoriamente retirados e as raizes contidas nesses frascos foram
removidas, enxaguadas em agua corrente, transferidas para recipientes
individuais e em seguida colocadas em Estufa de Circulacéo e Renovacéo de ar
(Marconi® MA035) a 45 + 2 °C, onde permaneceram durante 72 horas. Finalizada

a secagem, foi obtido o peso seco das raizes e as amostras foram envelopadas
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em papel pardo, previamente identificado, e armazenadas em freezer -20 °C
(Consul® CVU26DBANA). Os pontos de coleta foram 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49,
56 e 63 dias.

5.10 Andlise quimica por CLAE-UV

Para analise quimica, as partes aéreas e raizes de plantas dos genotipos
UTBN207 e UTBN233, e também raizes advindas da cultura de raizes do
gendtipo UTBN233 foram secas, pesadas e expostas separadamente ao
solvente etanol 70% por 48 horas no escuro e posteriormente, foi realizada uma
extracdo em banho ultrassonico (Ultronique eco-sonics® - Q5.9/37) por 30
minutos. O método utilizado para a extracdo e quantificacdo da mitrafilina e
isomitrafilina foi baseado no protocolo de Bertol (2012), com algumas
modificacdes. Para a deteccdo e quantificacdo desses alcaloides foi realizada a
técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia, com detector ultravioleta
(CLAE-UV). As amostras foram previamente submetidas a uma limpeza ou clean
up, para a retirada de compostos de baixa polaridade que poderiam estar
presentes na amostra. Nesse clean up, 15 mg de extrato foram solubilizados em
1 mL de metanol (JT BAKER — CAS 67-56-1):H20 (Milli-Q) (80:20), e a solucéo
contendo os analitos de interesse foi aplicada em cartucho de silica C18
(Supelco® - LC18 reorder 57054), ativado com 1 mL de metanol, seguido de 1
mL de metanol:H20 (80:20). Depois de drenada toda a fase liquida, os analitos,
retidos no cartucho, foram eluidos com 3 mL de metanol:H20 (80:20), obtendo-
se solucdo de extrato (5 mg mL?), em concentracdo ja apropriada para a
analise.

Na analise cromatografica, foi utilizado o cromatégrafo liquido Agilent,
modelo 1260 Infinity I, acoplado ao detector de arranjo diiodo (DEAC614600),
coluna Zorbax XDB (150 x 4.6mm i.d., 5um) (Agilent, USA) protegida por uma
coluna guarda Eclipse XDB-C18 (4.6 x 12.5 mm i.d., 5um) com quatro bombas
(DEAE209468), sendo uma bomba injetora (DEAEQ41523), um degazeificador
(G7116-60051) e um forno (DEAED25112).

A fase movel utilizada foi acetato de amoénio (Neon — CAS 631-61-8) 10
mM (ajustado para pH 6.9 com trietnolamina, quando necessario) (solvente A) e
acetonitrila (JT BAKER — CAS 75-05-8) (solvente B) em um gradiente linear
programado: 35 % B (0.01 — 18.00 min); 50 % B (18.01 — 25.00 min); 50- 100 %
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B (25.01 - 40 min); 35 % B (40.01 — 45 min) e término (45.01 min). As analises
foram conduzidas em temperatura ambiente (22 = 1 °C) por 45 minutos com fluxo
de 0,8 mL.min! e deteccdo no comprimento de onda de 245 nm. Sendo o volume
de injecéo de 20 pL (Pinto et al., 2022 adaptado de Bertol et al., 2012). Todos os
dados foram processados pelo software Agilent Infinity Il Acquisition.

Para o estabelecimento da curva analitica foram utilizados os padrdes
mitrafilina (CAS n° 509-80-8) e isomitrafilina (CAS n° 4963-01) adquiridos da
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA).

5.11 Avaliagdo do efeito anti-inflamatério dos extratos de Uncaria

tomentosa in vitro

5.11.1 Sujeitos e tamanho amostral

Os vinte voluntarios saudaveis entre 18 e 40 anos de ambos 0s sexos que
participaram deste estudo, foram esclarecidos quanto ao carater espontaneo da
participacédo e sigilo das informagdes, assinando o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) contido no Apéndice I. Ao estarem de acordo com o
TCLE, foi coletado de cada participante 8 mL de sangue periférico por puncéo
venosa.

As atividades com células humanas foram iniciadas ap6s a aprovacédo do
Comité de Etica em Pesquisa sob o registro CAAE 77962724.1.0000.5498.

5.11.2 Separacdo das células do sangue

Para a separacdo de células do sangue, foi preparado tampéo fosfato
salino (PBS) nas seguintes condicdes: 80 g de NaCl (cloreto de sddio), 11,6 g de
Na,HPO, (fosfato dissédico), 2 g de KH,PO, (fosfato monopotassico), 2 g de KClI
(cloreto de potassio), g.s.p. 1000 mL de agua destilada, com pH final ajustado
para 7,0.

As amostras de sangue foram coletadas em tubos contendo EDTA como
agente anticoagulante (Labor Import®). O material biol6gico foi processado no
Laboratorio de Imunologia da Relagdo Materno Infantil/CUA/FMT, localizado na
Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT) em Barra do Garcas-MT, sob
orientacdo da Professora Doutora Adenilda Cristina Honorio Franga,
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imunologista do Instituto de Ciéncias Biolégicas e de Saude da Universidade
Federal de Mato Grosso e responsavel pelo laboratorio supracitado.

Em seguida, foi realizada a separacdo das populacdes celulares por
gradiente de densidade com Ficoll-Paque PLUS (Cytiva®- 10343540) durante 40
minutos a 1500 rpm em temperatura ambiente (25 + 2 °C). Apos este periodo,
foi retirado o anel enriquecido de células mononucleares (MN) e lavado por duas
vezes com 3 mL de PBS que foi previamente diluido na proporcao 1:10 (10X
concentrado), com 1 mL do PBS concentrado para 9 mL de &gua destilada. Logo
depois, o sobrenadante foi desprezado e ressuspendido com 1 mL de PBS. As
células foram contadas em camara de Neubauer e as concentracfes celulares

ajustadas para 2 x 10° células/mL, para a andlise da viabilidade celular.

5.11.3 Viabilidade celular

A viabilidade dos fagécitos do sangue periférico humano foi avaliada pela
técnica de alaranjado de acridina. O laranja de acridina € um corante de acido
nucleico que possui propriedades espectrais Unicas e possibilita a medi¢cdo em
tempo real de RNA e DNA como substitutos da viabilidade celular ao longo da
exposicao a varios estimulos nocivos (Plemel et al., 2017). Esse fluorocromo
metacromatico, sob analise de um microscépio ultravioleta emite cor verde na
sua forma ortocromética ao se ligar no DNA de fita dupla, e emissdo vermelha
ou alaranjado na sua forma metacromatica quando entra em contato com DNA
desnaturado ou despolimerizado ou ainda RNA de fita simples (Smith; Rommel,
1977).

Os extratos vegetais avaliados (Figura 3) foram previamente preparados
utilizando alcool de cereais 96% (CereAlcool® — 20H171415), o qual foi diluido
com Agua Milli-Q® para ficar na concentracéo de 70 °GL. As partes aéreas e as
raizes de plantas micropropagadas por 90 dias de ambos os genoétipos UTBN,
foram retiradas do cultivo in vitro e enxaguadas em agua corrente para posterior
adicéo do alcool 70 °GL, essas amostras foram armazenadas no escuro por 48
horas, apos esse periodo, os extratos foram filtrados com papel filtro e por fim
permaneceram em capela de fluxo laminar para realizar a secagem dos extratos,
esse mesmo procedimento foi realizado em amostras de raizes obtidas da
cultura de raizes com 45 dias de cultivo. Posteriormente, todos os extratos foram
igualmente pesados, em microtubos eppendorf previamente identificados,

contendo 0,02 mg de material vegetal. Em seguida foram expostos a 2 mL de
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PBS e agitados em voértex, para ressuspensdo. Os extratos ainda,
permaneceram em banho ultrassénico (Ultronique eco-sonics® - Q5.9/37) por
uma hora para entédo ser realizada as diluicdes seriadas nas concentracées: 0,2
ug mL%; 2 ug mLt; 20 pg mL; 200 pg mL?t e 2 mg. mL? para determinacéo da

viabilidade celular de mondcitos expostos aos mesmos.

Figura 3 - Preparacéo dos extratos hidroalcoolicos de U. tomentosa in vitro: (A) Parte aérea de
plantas micropropagadas; (B) Raizes de plantas micropropagadas; (C) Raizes obtidas da
cultura de raizes

Apoés separar os fagocitos MN, conforme protocolo de separacdo de
células (sangue), e ajuste da concentracdo celular (2 x 10® células/mL), os
fagodcitos foram incubados, separadamente, com extratos hidroalcodlicos ja
diluidos das partes aéreas e raizes dos acessos de U. tomentosa (UTBN207 e
UTBN233) por um tempo de exposi¢cao de 30 minutos.

As suspensdes celulares (2 x 108 células/mL), tratadas ou ndo com o0s
extratos das plantas micropropagadas de U. tomentosa foram incubadas de
acordo com o tempo, em banho-maria a 37 °C. Decorrido o periodo de incubacao
as amostras foram centrifugadas (10 minutos a 160 x g) (Centrifuga Refrigerada
Cientec®- CT-5000R). O sobrenadante foi armazenado para realizar a dosagem
das citocinas e o botédo celular “pellet” foi corado com 200 L de alaranjado de
acridina (concentracdo de 14,4 mg mL™?) (Sigma, St Loius, USA - 2 mg mL™).
Posteriormente as amostras foram lavadas 3 vezes com PBS sob centrifugacao
(10 minutos a 160 x g). Em seguida, foram montadas laminas com 20 pL das
células e analisadas em microscopia de fluorescéncia (Nikon Eclipse E-200).

Para determinar o indice de viabilidade celular, foi realizada a contagem
de 100 células. As células que apresentaram coloracao verde representaram as

células viaveis (vivas) e aquelas que possuiram coloragdo alaranjada
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representaram as células ndo viadveis (mortas) obtendo-se uma relacéo entre
células vivas e mortas (Franca et al., 2011), sendo esse experimento realizado

em triplicata.

5.11.4 Cultura de Escherichia coli enteropatogénica (EPEC)

A bactéria Escherichia coli isolada das fezes de uma crianga com diarreia
aguda (sorotipo 0111: H- AL-, eae+, eaf+, bfp+) conservada a -70 °C foi
cultivada, conforme descrito por Honério et al. (1997). Esse material previamente
preparado foi diluido em PBS e ajustado para 1 x 107 bactérias/mL, medida com
espectrofotdmetro (620 nm) T 2000 Tekna®.

