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RESUMO

SILVA, Tielen Viana da. Caracterizacgao fitoquimica e avalia¢do da atividade

antioxidante de materiais obtidos in vivo e produzidos in vitro de Passiflora alata Curtis.
2021. 98 f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Vegetal) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

Passiflora alata Curtis, conhecida como maracuja doce, possui grande interesse
agrondmico devido ao seu fruto doce e flores vistosas. E considerada uma planta medicinal,
reconhecida pela Farmacopeia Brasileira e utilizada como matéria-prima para fitoterapicos e
cosméticos. Estudos identificaram atividades ansiolitica, antioxidante, anti-inflamatoria, entre
outras, associadas principalmente, a presencga de flavonoides, saponinas e alcaloides em suas
folhas e frutos. A producao dessas substancias bioativas por meio das técnicas de cultura de
tecidos vegetais tem sido obtida com sucesso em diversas espécies. Dessa forma, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a produgdo de substancias bioativas e o potencial antioxidante de
materiais obtidos in vivo e produzidos in vitro de P. alata. Para isso, plantas in vitro foram
obtidas a partir da germinacdo de sementes em meio MS . Calos fridveis foram induzidos a
partir de segmentos foliares excisados de plantas propagadas in vitro e¢ cultivados em meio
MSM suplementado com picloram (PIC) a 28,9 uM e mantidos na presenca ou auséncia de
luz. Adicionalmente, calos mantidos na auséncia de luz foram utilizados para indugdo de
culturas de células em suspensdo (CCS). Para o estabelecimento de culturas de raizes
adventicias, segmentos radiculares proximais ¢ distais de plantas propagadas in vitro ou
daquelas derivadas da germinag@o in vitro foram cultivados na presenca de diferentes
concentragdes das auxinas AIB, AIA e ANA a 25°C ou 30°C. A maior multiplica¢do de raizes
foi observada a partir de segmentos proximais excisados de plantas derivadas da germinagao
in vitro, na presencga de AIB a 5,7 uM e temperatura de 25°C. Extratos etandlicos (80 %) de
folhas de plantas obtidas in vivo, aclimatizadas e propagadas in vitro, assim como de calos
mantidos na presen¢a ou auséncia de luz, foram analisados por cromatografia em camada
delgada. Foi detectada a presenca de flavonoides e alcaloides nos extratos de folhas, e de
saponinas nos extratos de todos os materiais analisados. Os extratos de folhas foram ainda
analisados por CLAE-DAD-UV e CLAE-EM, nos quais foram encontradas diversas
substancias, entre elas os flavonoides vitexina-2’’-O-ramnosideo e isoorientina, além da
saponina quadrangulosideo. Os mesmos materiais foram avaliados quanto a sua capacidade
antioxidante por meio dos ensaios de captura do radical DPPH e da capacidade quelante de
ions ferrosos. Todos os extratos apresentaram capacidade antioxidante, sendo os maiores
potenciais observados nos extratos de folhas. Por outro lado, o extrato de calos mantidos na
auséncia de luz apresentou baixa capacidade antioxidante. Esses resultados revelaram o
potencial de sistemas biotecnologicos para a producgao de substancias bioativas em P. alata.

Palavras-chave: Alcaloides. Calos friaveis. Cultura de células em suspensdo. Flavonoides.
Maracuja doce. Raizes adventicias. Saponinas.



ABSTRACT

SILVA, Tielen Viana da. Phytochemical characterization and evaluation of the
antioxidant activity of in vivo and in vitro-derived materials of Passiflora alata Curtis.
2021. Dissertagao (Mestrado em Biologia Vegetal) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