5.11.5 Avaliacdo da fagocitose e atividade microbicida dos fagécitos

Para avaliar a atividade funcional dos fagécitos, o ensaio da fagocitose foi
realizado de acordo com o item 5.11.2 e 5.11.3, entretanto, no momento da
incubacéo, as células MN estimuladas ou ndo com os extratos hidroalcoolicos
de U. tomentosa foram incubadas juntamente com a EPEC.

A fagocitose e atividade microbicida dos fagécitos foram analisadas
através de microscopia de fluorescéncia (Nikon Eclipse E-200), com a utilizacdo
do corante laranja de acridina (Sigma Aldrich® - A6014). Nessa andlise, as
células sao classificadas de acordo com a ocorréncia de fagocitose e de morte
intracelular da bactéria. O indice de fagocitose foi calculado pela contagem de
células que ingeriram pelo menos 3 bactérias, em uma avaliacdo de 100 células.
Para determinar o indice bactericida, foram contadas 100 células com bactérias
fagocitadas. O indice bactericida foi calculado como a razdo entre bactérias
coradas de laranja [mortas] e bactérias coradas de verde [vivas] x 100 (Franca
et al. (2011), todos os experimentos foram realizados em quadruplicata.

5.11.6 Quantificacdo das citocinas por citometria de fluxo

As concentrac¢des de citocinas, como Interleucina-2 (IL-2), Interleucina-4

(IL-4), Interleucina-6 (IL-6), Interleucina-10 (IL- 10), fator de necrose tumoral
(TNF-a), interferon-y (IFN-y) e interleucina-17A (IL-17A) presentes no
sobrenadante de cultura celular foram avaliadas pelo Kit “BD™ Cytometric Bead
Array (CBA, BD Bioscience, USA) Human Th1/Th2/Th17 Cytokine”. Analises
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destas citocinas foram realizadas através de citometria de fluxo (FACSCalibur,
BD Bioscience, USA). Os dados foram analisados através do software FCAP
Array 3.0.

5.11.7 Andlise estatistica

As analises realizadas tiveram delineamento inteiramente casualizado.
Os resultados foram submetidos a ANOVA através do programa SISVAR V.4.3
(Ferreira, 2011), sendo as médias dos tratamentos comparados pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade (Scott-Knott, 1974). A anélise da avaliacéo
das fontes de carbono de individuos UTBN foi realizada em esquema fatorial
triplo.

Para a analise estatistica foi empregada a andlise de variancia, e para a
comparagao das médias entre os grupos controles e tratados, o teste “t” de
Student e para os parametros bioquimicos, teste “U” de Mann — Whitney. O
programa BioEstat 5.3 foi utilizado para as andlises estatisticas da viabilidade
celular, quantificacdo de citocinas, fagocitose e atividade microbicida através do
teste de Andlise de Variancia (ANOVA) seguido pelo pos-teste de Tukey.

Resultados com p<0.05 (p-value) foram considerados estatisticamente
significativos (Sokal; Rohlf, 1994).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Quantificacdo de alcaloides por CLAE-UV de raizes UTBN233

O extrato metandlico, das raizes cultivadas in vitro, foi preparado na proporcao
100 mg por mililitro (m/v). Nas condi¢Bes de ensaio, foi possivel detectar a presenca
de alcaloides oxinddlicos. Somente o alcaloide isomitrafilina, foi passivel de

quantificacdo, nas condi¢cfes do ensaio (Figura 1).

b,

Isomitrafilina

Isorinchofilina

Pteropodina

2205

Rl
3
0.310
)

Figura 4 - A) Perfil cromatografico de extrato metandlico das raizes de U. tomentosa gendétipo
UTBN233; B) Resolucdo ampliada do segmento do perfil cromatografico de extrato metandlico das
raizes de U. tomentosa genétipo UTBN233 onde se é possivel observar picos dos alcaloides
isomitrafilina (21,7 min), pteropodina (23,4 min) e isorinchofilina (26,9 min).

O crescimento radicular das raizes in vitro foi eficiente, devido as condicdes
dentro de um ambiente controlado que as raizes adventicias estavam. A composi¢ao
do meio de cultura contendo o regulador de crescimento (ANA) também foi
fundamental para a propagacéao e estabelecimento de U. tomentosa, pois essa auxina
exdgena em concentracfes especificas para cada espécie pode aumentar o
crescimento e a diferenciacéo radicular (Kovacs et al., 2024).

Na figura 4, os alcaloides oxinddlicos foram detectados pelo método descrito
por Bertol et al., 2012 e estéo representados de acordo com o tempo de retencéo dos

compostos isolados, tendo sido a isomitrafilina detectada a 21,7 minutos, pteropodina
40



em 23,4 minutos e a isorinchofilina em 26,9 minutos. Deste modo, constata-se que a
cultura de raizes estabelecida a partir do clone UTBN233, com 45 dias de idade,
produziu alcaloides.

Esse resultado que confere a quantificacdo de isomitrafilina por CLAE-UV e a
deteccao dos outros marcadores, mostrou que raizes UTBN233 com 45 dias de idade,
cultivada a partir da cultura de raizes in vitro produz alcaloides, essa identificacéo foi
0 que tornou possivel a obtencao e utilizagdo do extrato vegetal para realizar outros

ensaios e analises.

6.2 Curva de crescimento das raizes UTBN233

A biomassa (mg) das raizes UTBN233 foi determinada em relacdo ao peso
seco. Os valores constatados nas amostras coletadas por um periodo de 63 dias,
pode ser observada na figura 5, juntamente com o teor de isomitrafilina demonstrado

no periodo do experimento.
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Figura 5 - Gréafico de dispersdo da curva de crescimento das raizes de U. tomentosa, gendtipo
UTBNZ233, monitorada por 63 dias, PS = Peso Seco.

A curva de crescimento representada pela Figura 5, apresentou fase inicial de
crescimento (laténcia) nas duas primeiras semanas de experimento. A partir de entao,

as raizes UTBN233 tem sua fase exponencial, entre 0 14° e 42° dia. A fase
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estacionaria pode ser observada entre 0 42° e 56° dia e o declinio ocorre a partir do
56° dia de experimento até o 63° dia. Conclui-se que as raizes UTBN233
apresentaram todas as fases de crescimento, observadas pelo gréfico de dispersao.
Um dos marcadores quimicos de U. tomentosa, a isomitrafilina, apresentou
aumento no teor (m/m) nas semanas iniciais do experimento e o nivel desse alcaloide
oxindolico foi reduzido a partir do 21° dia, conforme a biomassa das raizes aumenta,
o0 alcaloide diminui. Chacon et al. (2023) relatam em seus resultados que, de maneira
geral, a biomassa de uma espécie de planta ameacada foi maximizada com a
combinac¢éo dos horménios de crescimento 6-benzilaminopurina (BAP), cinetina (KIN)
e acido naftaleno acético (ANA); no entanto, a biossintese de alcaloides foi reduzida.
A formacao de alcaloides, conforme o autor destaca, depende da acao de enzimas
que catalisam reac¢des quimicas. O uso de auxinas e citocininas, individualmente ou
em combinacdo, alteram tanto o crescimento da planta quanto a producéo
de metabdlitos secundarios, podendo influenciar a expressao dessas enzimas, que
quando sao expressas em niveis adequados, aumentam a producao de alcaloides.
Estes resultados corroboram com Borroto et al. (2008), uma vez que o
metabdlito antraquinona intracelular da espécie Morinda royoc pertencente a familia
Rubiaceae também diminui consideravelmente a partir do 30° dia de experimento com
raizes cultivadas in vitro, além disso, a maior producdo desse metabdlito foi
evidenciada quando a menor quantidade de peso fresco radicular foi produzida, assim
como observado neste trabalho para U. tomentosa. Nota-se o 4pice de producéo de
isomitrafilina (357 ug g!) enquanto a biomassa é de 257 mg (14 dias). Esse dado
(357,87 ug gt) é semelhante ao resultado demonstrado por Huerta-Heredia et al.
(2009), que também cultivou raizes de U. tomentosa proveniente da cultura de tecido
e nesse trabalho, a concentragdo maxima de alcaldides monoterpeno oxindélicos

(MOA) foi observada no 18° dia, com o teor de 348,2 ug g de peso seco.
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6.3 Avaliacéo das fontes de carbono de individuos UTBN cultivados em salaa 25 + 2 °C

Cada tratamento conduzido experimentalmente promoveu diferente desempenho dos clones micropropagados do genétipo

de UTBN (Tabela 1).

Tabela 1 — Resumo de p valor da analise de variancia em esquema fatorial triplo, considerando as variaveis avaliadas para os fatores concentracdo dos sais
de WP, tipo e concentracdo da fonte de carbono, suplementados ou ndo com 1 uM de 6-benzilaminopurina, analisados em explantes de U. tomentosa,
cultivados em sala de crescimento mantida a 25 + 2 °C, com fotoperiodo de 16 h claro (25 umol/m?/s) fornecido por lampadas LED (light-emitting diode).

Fonte de Variacao Altura N° de Brotos | N° de Gemas | N° de Raizes

Tratamentos GL | Pr>Fc Pr>Fc Pr>Fc Pr>Fc
MEIO DE CULTURA 1 | 0.0000** 0.3368" 0.0000** 0.0000**
FONTE DE CARBONO 3 | 0.0000** 0.8756" 0.3295" 0.0000**
REGULADOR 1 | 0.0000** 0.0011** 0.0002** 0.5608"s
MEIO*FONTE DE CARBONO 3 | 0.0000** 0.1509"s 0.0001** 0.8869"
MEIO*REGULADOR 1 | 0.0000** 0.9038" 0.0001** 0.0000**
FONTE DE CARBONO*REGULADOR 3 | 0.1807"s 0.5012" 0.2824" 0.0000**
MEIO*FONTE DE CARBONO*REGULADOR 3 | 0.0011* 0.5820" 0.0202** 0.1739"
CV(%) 9,51 27,53 13,74 16,94
Média geral 3,55 1,72 7,12 3,47
GL erro 32
GL total corrigido 47

Fonte: Arquivo pessoal, 2024.

* Interac@o entre os tratamentos; ** Significativo a 5% de probabilidade segundo o teste Scott Knott; CV = Coeficiente de variacdo; Fc = Valor calculado; GL =
Graus de liberdade; N° = nimero; ns = ndo significativo a 5% de probabilidade segundo o teste Scott Knott; Pr = probabilidade; > = maior.
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A analise estatistica dos tratamentos expostos a temperatura de 25 + 2 °C,
apontam que, quanto as variaveis altura e nUmero de gemas, estas apresentaram
interacdo tripla significativa entre os tratamentos no desdobramento do tipo e
concentracéo da fonte de carbono, além da concentragéo dos sais do meio de cultura
e regulador de crescimento utilizado (Tabela 1).

A variavel numero de brotos, apresentou resultado estatisticamente
significativo somente quanto ao regulador BAP.

Os tratamentos Meio de cultivo; Fonte de carbono; Meio e regulador; Fonte de
carbono e regulador, apresentaram interacao significativa quando analisada a variavel

namero de raizes dos explantes frente ao teste Scott Knott 5% de variancia.

E possivel identificar na Tabela 2, que individuos UTBN expostos & 10 g L' de
glicose em meio WP (100 mL L) na auséncia do regulador BAP, apresentaram maior
promocao de desenvolvimento para o parametro altura, atingido aos noventa dias 5,76
centimetros.
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Tabela 2 - Comparacdo das médias utilizando Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade para a
variavel altura, analisados em explantes de U. tomentosa, cultivados em sala de crescimento mantida
a 25+ 2 °C, com fotoperiodo de 16 h claro (25 pmol/m?/s) fornecido por lampadas LED (light-emitting
diode).

0,0 uM BAP 1,0 uM BAP
Glicose Sacarose Glicose Sacarose
10 20 10 20 10 20 10 20
WP 5.76aA 4.20aB 4.16aB 4.00aB | 4.46aA 4.13aA 2.43bB 2.43aB
WP/2 2.96bA 3.70aA 3.20bA 3.16bA | 2.93bA 3.10bA 3.23aA 2.93aA

Médias seguidas de mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem
significativamente (P < 0,05) entre si, pelo teste de Scott-Knott.

WP WP/2
Glicose Sacarose Glicose Sacarose
10 20 10 20 10 20 10 20
OBAP b5.76a 4.20a 4.16a 4.00a |2.96a 3.70a 3.20a 3.16a
1BAP 4.46b 4.13a 243b 2.43b |293a 3.10b 3.23a 2.93a

Fonte: Arquivo pessoal, 2024.

Médias seguidas de mesma letra minasculas na coluna, ndo diferem significativamente (P < 0,05) entre
si, pelo teste de Scott-Knott.

BAP = 6-Benzilaminopurina; WP = Meio de cultura Wood Plant de Lloyd & McCown,1981.

E observado, que os clones in vitro de U. tomentosa monitorados durante o
processo de micropropagacao, em sala de crescimento a 25 + 2 °C quanto a variavel
altura, apresentaram bom desempenho na presenca ou auséncia do regulador BAP.

De acordo com a analise dos dados apresentados na Tabela 3, quando se trata
da varidvel numero de brotos, a presengca do regulador demonstra resultados
superiores independente da concentracdo dos sais do meio de cultura WP (100 mL L-
1) bem como em WP/2 (50 mL L1).
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Em relacdo a fonte de carbono, a condigdo utilizando 20 g L de sacarose é
melhor na presenca de 1,0 mg Lt de BAP, do que isento de regulador, sendo esta

Gltima, estatisticamente inferior.

Tabela 3 - Comparacdo das médias utilizando Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade para a
variavel nimero dos brotos, analisados em explantes de U. tomentosa, cultivados em sala de
crescimento mantida a 25 £ 2 °C, com fotoperiodo de 16 h claro (25 umol/m?/s) fornecido por lampadas
LED (light-emitting diode).

Meio de cultura 0,0 uM BAP 1,0 uM BAP
WP 1.41bA 1.89aA
WP/2 1.53bA 2.04aA
BAP Sacarose 10g Sacarose 20g Glicose 10g Glicose 20g
0,0 uM 1.45aA 1.38aB 1.56aA 1.50aA
1,0 uyM 1.90aA 2.23aA 1.90aA 1.83aA

Fonte: Arquivo pessoal, 2024.
Médias seguidas de mesma letra mailscula na coluna e minldscula na linha, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5 % de probabilidade. (*) variaveis transformadas

paravx + 0,5.
BAP = 6-Benzilaminopurina; WP = Meio de cultura Wood Plant de Lloyd & McCown,1981.

No meio de cultura contendo 1,0 mg Lt de BAP também é possivel utilizar 10
g L1 de sacarose ou glicose a 10 ou 20 g L1, tornando viavel a selegéo de quaisquer

dessas fontes de carbono a ser utilizada no preparo do meio de cultivo.

Ao observar os resultados da Tabela 4, é possivel afirmar que o meio de cultura
estatisticamente superior para a variavel nimero de gemas dos explantes de U.
tomentosa mantidos a 25 + 2 °C, € WP suplementado com 10 g L de glicose, estejam

eles na presenca ou auséncia do regulador BAP.
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Tabela 4 - Comparacdo das médias utilizando Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade para a
variavel nimero de gemas, analisados em explantes de U. tomentosa, cultivados em sala de
crescimento mantida a 25 £ 2 °C, com fotoperiodo de 16 h claro (25 umol/m?/s) fornecido por lampadas
LED (light-emitting diode).

0,0 uM BAP 1,0 uM BAP
Glicose Sacarose Glicose Sacarose
10 20 10 20 10 20 10 20
WP 8.50aA 8.33aA 8.10aA 6.56aB | 9.53aA 8.00aB 6.00bC 7.63aB
WP/2 5.03bA 4.66bA 5.56bA 5.43aA | 6.90bB 6.10bB 9.23aA 8.33aA

Médias seguidas de mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem
significativamente (P > 0,05) entre si, pelo teste de Scott-Knott.

WP WP/2
Glicose Sacarose Glicose Sacarose
10 20 10 20 10 20 10 20
OBAP 8.50a 8.33a 8.10a 6.56a |5.03b 4.66a 556b 5.43b
1BAP 9.53a 8.00a 6.00b 7.63a |6.90a 6.10a 9.23a 8.33a

Fonte: Arquivo pessoal, 2024.

Médias seguidas de mesma letra minasculas na coluna, ndo diferem significativamente (P < 0,05) entre
si, pelo teste de Scott-Knott.

BAP = 6-Benzilaminopurina; WP = Meio de cultura Wood Plant de Lloyd & McCown,1981.

A fonte de carbono sacarose também pode ser utilizada, uma vez que é
estatisticamente equivalente quando comparados os meios de cultivo WP contendo
10 g L de sacarose ou glicose isento de regulador de crescimento.

Se 0 meio de cultura de escolha for o WP/2, para que este se mantenha
equivalente aos estatisticamente superiores, serd necessario a presenca do BAP (1,0

mg L), independentemente da concentracédo de sacarose (10 ou 20 g LY).

Ao analisar a tabela 5, conclui-se que a melhor condicdo para o

desenvolvimento de raizes dos clones UTBN cultivados em sala de crescimento
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mantida a 25 + 2 °C é WP/2 (50 mL L), suplementado com 20 g L* de glicose
contendo 1,0 mg L de BAP.

Tabela 5 - Comparacao das médias utilizando Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade para a
variavel nidmero de raizes, analisados em explantes de U. tomentosa, cultivados em sala de
crescimento mantida a 25 £ 2 °C, com fotoperiodo de 16 h claro (25 umol/m?/s) fornecido por lampadas
LED (light-emitting diode).

Meio de cultura 0,0 uM BAP 1,0 uM BAP
WP 3.05aB 2.11bB
WP/2 3.80bA 4.94aA
Sacarose 10g Sacarose 20g | Glicose 10g Glicose 20g
WP 1.63bB 2.51aB 2.86aB 3.33aB
WP/2 3.50cA 4.40bA 4.41bA 5.16aA
BAP Sacarose 10g Sacarose 20g Glicose 10g Glicose 20g
0,0 uMm 2.85bA 4.06aA 3.18bB 3.61aB
1,0 uyM 2.28CcA 2.85cB 4.10bA 4.88aA

Fonte: Arquivo pessoal, 2024.

Médias seguidas de mesma letra mailscula na coluna e minldscula na linha, ndo diferem
significativamente (P < 0,05) entre si, pelo teste de Scott-Knott.

BAP = 6-Benzilaminopurina; WP = Meio de cultura Wood Plant de Lloyd & McCown,1981.

Alguns autores que realizaram a micropropagacao de U. tomentosa, utilizaram
no meio de cultura a fonte de carbono sacarose, com 30 g L (Pereira et al., 2008,
Venutolo, 2011, Raposo; Teixeira 2011), porém no presente estudo, constatamos que
em sala a 25 + 2 °C utilizada para a multiplicacdo em escala dos individuos UTBN a
melhor fonte de carbono foi a glicose (10 g L) em meio WP (100 mL L), pois nos
parametros avaliados, determinantes a micropropagacao de Uncaria, esta condicao
apresentou-se estatisticamente superior quanto aos parametros altura dos explantes,

namero de brotos e de gemas que sdo fundamentais para a micropropagacao, pois
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guanto maior for o nimero de brotos e gemas, maior sera a quantidade de clones
obtidos.

O sucesso da micropropagacao envolve varios fatores, como a composi¢ao do
meio de cultura, ambiente de cultivo e gendtipo (Balasubramaniam et al., 2024), esses
fatores foram alcancados com sucesso nesse modelo experimental, os explantes
permaneceram saudaveis nessa condicdo durante 3 meses. Além disso, ndo foi
necessario a adi¢cao do regulador BAP, talvez porque os niveis de horménio endégeno
dos individuos UTBN foram suficientes para garantir o desenvolvimento no meio de
cultura em que se encontravam, do mesmo modo que foi apontado essa possibilidade
no trabalho de Alvarez et al. (2024) com a leguminosa Zuccagnia punctata mantida in

vitro.
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6.4 Avaliacéo das fontes de carbono de individuos UTBN cultivados em salaa 18 £ 2 °C

Ao analisar a fonte de variagéo identificada na Tabela 6, constatou-se interacéo tripla significativa para o parametro meio de

cultivo juntamente com a fonte de carbono e regulador de crescimento para todas as variaveis ensaiadas com os individuos UTBN,

cultivados em sala de crescimento a 18 + 2 °C.

Tabela 6 — Resumo de p valor da andlise de varidncia em esquema fatorial triplo, considerando as variaveis avaliadas para os fatores concentra¢do dos sais
de WP, tipo e concentracdo da fonte de carbono, suplementados ou ndo com 1 uM de 6-benzilaminopurina, analisados em explantes de U. tomentosa,
cultivados em sala de crescimento mantida a 18 + 2 °C, com fotoperiodo de 16 h claro (25 ymol/m?/s) fornecido por lampadas LED (light-emitting diode).

Fonte de Variacéo Altura Numero de Brotos | Numero de Gemas | Numero de Raizes

Tratamentos GL Pr>Fc Pr>Fc Pr>Fc Pr>Fc
MEIO DE CULTURA 1 0.8957ns 0.1086ns 0.0279** 0.0000**
FONTE DE CARBONO 3 0.0003** 0.8792ns 0.0073** 0.0000**
REGULADOR 1 0.2430ns 0.0000** 0.0000** 0.8699ns
MEIO*FONTE DE CARBONO 3 0.0000** 0.0064** 0.0006** 0.0025**
MEIO*REGULADOR 1 0.3618ns 0.0024** 0.6257ns 0.0000**
FONTE DE CARBONO*REGULADOR 3 0.0000** 0.0730ns 0.0003** 0.1360ns
MEIO*FONTE DE CARBONO*REGULADOR 3 0.0005** 0.0122** 0.0136** 0.0054**
CV(%) 8,10 18,50 14,74 19.45
Média geral 2,69 1,79 6,16 2.69
GL erro 32
GL total corrigido 47

Fonte: Arquivo pessoal, 2024.