Passiflora alata Curtis, known as sweet passion fruit, has great agronomic interest due
to its sweet fruits and exuberant flowers. It is considered a medicinal plant, recognized by the
Brazilian Pharmacopeia, and used as a raw material for herbal medicines and cosmetics.
Studies have identified anxiolytic, antioxidant, anti-inflammatory activities, among others,
mainly associated with the presence of flavonoids, saponins and alkaloids in their leaves and
fruits. The production of these bioactive compounds using plant tissue culture techniques has
been successfully achieved in several species. Thus, the objective of this work was to evaluate
the production of bioactive compounds and the antioxidant potential of in vivo and in vitro
materials of P. alata materials. In vitro plants were obtained by seed germination on MS %
medium. Friable calluses were induced from leaf segments excised from micropropagated
plants and cultured on MSM medium supplemented with 28.9 uM picloram (PIC), in the
presence or absence of light. Additionally, friable calluses maintained in the absence of light
were used to induce cell suspension cultures. For the establishment of adventitious roots
cultures, proximal and distal root segments were excised from micropropagated plants or from
those derived from in vitro germination, and cultured in the presence of different
concentrations of the auxins AIB, AIA and ANA at 25°C or 30°C. Root multiplication was
observed from proximal segments excised from plants derived from in vitro germination, in
the presence of 5.7 uM AIB, maintained at 25°C. Phytochemical analysis of leaf extracts from
in vivo, acclimatized and in vitro-grown plants, as well as of extracts of calluses maintained in
the presence or absence of light, was carried out by thin-layer chromatography. Flavonoids
and alkaloids were detected in leaf extracts, whereas saponins were observed in all analyzed
materials. Leaf extracts were also analyzed by HPLC-UV-DAD and HPLC-EM, in which
several compounds could be detected, including the flavonoids vitexin-2"-O-rhamnoside and
isoorientin, and the saponin quadranguloside. The same materials were investigated in terms
of their antioxidant capacity using the DPPH scavenge and the iron chelating assays. All
extracts showed antioxidant capacity, with the greatest potential observed in leaf extracts. On
the other hand, calluses extract maintained in the absence of light displayed low antioxidant
capacity. These results revealed the potential of biotechnological systems for the production
of bioactive compounds in P. alata.

Keywords: Alkaloids. Friable calluses. Suspension cell culture. Flavonoids. Sweet passion
fruit. Adventitious roots. Saponins.
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INTRODUCAO

O interesse por substancias bioativas de origem vegetal (metabolitos secundarios ou
especiais) € antigo e vem aumentando com o avango de tecnologias que permitem produzi-las
em larga escala, assim como elucidar suas vias de biossintese e seus mecanismos de agao.
(SIMOES et al., 2017). Além disso, o enorme potencial farmacolégico dos metabélitos
secundarios suscita a necessidade de mais estudos para identificacdo e producao sustentavel
dos mesmos, principalmente levando em conta o impacto que sua exploracdo descontrolada
na natureza pode causar. A coleta predatoria e a destruicdo de ecossistemas tém levado a
extingdo e perda da variabilidade genética de espécies vegetais.

A produgdo de metabolitos secundarios em plantas pode variar conforme a origem e a
maturidade do tecido e como resposta a estimulos bidticos e abidticos, incluindo agentes
causadores de estresse (patdgenos, competidores, predadores, raios UV etc), polinizadores,
dispersores, entre outros (TAIZ; ZEIGER, 2004). Dessa forma, técnicas que permitam atender
a demanda da producdo de plantas e metabdlitos, de maneira uniforme, segura e em larga
escala sdo consideradas importantes alternativas ao cultivo tradicional.

As técnicas de cultura de células e tecidos vegetais (CTV) permitem a produgdo e
propagacao de plantas a partir de pequenos fragmentos de tecidos cultivados em condi¢des
assépticas e controladas (luz, umidade e temperatura) (GEORGE; HALL; DE KLERK, 2008).
A produgdo de substancias bioativas por meio das técnicas de CTV ja ¢é possivel em escala
industrial desde 1978, e traz grandes vantagens em termos de uniformizag¢do dos extratos
vegetais produzidos e modulagdo da concentragdo das substancias desejadas (CHATURVEDI
et al., 2007; LOYOLA-VARGAS; VAZQUEZ—FLOTA, 2006). Além disso, permitem
modular a produgdo das substincias de interesse, por meio da explora¢do de alguns fatores
como luz, temperatura, fitorreguladores, umidade, trocas gasosas, eliciacdo, adigdo de
precursores e sele¢do de linhagens produtoras (FUMAGALI et al., 2008; GRAFI et al., 2011;
DIAS et al., 2016). Contudo, embora os beneficios da producdo de substancias bioativas com
o uso de ferramentas biotecnoldgicas sejam notdveis, ainda sdo escassos € necessarios 0s
estudos que caracterizem e avaliem essas substancias em muitas espécies de plantas, como ¢ o
caso das espécies de Passiflora.

Passiflora alata Curtis, conhecida popularmente como maracuja doce, possui um
grande interesse agrondmico, sendo a segunda espécie de maracuja mais comercializada no

Brasil, e muito utilizada como planta ornamental (FALEIRO; JUNQUEIRA, 2009). Assim
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como outras espécies do género Passiflora, P. alata ¢ considerada uma planta medicinal, com
atividades ansiolitica, antioxidante, anti-inflamatoria, gastroprotetora, antitumoral,
imunoestimulante, sedativa e antidepressiva, associadas a presenga de flavonoides, saponinas
e alcaloides (ANDRADE et al., 2019).

Dessa forma, este trabalho visa fornecer informacgdes relevantes sobre a produgdo de
substancias de interesse medicinal de materiais obtidos in vivo e produzidos in vitro de P.

alata.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Diversidade e importancia econémica do género Passiflora L.