* Interac@o entre os tratamentos; ** Significativo a 5% de probabilidade segundo o teste Scott Knott; CV = Coeficiente de variagdo; Fc = Valor calculado; GL =
Graus de liberdade; ns = ndo significativo a 5% de probabilidade segundo o teste Scott Knott; Pr = probabilidade; > = maior.
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Os meios de cultura avaliados diferiram estatisticamente para as variaveis
namero de gemas e raizes.

Quando foi avaliado o tipo e concentracdo da fonte de carbono, todos os
parametros, exceto o numero de brotos, diferem significativamente, assim como
a presenca ou auséncia do regulador BAP em relacdo ao numero de brotos e
gemas dos explantes.

A associacao entre a concentracdo dos sais de WP com as fontes de
carbono, em todas as varidveis avaliadas, apresentou diferenca estatistica
significante com P < 0,05. Na interacdo entre regulador e meio de cultura,
significancia estatistica é observada para as variaveis niamero de brotos e
namero de raizes. Enquanto a interacdo entre o regulador e a fonte de carbono,

foi significativa para as variaveis altura e numero de gemas.

Os valores apresentados na tabela 7, apontam o0s meios WP
suplementado com 20 g L de glicose e 1,0 uM de BAP e WP/2 contendo 10 g
L1 de sacarose isento de BAP como as melhores condi¢cGes para a variavel altura
dos explantes de U. tomentosa submetidos a avaliacdo experimental, sendo

estatisticamente equivalentes.
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Tabela 7 - Comparacéo das médias utilizando Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade para
a variavel altura, analisados em explantes de U. tomentosa, cultivados em sala de crescimento
mantida a 18 £ 2 °C, com fotoperiodo de 16 h claro (25 pmol/m2/s) fornecido por lampadas LED
(light-emitting diode).

0,0 uM BAP 1,0 uM BAP
Glicose Sacarose Glicose Sacarose
10 20 10 20 10 20 10 20

WP 2,76aA 2,60aA 2,26bB 2,90aA | 3,16aB 3,80aA 1,66bD 2,43aC

WP/2 2,30bB 2,56aB 3,30aA 2,56aB | 2,90aA 2,63bA 2,73aA 2,53aA

Médias seguidas de mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem
significativamente (P < 0,05) entre si, pelo teste de Scott-Knott.

WP WP/2

Glicose Sacarose Glicose Sacarose

10 20 10 20 10 20 10 20

0BAP 2,76b 2,60b 2.26a 2,90a |2,30b 2,56a 3,30a 2,56a

1BAP 3,16a 3,80a 1.66b 243b |290a 2,63a 2,73b 2,53a

Fonte: Arquivo pessoal, 2024.

Médias seguidas de mesma letra mindsculas na coluna, néo diferem significativamente (P < 0,05)
entre si, pelo teste de Scott-Knott.

BAP = 6-Benzilaminopurina; WP = Meio de cultura Wood Plant de Lloyd & McCown,1981.

Os fatores avaliados quanto a variavel numero de brotos (Tabela 8),
mostram que na auséncia do BAP é possivel ser utilizada todas as variacdes de
sais dos meios de cultura (WP e WP/2), bem como as fontes de carbono (glicose
e sacarose), nas diversas contracfes ensaiadas, uma vez que estatisticamente

todas as combinacdes nao apresentaram diferenca estatistica.
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Tabela 8 - Comparacgéo das médias utilizando Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade para
a variavel nimero de brotos, analisados em explantes de U. tomentosa, cultivados em sala de
crescimento mantida a 18 + 2 °C, com fotoperiodo de 16 h claro (25 ymol/m?/s) fornecido por
lampadas LED (light-emitting diode).

0,0 uM BAP 1,0 uM BAP
Glicose Sacarose Glicose Sacarose
10 20 10 20 10 20 10 20

WP 1.20aA 1.76aA 1.90aA 1.66aA | 1.80bA 2.20aA 1.16bB 2.03aA

WP/2 1.56aA 1.33aA 1.43aA 1.56aA | 2.66aA 2.10aB 2.46aA 1.86aB

Médias seguidas de mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem
significativamente (P < 0,05) entre si, pelo teste de Scott-Knott.

WP WP/2

Glicose Sacarose Glicose Sacarose

10 20 10 20 10 20 10 20

OBAP 1.20b 1.76a 190a 1.66a |156b 1.33b 1.43b 1.56a

1BAP 180a 2.20a 1.16b 2.03a |2.66a 2.10a 2.46a 1.86a

Fonte: Arquivo pessoal, 2024.

Médias seguidas de mesma letra minUsculas na coluna, ndo diferem significativamente (P < 0,05)
entre si, pelo teste de Scott-Knott.

BAP = 6-Benzilaminopurina; WP = Meio de cultura Wood Plant de Lloyd & McCown,1981.

Quanto ao parametro numero de gemas (Tabela 9), é observado que na
auséncia do BAP, todas as variacdes de sais dos meios de cultura, assim como
as fontes de carbono nas contracfes ensaiadas, sdo completamente viaveis
para cultivar os explantes mantidos a 18 + 2 °C, pois ndo apresentaram diferenca
estatistica pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Tabela 9 - Comparacgéo das médias utilizando Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade para
a variavel niumero de gemas, analisados em explantes de U. tomentosa, cultivados em sala de
crescimento mantida a 18 + 2 °C, com fotoperiodo de 16 h claro (25 ymol/m?/s) fornecido por
lampadas LED (light-emitting diode).

0,0 uM BAP 1,0 uM BAP
Glicose Sacarose Glicose Sacarose
10 20 10 20 10 20 10 20

WP 5.56aA 5.46aA 5.56aA 6.10aA | 8.16aB 10.0aA 4.03bC 6.83aB

WP/2 5.50aA 4.83aA 5.86aA 4.60aA | 6.76aA 6.76bA 6.56aA 6.00aA

Médias seguidas de mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem
significativamente (P < 0,05) entre si, pelo teste de Scott-Knott.

WP WP/2

Glicose Sacarose Glicose Sacarose

10 20 10 20 10 20 10 20

OBAP 556b 5.46b 556a 6.10a |[550a 4.83b 5.86a 4.60a

1BAP 8.16a 10.0a 4.03b 6.83a |6.76a 6.76a 6.56a 6.00a

Fonte: Arquivo pessoal, 2024.

Médias seguidas de mesma letra minUsculas na coluna, ndo diferem significativamente (P < 0,05)
entre si, pelo teste de Scott-Knott.

BAP = 6-Benzilaminopurina; WP = Meio de cultura Wood Plant de Lloyd & McCown,1981.

Para o cultivo dos individuos UTBN mantidos a 18 + 2 °C quanto ao
parametro niumero de raizes, com base na analise estatistica apresentada na
Tabela 10, todos os tratamentos em meio WP/2 na presenca do regulador séo

estatisticamente significativos.
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Tabela 10 - Comparacao das médias utilizando Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade para
a variavel nimero de raizes, analisados em explantes de U. tomentosa, cultivados em sala de
crescimento mantida a 18 + 2 °C, com fotoperiodo de 16 h claro (25 ymol/m?/s) fornecido por

lampadas LED (light-emitting diode).

0,0 uM BAP 1,0 uM BAP
Glicose Sacarose Glicose Sacarose
10 20 10 20 10 20 10 20
WP 2.66bA 2.90aA 1.00bB 2.76aA | 2.33bA 3.03bA 0.00bB 0.76bB
WP/2 3.66aA 3.43aA 256aB 2.66aB | 3.43aA 4.43aA 3.56aA 3.90aA

Médias seguidas de mesma letra mailscula na linha

e minUscula na coluna, nao diferem

significativamente (P < 0,05) entre si, pelo teste de Scott-Knott.

WP WP/2
Glicose Sacarose Glicose Sacarose
10 20 10 20 10 20 10 20
OBAP 266a 290a 1.00a 2.76a |3.66a 3.43b 256b 2.66b
1BAP 233a 3.03a 0.00b 0.76b |3.43a 4.43a 3.56a 3.90a

Fonte: Arquivo pessoal, 2024.

Médias seguidas de mesma letra minUsculas na coluna, ndo diferem significativamente (P < 0,05)
entre si, pelo teste de Scott-Knott.

BAP = 6-Benzilaminopurina; WP = Meio de cultura Wood Plant de Lloyd & McCown,1981.

E observado que até o momento, ndo existe um protocolo de manutencdo
adequado para U. tomentosa. Os resultados desse experimento mostram que foi
possivel padronizar a melhor condicdo para manter a espécie em banco de
germoplasma a 18 + 2 °C, utilizando WP/2 (50 mL L) suplementado com 10 g
Lt de sacarose, isento de regulador, o qual apresentou superioridade no

parametro altura dos brotos.

Por se tratar de um protocolo de conservagao da espécie que sempre sera
monitorada, a utilizacdo de metade dos sais de WP e metade da fonte de
carbono é favoravel, pois implica em menor custo, tornando o protocolo

desenvolvido além de reprodutivel mais acessivel do ponto de vista econémico.
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6.5 Avaliacdo da concentragéo de fonte de carbono

A avaliacdo experimental dos genétipos UTBN micropropagados
demonstra que foi possivel avaliar durante 6 meses, todos os parametros
propostos nesse trabalho, tendo as analises estatisticas sido realizadas a cada
30 dias.

6.5.1 Avaliacdo da concentracdo da fonte de carbono glicose

Os resultados representados na Tabela 11, demonstram que a condicao:
WP 100 mL L? + 10 g L? glicose apresentou superioridade para todos os
parametros avaliados, exceto para os parametros numero de brotos e raizes.
Quanto ao parametro namero de brotos, todos os tratamentos que receberam
fonte de carbono apresentaram resultados estatisticamente equivalentes. No
que se refere ao nimero de raizes, os tratamentos contendo 10,20 e 40 g L de
glicose néo diferiram estatisticamente.

Na condicdo contendo 100 mL L' de WP, isenta de glicose, cinco dos
nove explantes apresentaram algum nivel de desenvolvimento nas condi¢des de
manutencdo in vitro. Os individuos sobreviventes alcancaram 1,7 = 0,4 cm de
altura e 3 gemas. Nessa condi¢do nao desenvolveram raizes, portanto quando
comparado aos outros tratamentos estes explantes demonstraram baixo
desempenho embora tenham sobrevivido por 180 dias na auséncia de fonte de

carbono.

Tabela 11 — Resultado da avaliagdo experimental no desenvolvimento de explantes de U.
tomentosa expostos a variagdo da concentracdo de glicose, durante 180 dias, cultivados em sala
de crescimento mantida a 18 + 2 °C, com fotoperiodo de 16 h claro (25 ymol/m?/s) fornecido por
lampadas LED (light-emitting diode).

Altura Nimero Numero NuUumero

Tratamentos (cm) Brotos Gemas Raizes
WP 100 mL L*+ 0gL?glicose 1,7+0,2d 1,0+0,0b 3,310,4b  0,0+0,0c
WP 100 mL L* + 10 g L glicose 3,8+0,6a 1,7+0,8a 7,7t19a 4,3+2,9a
WP 100 mL L* + 20 g L* glicose 2,9+0,4b  1,8+0,4a  63+0,1b  4,8+1,0a
WP 100 mL L + 30 g L* glicose 2,1#0,2d  2,0+0,0a  52+0,4c  1,8+0,4b
WP 100 mL L* + 40 g L* glicose 24+0,3c  1,8+0,5a  53+1,4c 4,1+12a

Fonte: Arquivo pessoal, 2024.

cm = centimetros; mL = mililitro; WP = Meio de cultura Wood Plant de Lloyd & McCown,1981.
Nota: Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Scott Knott a 5% de probabilidade.
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Outro aspecto observado nessa analise experimental foi a quantidade de
morte dos explantes, determinantes para a escolha do melhor meio de cultivo
para manutencéo dos clones UTBN. Uma avaliacdo mensal da taxa de morte foi
elaborada (Tabela 12).

Tabela 12 — Taxa de morte no desenvolvimento de explantes expostos a variacdo da
concentracao de glicose no periodo de 180 dias.

Taxa de morte

Tratamentos Més 1 Més2 Més3 Més4 Més5 Mésb
WP 100 mL L*+ 0 g L?glicose 33,33% 33,33% 44,44% 44,44% 44,44% 66,66%
WP 100 mL L1 + 10 g L1 glicose 0% 0% 0% 0% 22,22% 44,44%
WP 100 mL L1 + 20 g L glicose 0% 0% 11,11% 33,33% 66,66% 77,77%
WP 100 mL L't + 30 g L' glicose 0% 0% 0% 44,44% 66,66% 66,66%
WP 100 mL L1 + 40 g L glicose 0% 0% 11,11% 22,22% 66,66% 77,77%

Fonte: Arquivo pessoal, 2024.
mL = mililitro; WP = Meio de cultura Wood Plant de Lloyd & McCown,1981.

O tratamento contendo 100 mL L™t de WP suplementado com 10 g L™t de
glicose foi o que promoveu a sobrevivéncia de todos os explantes por mais
tempo, apresentando, no quinto més, uma taxa de mortalidade de apenas
22,22%. Isso indica que essa condicdo favorece a manutencdo dos explantes
por um periodo prolongado.

Sendo assim, a avaliagdo da concentracdo de glicose dos gendtipos
UTBN mantidos a 25 + 2 °C analisada ao longo de seis meses, permitiu encontrar
o melhor tratamento quanto a altura e ao numero de gemas, parametros
essenciais para a micropropagacao da espécie.

Esse resultado confiima que essa é a melhor condicdo para a
micropropagac¢ao de U. tomentosa, pois foi a mesma indicada no experimento

do item 6.3.

6.5.2 Avaliacdo da concentracao da fonte de carbono sacarose

Os resultados representados na Tabela 13, demonstra que a condic¢ao:
WP 100 mL L + 10 g L? sacarose apresentou superioridade para todos os
parametros avaliados, exceto para o numero de brotos. Quanto a esse
parametro, todos os tratamentos apresentaram resultados estatisticamente

equivalentes.
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A condicdo contendo 100 mL L* de WP, isenta de sacarose, nédo foi
exitosa, ja que um meio de cultivo sem fonte de carbono impossibilita o
desenvolvimento de plantas mantidas in vitro. O Unico individuo que sobreviveu
aos 180 dias (sobrevivéncia de 11,12%), alcancou apenas 1,2 cm de altura,
obteve 4 gemas e ndo desenvolveu raizes, portanto esse explante demonstrou
baixo desempenho com reduzidas chances de sobrevivéncia para posterior

multiplicacéo.

Tabela 13 — Resultado da avaliagdo experimental no desenvolvimento de explantes de U.
tomentosa expostos a variacdo da concentracdo de sacarose, durante 180 dias, cultivados em
sala de crescimento mantida a 18 £ 2 °C, com fotoperiodo de 16 h claro (25 pmol/m?/s) fornecido
por lampadas LED (light-emitting diode).

Altura Nimero NuUmero NuUumero

Tratamentos (cm) Brotos Gemas Raizes
WP 100 mL L+ 0 g L?sacarose 1,2+0,0c 1,0+0,0a  4,0+0,0c  0,0%0,0c
WP 100 mL L1 + 10 g L' sacarose 3,8+0,8a 1,3£0,3a 6,0t19a 8,9+2,7a
WP 100 mL L1 + 20 g L sacarose 2,2+0,2b 1,0+0,0a  5,0£0,5b  2,9+1,5b
WP 100 mL L1 + 30 g L sacarose 1,0£0,0c 1,0£0,0a 2,0£0,0d  0,0£0,0c
WP 100 mL L1 + 40 g L sacarose 1,2+0,0c 1,0+0,0a  3,0£0,0d 0,0+0,0c

Fonte: Arquivo pessoal, 2024.

cm = centimetros; mL = mililitro; WP = Meio de cultura Wood Plant de Lloyd & McCown,1981.
Nota: Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Scott Knott a 5% de probabilidade.

Outro aspecto observado nessa analise experimental foi a quantidade de
morte dos explantes, determinantes para a escolha do melhor meio de cultivo
para manutencédo dos clones UTBN. Uma avaliacdo mensal da taxa de morte foi
elaborada (Tabela 14).

Tabela 14 — Taxa de morte no desenvolvimento de explantes expostos a variacdo da
concentracao de sacarose no periodo de 180 dias.

Taxa de morte

Tratamentos Més 1 Més2 Més3 Més4 Més5 Mésb
WP 100 mL Lt + 0gL?sacarose 88,88% 88,88% 88,88% 88,88% 88,88% 88,88%
WP 100 mL L* + 10 g L*sacarose 55,55% 55,55% 55,55% 55,55% 55,55% 55,55%
WP 100 mL Lt + 20 g L sacarose 22,22% 22,22% 22,22% 33,33% 55,55% 55,55%
WP 100 mL L* + 30 g L? sacarose 0% 0% 0% 33,33% 88,88% 88,88%
WP 100 mL L + 40 g L sacarose 11,11% 22,22% 22,22% 33,33% 77,77% 88,88%

Fonte: Arquivo pessoal, 2024.
mL = mililitro; WP = Meio de cultura Wood Plant de Lloyd & McCown,1981.
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No primeiro més de experimento a maior taxa de morte evidenciada foi no
tratamento isento de sacarose, e se manteve ao longo dos seis meses de
experimento.

Todos os nove clones submetidos a 100 mL L* de WP suplementado com
30 g L de sacarose, permaneceram vivos durante 3 meses, apresentando
valores superiores na altura, no numero de brotos e de gemas, porém a partir do
quarto més a taxa de morte aumenta consideravelmente, alcangando a mesma
taxa morte do meio de cultura contendo 20 e 40 g L' de sacarose.

Apds 5 meses de cultivo as condigées contendo 100 mL Lt de WP e 10
ou 20 g L de sacarose garantiu a sobrevivéncia de 44,44% dos explantes, que

foi mantida até o sexto més de experimento.

6.6 Avaliacdo de plantas UTBN in vitro imersas em 6leo mineral

A realizacdo do experimento na analise dos individuos UTBN em meio de
cultura contendo ou ndo 6leo mineral, apresentou resultados significativos que
ajudaram definir as caracteristicas dos explantes utilizados na manutencado em

banco de germoplasma de U. tomentosa.

Diante dos resultados apresentados (Tabela 15), os explantes foram
capazes de crescerem e se adaptarem ao meio de cultura contendo 100 mL L*
de sais WP suplementado com 20 g L de sacarose em pH 6,00, com a adicédo

de 5 ou 15 mL de 6leo mineral (Figura 6).
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Tabela 15 - Avaliagdo do desenvolvimento de explantes de U. tomentosa imersos em 6leo mineral, durante 180 dias, cultivados em sala de crescimento mantida a
18 £ 2 °C, com fotoperiodo de 16 h claro (25 pmol/m?/s) fornecido por lampadas LED (light-emitting diode).

Altura Numero Numero Numero
Tratamentos (cm) de de de
Brotos Gemas Raizes
1 Controle — segmento nodal sem folhas 3,4+0,9b 1,7+0,7d 8,2+3,1c 2,7£2,1b
2 Segmento nodal sem folhas, exposto a 5 mL de 6leo mineral 2,4+1,0c 3,1+2,1c 8,8+3,2c 5,9+4,5a
3 Segmento nodal sem folhas, exposto a 15 mL de 6leo mineral 2,810,4c 49+1,4b 11,8+3,1b  5,9+2,0a
4 Controle — segmento nodal contendo folhas seccionadas 4,4+0,7a 1,8+0,4d 8,8+£2,3c 7,1+1,7a

5 Segmento nodal contendo folhas seccionadas, exposto a 5 mL de 6leo mineral 4,2+0,0a 1,0+£0,0d 9,0£0,0c 6,0£0,0a

6 Segmento nodal contendo folhas seccionadas, exposto a 15 mL de 6leo mineral  3,0+0,0b 7,8+£0,8a 15,8+1,5a 5,1+0,3a
Fonte: Arquivo pessoal, 2024.

n° = nimero; mL = mililitro

Nota: Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.

O tratamento no qual os segmentos nodais que foram introduzidos inicialmente com um par de folhas seccionadas imerso em 15
mL de 6leo mineral (Tratamento 6), foi o que promoveu melhor desempenho dos explantes em relacdo ao numero de brotos e gemas
durante os 180 dias de experimento, demonstrando que a formacao de novos brotos e gemas foi significativamente superior a dos demais
tratamentos. Essa condi¢cdo pode ser indicada para o aprimoramento do protocolo de manutengdo no armazenamento de curto prazo da
espécie in vitro.

O numero de raizes foi estatisticamente semelhante para todos os tratamentos, exceto o controle contendo o segmento nodal sem

tecido foliar e isento de 6leo que apresentou desempenho inferior aos 5 tratamentos (Tabela 15).
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Quanto aos tratamentos controle, aquele contendo o segmento nodal
inserido com o par de folhas parcialmente seccionadas (Tratamento 4)

bY

demonstrou resultados superiores em relacdo a altura dos explantes e ao
namero de raizes, daqueles cujo o tecido foliar foi completamente removido
(Tratamento 1). Para os parametros numero de brotos e gemas, nao foi
constatada diferenca estatistica entre 0s segmentos controle na presenca ou

auséncia do par de folhas.

Figura 6 - Registro apos 180 dias de experimento de todos os tratamentos, com e sem a
presenca do 6leo mineral

Culturas de células e tecidos de seis espécies de plantas cultivadas a 25
+ 2 °C na presenca de 10 ou 15 mL de 6leo mineral (Mathur et al., 1991)
mostraram que a taxa de crescimento e morfogénese foi reduzida em
comparacdo com 0s controles. Esses autores relatam que isso prolonga o
periodo de subcultura e resulta na economia de material e tempo de repique.

Neste trabalho, os tratamentos nos quais os explantes avaliados foram
expostos a 15 mL de 6leo (Tratamento 3 e 6) apresentaram resultados inferiores
guanto ao parametro altura, quando comparados aos tratamentos controles
correspondentes (Tratamentos 1 e 4), respectivamente. Esse resultado
corrobora também com os estudos obtidos por Lacerda et al. (2021) que constata
a sobreposicdo em oleo mineral dos explantes de Lippia flifolia conservados por
360 dias como responsavel por diminuir significativamente sua altura em todas
as temperaturas avaliadas (15, 20, 25 °C). No trabalho de Lacerda,
independentemente do volume de 6leo utilizado, a altura dos explantes expostos
ao 6leo mineral foi inferior ao controle, 0 que com excecédo do Tratamento 5

também aconteceu aos explantes de U. tomentosa avaliados durante este
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ensaio. Os autores sugeriram que a metodologia de conservacao empregada,
para L. flifolia, fosse realizada por um periodo ndo superior a 180 dias, assim
como a partir dos experimentos realizados recomendamos que esse periodo seja
0 teto maximo de exposicéo da espécie U. tomentosa.

Segundo Lacerda et al. (2021) andlises anatbmicas e histoquimicas sédo
essenciais para identificar possiveis anormalidades decorrentes das condi¢cdes
do microambiente in vitro, que nem sempre sdo identificadas visualmente,
portanto, no trabalho desses autores foram realizadas essas andlises, mas de
acordo com os resultados, os tratamentos na presenca de 6leo mineral ndo
apresentaram anormalidades morfoanatdmicas, apenas alteracdes adaptativas
as condicbes impostas, em contraposicdo, durante o desenvolvimento dos
clones de U. tomentosa em contato direto com o 6leo (Tratamento 3) foi
visualmente observado que alguns deles apresentaram alteracdo morfoldgica,
no qual os caules tornaram-se visivelmente mais espessos, a partir do 5 més,
provavelmente por conta do estresse da planta, sendo invidveis para a
continuidade do estudo, pois essas anormalidades podem diminuir a
aplicabilidade e eficiéncia da técnica de conservacdo. O monitoramento atraves
dessas observacfes é importante, pois auxilia a compreender os efeitos das
condicdes in vitro propostas para a espécie.

A analise de morte dos explantes foi realizada (Tabela 16) para auxiliar a

descartar os tratamentos que nao atingiram aos objetivos do experimento.
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Tabela 16 — Taxa de morte no desenvolvimento de explantes de U. tomentosa imersos em 6leo mineral no periodo de 180 dias.

Taxa de morte

Tratamentos Més1l Més2 Més3 Més4 Més5 Mésb
1 Controle — segmento nodal sem folhas 0% 0% 0% 0% 11,11% 22,22%
2 Segmento nodal sem folhas, exposto a 5mL de 6leo mineral 0% 0% 0% 0% 11,11% 22,22%
3 Segmento nodal sem folhas, exposto a 15mL de 6leo mineral 0% 0% 0% 0% 22,22% 44,44%
4 Controle — segmento nodal contendo folhas seccionadas 0% 0% 0% 44,44% 44,44% 44,44%
5 Segmento nodal contendo folhas seccionadas, exposto a 5mL de 6leo mineral 0% 0% 22,22% 22,22% 55,55% 88,88%
6 Segmento nodal contendo folhas seccionadas, exposto a 15mL de 6leo mineral 0% 0% 11,11% 11,11% 33,33% 55,55%

Fonte: Arquivo pessoal, 2024.
mL = mililitro.

Os nove individuos UTBN de cada tratamento permaneceram vivos durante 2 meses, semelhante ao trabalho de Sharma et al.

(2012) mais de 90% das culturas com 6leo mineral sobreviveram até esse mesmo periodo em todos os tratamentos analisados no estudo

com a espécie Bacopa monnieri.
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Os segmentos inseridos sem o tecido foliar (Tratamentos 1, 2 e 3) mantém
0s clones vivos por mais tempo e tem menor taxa de morte quando comparado
aos outros tratamentos contendo o segmento nodal inserido com um par de
folhas seccionadas expostos ou ndo ao 6leo mineral, sendo a remocao completa
do tecido foliar fator que influéncia positivamente na sobrevivéncia dos

explantes.

Com base nesse experimento preliminar, ainda ha necessidade de
aprimoramento dessa metodologia para os individuos UTBN, como por exemplo,
certificar se ha reducéo na producao de metabdlitos secundarios, ou se 0 mesmo

€ preservado no meio de cultivo contendo 6leo mineral.

E recomendado também avaliac&o da estabilidade genética por meio de
métodos moleculares e bioquimicos para validar a estabilidade genética do

germoplasma conservado usando 6leo mineral (Sharma et al., 2012).

A realizacdo do subcultivo nas condigbes ensaiadas em determinado
intervalo de tempo, é necessaria para avaliar a capacidade de regeneracao de
U. tomentosa ap0s o armazenamento em sala de crescimento a 18 + 2 °C
exposto ao 6leo, possibilitando sua implementacdo em etapas futuras, pois para
armazenamento de curto ou médio prazo, o objetivo € reduzir o crescimento e
aumentar os intervalos entre subculturas (Hassan, 2004).

Sabendo que os 6rgdos vegetativos das plantas que sédo cultivadas in vitro
tém tecidos e estruturas pouco diferenciados em comparacdo com as plantas
que sdo cultivadas em uma estufa, € importante destacar que a eficacia de
protocolos de conservacgao requer uma transicdo bem sucedida de um ambiente
in vitro para um ambiente ex vitro, ao tornar possivel essa transicdo, ela servira
para complementar ainda mais o processo de conservacgao da espécie (Peixoto
et al., 2017).
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6.7 Avaliacdo da atividade funcional de fagocitos e efeito anti-inflamatorio
dos extratos de Uncaria tomentosa in vitro

6.7.1 Viabilidade celular

Os extratos, das raizes e partes aéreas de plantas micropropagadas,
provenientes de dois genotipos (UTBN207 e UTBN233) e um extrato obtido da
cultura de raizes estabelecidas a partir do acesso UTBN233, foram avaliados.

A viabilidade das células mononucleares humanas tratadas com os
extratos das partes aéreas e raizes de U. tomentosa dos genoétipos UTBN207 e
UTBN233, foi determinada, e apresentaram diferencas significativas de acordo
com a concentracdo dos extratos em solugdo: 0,2 pug mL?; 2 pug mLt; 20 pg mL-
1. 200 pug mL* e 2.000 pg mL1.

A viabilidade celular do extrato hidroalcodlico das raizes de plantas
micropropagadas UTBN233, nas condicdes deste ensaio, embora tenha
apresentado diferenca estatistica entre as concentracdes analisadas (2 pug mL™2,
20 ug mL*e 2.000 pg mL1), manteve a viabilidade celular superior a 80% (Figura
7).
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Figura 7 - A) Grafico de linha da viabilidade celular do extrato hidroalcéolico das raizes de plantas micropropagadas de U. tomentosa, genétipo UTBN233; B)
Cromatograma do extrato de raizes de plantas UTBN233 a 245 nm; C) Ampliagdo do tempo de retengcdo dos compostos especiofilina Tr=10, uncarina F Tr=14,

mitrafilina Tr=15, isomitrafilina Tr=22, isorinchofilina Tr=26. Tr = Tempo de retencéo.
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O extrato hidroalcodlico das raizes de plantas UTBN207 representada na
figura 8, mostrou viabilidade celular superior a 83% nas trés primeiras
concentragbes (0,2 pg mLY 2 pg mL? e 20 pg mL?t). Enquanto, nas
concentracdes 200 pg mL?* e 2.000 pug mL?t a viabilidade celular decaiu
consideravelmente, demonstrando a citotoxicidade do extrato dessas raizes

UTBN207, nessas condi¢cdes experimentais.
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Figura 8 - A) Gréfico de linha da viabilidade celular do extrato hidroalc6olico das raizes de plantas micropropagadas de U. tomentosa, genétipo UTBN207; B)
Cromatograma do extrato de raizes de plantas UTBN207 a 245 nm; C) Ampliagcdo do tempo de retengdo dos compostos especiofilina Tr=10, mitrafilina Tr=15,
isomitrafilina Tr=22, isorinchofilina Tr=26. Tr = Tempo de retencéo.

De acordo com o grafico da figura 9, o extrato hidroalcodlico de raizes obtidas da cultura raizes do gendtipo UTBN233 apresentou

citotoxicidade nas concentragées de 200 e 2.000 pg mL™?, tornando inviavel a utilizacdo dessas concentracGes em etapas posteriores.
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Figura 9 - A) Gréfico de linha da viabilidade celular do extrato hidroalcéolico obtido de raizes provenientes da cultura de raizes de U. tomentosa, genétipo UTBN233;
B) Cromatograma do extrato de raizes da cultura UTBN233 a 245 nm; C) Ampliagao do tempo de retengao do composto isorinchofilina Tr=26. Tr = Tempo de retencao.

De acordo com os dados apresentados na figura 10, a viabilidade celular observada do extrato hidroalcodlico das partes aéreas de

UTBN233 apresenta percentual entre 84 e 92% de células vivas.
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Figura 10 - A) Gréfico de linha da viabilidade celular do extrato hidroalc6olico das partes aéreas de plantas micropropagadas de U. tomentosa, genétipo UTBN233;
B) Cromatograma do extrato das partes aéreas de plantas UTBN233 a 245 nm; C) Ampliagdo do tempo de retengdo dos compostos especiofilina Tr=10, uncarina F

Tr=14, mitrafilina Tr=15, isomitrafilina Tr=22, isorinchofilina Tr=26. Tr = Tempo de retencéo.

Os resultados obtidos, apresentados no grafico da figura 11 foram analisados, e constatou-se que a viabilidade celular do extrato

hidroalcodlico das partes aéreas de UTBN207 variou de 82% a 90%, de acordo com as concentracdes testadas.
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Figura 11 - A) Gréfico de linha da viabilidade celular do extrato hidroalc6olico das partes aéreas de plantas micropropagadas de U. tomentosa, genétipo UTBN207;
B) Cromatograma do extrato das partes aéreas de plantas UTBN207 a 245 nm; C) Ampliacéo do tempo de reten¢cdo dos compostos especiofilina Tr=10, uncarina F
Tr=14, mitrafilina Tr=15, isomitrafilina Tr=22, isorinchofilina Tr=26. Tr = Tempo de retencéo.

71



Nas figuras 12 e 13, foi representado os dados da viabilidade dos trés extratos
hidroalcodlico, obtidos a partir do individuo UTBN233, nas concentra¢cdes de 0,2
e 2 ug mL1, respectivamente. Os resultados demonstram que néo foi constatada
nenhuma diferenca estatistica entre extratos provenientes das raizes e partes
aéreas de plantas micropropagadas, tdo pouco de raizes obtidas via cultura de

raizes de U. tomentosa.

(p=0,7857)
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Solugdes dos extratos das raizes e partes aéreas de plantas e das
raizes obtidas da cultura de raizes UTBN233, na concentracao de
0,2 pg mL?

Figura 12 - Gréfico de coluna da viabilidade celular de células de mondcitos humanos, expostas
por 30 minutos aos extratos hidroalcodlicos, na concentragdo de 0,2 pg mL%, das raizes e partes
aéreas de plantas micropropagadas e de raizes obtidas da cultura de raizes de U. tomentosa,
genotipo, UTBN233.
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Figura 13 - Gréfico de coluna da viabilidade celular de células de mondcitos humanos, expostas
por 30 minutos aos extratos hidroalcodlicos na concentracdo de 2 ug mL* das raizes e partes
aéreas de plantas micropropagadas e das raizes obtidas da cultura de raizes de U. tomentosa,
genodtipo UTBN233.

E possivel observar, pelos resultados expressos na figura 14, que na
concentragdo de 20 ug mL?, os extratos das raizes de plantas micropropagadas
diminuiram a viabilidade celular, de mondcitos humanos, quando comparados
aos extratos de raizes obtidas da cultura de raizes e das partes aéreas
UTBN233, em mesma concentracao.

(p= 0,0106)
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Figura 14 - Gréfico de coluna da viabilidade celular de células de mondcitos humanos, expostas
por 30 minutos aos extratos hidroalcodlicos na concentragéo de 20 pg mL! das raizes e partes
aéreas de plantas micropropagadas e das raizes obtidas da cultura de raizes de U. tomentosa,
genodtipo UTBN233.
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A figura 15, indica que o extrato hidroalcodlico das raizes e das partes
aéreas de plantas micropropagadas mantém viabilidade celular superior a dos
extratos provenientes de raizes obtidas da cultura de raizes UTBN233, a qual
mostrou-se citotoxica na concentragcéo de 200 pg mL*?, nas condi¢es do ensaio

realizado.

(p= 0,0128)
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Figura 15 - Gréfico de coluna da viabilidade celular de células de mondcitos humanos, expostas
por 30 minutos aos extratos hidroalcodlicos na concentracéo de 200 pg mL? das raizes e partes
aéreas de plantas micropropagadas e das raizes obtidas da cultura de raizes de U. tomentosa,
genotipo UTBN233.

Na figura 16, a viabilidade celular apresentada frente aos extratos
hidroalcodlicos na concentracdo de 2.000 ug mL* das raizes e partes aéreas de
plantas micropropagadas e de raizes obtidas da cultura de raizes UTBN233,
resulta em diferencas significativas, onde ha quantidade superior de células
viaveis expostas aos extratos de raizes e partes aéreas de plantas da U.

tomentosa quando comparados as raizes obtidas da cultura de raizes.
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Figura 16 - Gréfico de coluna da viabilidade celular de células de mondcitos humanos, expostas
por 30 minutos aos extratos hidroalcodlicos na concentracéo de 2.000 ug mL* das raizes e partes
aéreas de plantas micropropagadas e das raizes obtidas da cultura de raizes de U. tomentosa,
genodtipo UTBN233.

Ao observar todos os resultados analisados, constata-se que as células
mononucleares expostas aos extratos do genotipo UTBN233 permaneceram
viadveis nas concentracdes de 0,2, 2 e 20 pg mL?, com viabilidade celular
superior a 80%.

Quanto aos extratos obtidos de plantas micropropagadas na
concentracdo de 200 pug mL ! a viabilidade foi superior a 92%, essa concentracdo
também foi viavel no trabalho de Brito et al. (2023) que utilizou o extrato
hidrodalcolico das cascas de U. tomentosa. Em um outro estudo envolvendo o
efeito do extrato agquoso da casca de U. tomentosa no qual foi avaliada a
viabilidade de mioblastos C2C12 incubados por 24 horas, os resultados
demonstraram viabilidade celular na concentracdo de 250 ug mL?, que foi a
menor concentragao capaz de promover aumento da viabilidade celular dessas
células (Marchi et al., 2023).

A citotoxicidade apresentada no extrato de raizes UTBN233 provenientes
da cultura de raizes foi determinada nas concentracées de 200 e 2.000 ug mL?,
essas concentracfes também foram citotoxicas para o extrato das raizes de
plantas UTBN207. A presenca de AOP é observada no perfil cromatogréafico de
ambos, indicando que a citotoxicidade demonstrada ndo esta relacionada a

estes compostos.
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6.8 Avaliagcdo da fagocitose e atividade microbicida dos fagocitos

O ensaio da fagocitose realizado na presenca da bactéria EPEC que
interagiu com as células mononucleares humanas estimuladas com extratos das
raizes seccionadas de plantas e de raizes provenientes da cultura de raizes
UTBN233, nas diversas concentragées (0,2 ug mLt; 2 ug mL; 20 ug mLt; 200
pug mL?t e 2.000 pg mL?) foi avaliado.

Foi observado na Figura 17, que nas concentracdes utilizadas para cada
extrato avaliado, somente a concentracdo de 200 pg mL* apresentou diferenca
estatistica entre os extratos. O indice de fagocitose em raizes de plantas & mais
elevado quando comparado as raizes advindas da cultura de raizes nessa

concentracao.
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Figura 17 - Gréfico de coluna do indice de fagocitose realizado em células de mondcitos humanos, expostas a EPEC e aos extratos nas concentragdes ensaiadas
do extrato das raizes de U. tomentosa proveniente da cultura de raizes e de plantas micropropagadas do gendtipo UTBN233.
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O extrato das raizes de plantas se destaca na atividade microbicida, como mostrado no resultado representado na Figura 18. As
células MN estimuladas por esse extrato sdo capazes de fagocitar e eliminar as bactérias mais do que quando essas células sdo

estimuladas com extratos das raizes advindas da cultura UTBN233, nas concentracdes de 20 e 200 pug mL™.

Raizes seccionadas de plantas e Cultura de raizes UTBN233 (p=0,0005)
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Figura 18 - Gréfico de coluna da atividade microbicida realizado em células de mondcitos humanos, expostas a EPEC e aos extratos nas concentragcfes
ensaiadas do extrato de raizes de U. tomentosa proveniente da cultura de raizes e de plantas micropropagadas do gendtipo UTBN233.
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Com base nos dados analisados, 0 extrato que apresentou resultados
significativos quanto ao indice de fagocitose e a atividade microbicida foi o de
raizes seccionadas de plantas dos individuos UTBN233, com maior percentual
do que raizes obtidas da cultura de raizes desse mesmo gendétipo, na

concentragdo de 20 ug mL1.

A partir desses resultados, foi selecionada essa concentragdo para
realizar a dosagem de citocinas, tendo sido avaliadas para todos os extratos

obtidos durante a realizacao deste trabalho.

6.9 Quantificacdo das citocinas por citometria de fluxo

As citocinas presentes no sobrenadante da cultura celular armazenado
durante a realizagcdo do ensaio da fagocitose foi analisada diante de todos os
extratos utilizados na concentracdo de 20 ug mL* e os resultados mostraram
diferenca estatistica na expressao das citocinas envolvidas na atividade anti-

inflamatoria e pro inflamatoria.

Foi observado na Figura 19, aumento na expressao de IL-4 no extrato
hidroalcoolico de partes aéreas de plantas micropropagadas do gendtipo
UTBN233 na concentracéo de 20 pg mL™.

Um extrato aquoso-etandlico da casca do caule de U. tomentosa no
trabalho de Domingues et al. (2011) em camundongos BALB/c saudaveis

também demonstrou aumento de IL-4, porém na concentracéo de 500 pg mL™.
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Figura 19 - Gréfico de coluna da expressao de IL-4 (pg mL1) em mondcito humano apoés
estimulagao por EPEC e tratamento com extratos UTBN a 20 pg mL™2.

O extrato hidroalcéolico de partes aéreas UTBN207 de plantas
micropropagadas representado no grafico da Figura 20, induziu a liberacédo de

IL-6 em mondcito humano estimulado por EPEC.

O aumento na producéo de IL-6 também foi relatado no trabalho de Nufiez
et al. (2015) que avaliou o extrato hidroalcoolico de U. tomentosa em células
mononucleares do sangue periférico humano, testado em pacientes com cancer

de mama em estagio Il e mulheres saudaveis.

A elevada expressao da IL-6 em mondcitos humanos expostos ao extrato
analisado, foi semelhante aos resultados apresentados por Azevedo et al. (2018)
que utilizaram macréfagos estimulados por LPS e constataram aumento
significativo dessa citocina, a partir da exposicdo dessas células ao extrato
aquoso das cascas de U. tomentosa a 300 pg mL™ advindo de coleta realizada
em uma fazenda no municipio de Bannach-PA, sendo esta a mesma origem dos

individuos, introduzidos e mantidos in vitro, avaliados neste trabalho.
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Figura 20 - Grafico de coluna da expressdo de IL-6 (pg mL?) em mondcito humano apoés
estimulagao por EPEC e tratamento com extratos UTBN a 20 pg mL™2.

A dosagem da IL-17A, IL-2, IL-10, TNF-a e IFN-y foi realizada para todos
0s extratos na concentracdo de 20 ug mL*. Ao analisar a expressdo dessas
citocinas (Figura 21 a 25), ndo foi observada diferenga estatistica na resposta

das células MN humanas quando expostas aos diferentes extratos avaliados.
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Figura 21 - Gréfico de coluna da expresséo de IL-17A (pg mLY) em monécito humano apés
estimulacdo por EPEC e tratamento com extratos UTBN a 20 ug mL™.
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Amostras analisadas

Figura 22 - Gréfico de coluna da expresséo de IL-2 (pg mL1) em monécito humano apés
estimulagdo por EPEC e tratamento com extratos UTBN a 20 pg mL™.
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Figura 23 - Grafico de coluna da expresséo de IL-10 (pg mL1) em mondécito humano apés
estimulacdo por EPEC e tratamento com extratos UTBN a 20 pug mL™.
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Amostras analisadas

Figura 24 - Gréfico de coluna da expressdo de TNF-a (pg mL1) em mondcito humano apés
estimulagdo por EPEC e tratamento com extratos UTBN a 20 pg mL™.
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Amostras analisadas

Figura 25 - Gréfico de coluna da expressao de IFN-y (pg mL1) em mondcito humano
apo6s estimulagdo por EPEC e tratamento com extratos UTBN a 20 ug mL1.,

Assim como ocorreu com 0s nossos resultados, o efeito de U. tomentosa,
porém in vivo, sobre os niveis de TNF-a foi avaliado em estudos como os de
Araujo et al. (2018) e Lozada-Requena et al. (2015). Esses trabalhos
demonstraram que 0s extratos ndo promoveram alteracdes significativas nos
niveis dessa citocina. Resultados semelhantes foram observados para IL-10, em
pesquisas que utilizaram extratos aquosos e hidroetanélicos de U. tomentosa,
de acordo com a revisao feita por Arado et al. (2024).
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A analise da dosagem das citocinas dos perfis Thl, Th2 e Thl7 nos
extratos submetidos a fagocitose em células MN sugere que o0 genotipo
UTBN207 das partes aéreas da espécie pode estar relacionado a um perfil
inflamatério por aumentar a expressao da citocina IL-6, enquanto o genotipo
UTBN233, também das partes aéreas, pode estar associado a um carater anti-
inflamatorio, pois apresentou aumento na expressao da interleucina IL-4. Vale
ressaltar que ambos os extratos contém AOP, 0 que sugere que a atividade
inflamatéria ou anti-inflamatéria, observada pelo aumento de IL-6 e IL-4,

respectivamente, pode néo estar estritamente relacionadas a esses alcaloides.

U. tomentosa produz diferentes respostas dependendo da forma de
preparacao do extrato utilizado, do gendtipo e de cada parte que compde a
planta, por apresentar essa variedade de resultados € importante levar em
consideracdo o conjunto de varidveis evidenciadas para construir uma base

sélida que favorecam a acdo da espécie.
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7. CONCLUSAO

7

Sabe-se que U. tomentosa € comumente encontrada em florestas
primarias, apresentando uma taxa reduzida de regeneracdo natural. E nesse
ambiente que se coletam grandes quantidades de cascas para comercializacao
mundial. A maioria dos estudos sobre U. tomentosa concentra-se principalmente
em suas cascas, havendo poucos estudos que exploram outras partes da planta.

No presente trabalho, mostramos que a partir dos clones selecionados,
foi possivel realizar a multiplicacdo dos acessos mantidos em banco de
germoplasma in vitro, permitindo definir os parametros para manutencédo da
espécie.

Embora ndo tenha sido possivel realizar o estabelecimento da cultura
de raizes do gendtipo UTBN207, foi estabelecida a cultura de raizes do individuo
elite UTBN233 e a curva de crescimento dessas raizes com 45 dias de idade foi
determinada, sendo possivel analisar quanto ao teor de isomitrafilina. Os
extratos gerados provenientes dessa cultura e também de plantas com trés
meses de idade, foram avaliados, in vitro, quanto a sua citotoxicidade,
demonstrando diferencas entre eles.

A viabilidade celular de mondcitos frente aos extratos hidroalcodlicos
das partes aéreas de plantas micropropagadas, dos dois genétipos avaliados
(UTBN233 e UTBN207), merece destaque, pois foi mantida nas concentracdes
ensaiadas, o que deve ser levado em consideracao quando se trata da producao
de fitoterapico a partir de Uncaria tomentosa. Além disso, essa mesma parte da
planta do genotipo UTBN233 exibiu atividade anti-inflamatoria, o qual apresentou
um perfil cromatografico contendo cinco alcaloides oxindélicos pentaciclicos. A
concentragdo de 20 pg mL* utilizada nos ensaios de viabilidade celular, foi viavel
para todos os extratos analisados e ainda apresentou atividade microbicida
significativa no extrato das raizes seccionadas de plantas, o que contribui para
0 avanco de pesquisas futuras em humanos.

Com base nos ensaios apresentados, € possivel reproduzir o protocolo
estabelecido para a micropropagacdo dos individuos de U. tomentosa, bem
como para realizar a manutencdo em banco de germoplasma, favorecendo a

conservagao da mesma.
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O conhecimento acerca dos resultados obtidos sobre essa espécie
viabilizardA o0 manejo e a aquisicdo de matéria-prima de qualidade, sem
comprometer a integridade da diversidade genética de U. tomentosa e afetar a

sobrevida de individuos que ocorrem espontaneamente em ambientes naturais.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Titulo: CLQNE ELITE DE Uncaria tomentosa COM ATIVIDADE ANTI-
INFLAMATORIA SOBRE CELULAS DO SANGUE HUMANO

Pesquisadoras envolvidas: Beatriz De Souza Rodrigues e Profa. Dra. Juliana
da Silva Coppede

As informacdes contidas neste termo de consentimento livre e
esclarecido, fornecida pelas pesquisadoras acima referidas, que sera assinada
em duas vias — uma para a pesquisadora principal e outra para o(a) voluntario(a),
tem por objetivo firmar acordo escrito com o(a) voluntario(a) para a avaliagéo da
pesquisa acima referida, autorizando sua participagédo com pleno conhecimento
da natureza dos procedimentos a que sera submetido(a).

1 — Natureza da pesquisa: o(a) senhor(a) esta sendo convidado(a) a participar
de pesquisa intitulada “Clone elite de Uncaria tomentosa com atividade anti-
inflamatdria sobre células do sangue humano”. Esse trabalho tem como objetivo
estabelecer a producgao de clones elites de Uncaria tomentosa visando auxiliar a
cadeia produtiva de fitoterapico da espécie. Entre os objetivos especificos
destaca-se a avaliacao, in vitro, dos extratos obtidos quanto a atividade anti-
inflamatéria. O(A) Sr(a) esta sendo convidado a doar aproximadamente 8 mL de
sangue venoso que sera coletado por profissionais capacitados do laboratério.
Este sangue sera processado no Laboratério de Imunologia da Relagédo Materno
Infanti/CUA/FMT localizado na Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT).
Barra do Gargas/MT, para a obtencao de células que serdo analisadas, in vitro,
com a finalidade de se determinar a citotoxicidade e atividade anti-inflamatéria
dos extratos da unha de gato frente a essas células. O tempo previsto para sua
participagao € de 10 minutos. Esse termo estd de acordo com o artigo 5° da
resolugédo 510/16 (CNS, 2016).

2 — Participantes da pesquisa: serdo convidados a participar da analise,
individuos que frequentam o Campus Universitario do Araguaia, UFMT, na
cidade de Barra do Gargas — MT, Brasil.

3 — Envolvimento na pesquisa: ao participar da pesquisa o(a) senhor(a)
recebera e assinara este TCLE e doara aproximadamente 8 mL de sangue, do
qual sera extraido as células para o desenvolvimento da pesquisa. Caso aceite
participar, garantimos a nao utilizagao das informagées em prejuizo das pessoas
e/ou das comunidades, inclusive em termos de autoestima, de prestigio e/ou de
aspectos econdmico-financeiros, de acordo com o item 11.2.i, Res 466/2012/CNS
e Constituicdo Federal Brasileira de 1988, artigo 5°, incisos V, X e XXVIII. Por
ser esta uma pesquisa que necessita de coleta de material bioldgico (sangue)
do(a) participante, atendera as exigéncias de dizeres para o TCLE constantes

Rubricas (Participante)

<;%,"Wesquisador)
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no Anexo Il da Norma Operacional 001/2013-CONEP/CNS em acordo com
Resolugéo CNS 441/2011 e Portaria MS 2.201/11.

4 — Riscos e desconfortos: o(a) senhor(a) devera se identificar e ndo participar
da pesquisa caso: ndo esteja habituado(a) a doar sangue ou néo seja adepto(a)
a pesquisas cientificas que visem auxiliar a comunidade. A coleta de sangue nao
causara risco a sua saude, sendo que eventualmente, podera sentir um
desconforto fisico (possivelmente o aparecimento de uma mancha roxa no local
da picada) ou algum desconforto psicolégico devido a “picada”, de modo que,
nesse caso, podera receber assisténcia conforme as instrugdes da resolugédo
CNS n° 466/2012.

5 — Confidencialidade: todas as informacdes coletadas nesse estudo serdo
estritamente confidenciais. Apenas o0os membros da pesquisa terdo
conhecimento dos dados, assegurando assim a sua privacidade. Porém, os
resultados da pesquisa serao utilizados em trabalhos cientificos publicados ou
apresentados oralmente em congressos e palestras sem jamais revelar sua
identidade. Os dados obtidos durante a pesquisa sdo confidenciais e ndo serdo
usados para outros fins que nao os cientificos.

6 — Beneficios: ao participar desta pesquisa vocé ndo tera nenhum beneficio
direto. Entretanto, esperamos que este estudo possa contribuir com informacdes
relevantes para a sociedade em que vivemos. O(a) senhor(a) ndo tera nenhum
tipo de despesa ao autorizar sua participacdo nesta pesquisa, bem como nada
sera pago pela sua participagao.

7 - Liberdade de recusar ou retirar o consentimento: como voluntario(a), o(a)
senhor(a) tem plena liberdade de recusar-se a participar ou retirar seu
consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma para o
tratamento que recebe neste servigo de acordo com o Item IV.3.d, da resolugéo
CNS n°. 466 de 2012. Se julgar necessario, o(a) sr(a) dispoe de tempo (48 horas)
para que possa refletir sobre sua participagéo, consultando, se necessario, seus
familiares ou outras pessoas que possam ajuda-los na tomada de deciséo livre
e esclarecida.

Este documento (TCLE) foi elaborado em duas VIAS, que ser&o rubricadas em
todas as suas péaginas, exceto a com as assinaturas, e assinadas ao seu término
pelo(a) sr(a), ou por seu representante legal, e pelo pesquisador responsavel,
ficando uma via com cada um.

7 — Consentimento pés-informagao: confirmo que recebi uma via deste termo
de consentimento e autorizo a execugao do trabalho de pesquisa e a divulgagéo
dos dados obtidos neste estudo ao assinar o presente documento.

Declaro que concordo em participar da pesquisa.

Nome do participante

Rubricas _ (Participante)
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Assinatura do Participante
/A o
’é"l] ~ — Pasbe .-Lp A “g;l;d

L]
L»"\ssnatwa da Pesquisadora Princlpal Juliana da Sivﬂ
Beatriz De Souza Rodrigues - contato: beatriz drodt
cel.(16) 99643-2684

Em caso de davidas quanto aos procedimentos emn)h & Na pesquisa, sinta-
se 4 vontade para enfrar em contato com Beatriz De Souza Rodrigues
beatriz.drodrigues@sou. unaerp.edu.br (16) 9
responsdvel pela execugdo do projeto "CLONE ELITE
COM ATIVIDADE ANTIINFLAMATORIA SOBRE ;E ULAS DO SANGUE
HUMANO® ou com a Profa. Dra. Juliana da Siiva C¢ e pelo telefone (16)
36036726. Em caso de dlvidas quanto aos proced éticos envolvidos na
pesquisa, sinta-se a vontade para entrar em contato ¢om o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP/UNAERP) — Avenida Costablle R , 2201 ~ Bloco C —~
Campus Ribeirdo Preto — Ribeirdo Preto/SP - Brﬁ - CEP:14096-900 -
Telefone: (16) 3603-7708 — E-mail: cetica@unaerp.br
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