Dentro da familia Passifloraceae Juss. ex Roussel, o género Passiflora L. se destaca
pela quantidade de espécies, sendo mais de 530, e pela importancia economica (FEUILLET;
MACDOUGAL, 2003). Suas espécies estdo distribuidas em regides tropicais e subtropicais,
principalmente na América e, de forma mais rara, na Africa, Asia e Australia (DHAWAN;
DHAWAN; SHARMA, 2004). Atualmente, sdo descritos cinco subgéneros de Passiflora:
Astrophea (Ohwi) Rchb., Deidamioides (Harms) Killip, Decaloba (DC.) M. Roem.,
Passiflora Raf. e Tetrapathea (DC.) P. S. Green (FEUILLET; MACDOUGAL, 2003;
KROSNICK; FORD; FREUDENSTEIN, 2009). O subgénero Passiflora retine cerca de 250
espécies, possuindo o maior niumero de espécies conhecidas, cujo principal centro de
diversidade ¢ a América do Sul (KROSNICK et al., 2013; ULMER; MACDOUGAL, 2004).

Popularmente conhecidas como maracujas, as espécies de Passiflora sido trepadeiras
herbéaceas ou lenhosas, predominantemente perenes e raramente arbustivas, com presenca de
gavinhas axilares que, em alguns casos, estdo reduzidas a espinhos. Suas folhas podem ser
simples, inteiras, lobadas ou palmadas e as flores, presentes na maioria das espécies, sao
grandes, actinomorfas, com cores e formas variadas. Possuem frutos indeiscentes,
principalmente globosos ou ovoides, com cores e tamanhos variados, casca espessa €
sementes envolvidas por um arilo mucilaginoso (CERVI, 1997, DHAWAN; DHAWAN;
SHARMA, 2004). A Figura 1 ilustra parte da diversidade de frutos e flores encontrada em

espécies de Passiflora.



Figura 1 - Diversidade de frutos e flores de espécies do género Passiflora.

Fotos: John Ocampo-Pérez; Oliver P. Quillia; Amani A.

Fontes:<https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Frutos_de las principales_especies_c
ultivadas_de Passiflora.jpg>; <https:/fr.wikipedia.org/wiki/Passiflora_incarnata#/
media/Fichier:OQ_Passion_flower.jpg>; <https://www.flickr.com/photos/8053017
S5@NO08/>; <https://www.ireceptar.cz/zahrada/jak-pestovat-mucenky-aby-kvetly -i-
plodily.htmI>; <http://www.biodiversityexplorer.info/plants/passifloraceae/passifl
ora.htm>. Acesso em: 14 Mar. 2020.
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Os maracujas despertam grande interesse comercial devido a qualidade de seus frutos
muito consumidos in natura ou processados na forma de sucos, sorvetes e doces (CORREA et
al., 2016). Sao considerados alimentos funcionais, fontes de fibras, vitaminas (acido
ascorbico, riboflavona, B-caroteno, vitamina A e B3), calcio e fosforo, oferecendo além das
fungdes nutricionais basicas, beneficios a saide e ao combate a doengas cronicas e
degenerativas (BVS, MINISTERIO DA SAUDE, 2009). No entanto, apesar de cerca de 30
espécies nativas de maracuja produzirem frutos comestiveis, o cultivo comercial de maracuja
no Brasil esta baseado apenas nas espécies Passiflora edulis Sims (e suas variedades amarelo
e roxo), que responde por cerca de 90 % dos pomares nacionais, P. alata Curtis (maracuja
doce, maracuja acu, maracuja mamao), P. setacea D.C. (maracuja do sono, maracuja do
cerrado, maracuja pérola, maracuja sururuca, maracuja de cobra) e P. cincinnata Mast.
(maracujd do mato, maracuja da caatinga) (FALEIRO et al., 2019).

Nas tultimas décadas, o Brasil despontou como o maior produtor mundial de maracuja,
sendo responsavel por quase 60 % da produgdo mundial (OLIVEIRA et al., 2016). A
lideranga da producao nacional ¢ devida ao desenvolvimento desta cultura nos ultimos 30
anos, alcancada através de pesquisas para o desenvolvimento de variedades e hibridos
geneticamente melhorados, bem como a melhoria do sistema de produgdao (CASTRO et al.,
2012). A producdo anual de maracuja no Brasil ¢ de cerca de 600.000 toneladas, e esta
concentrada principalmente na regido Nordeste (IBGE, 2018).

Para além do uso na industria alimenticia, o maracuja também desperta interesse para
uso ornamental, devido as suas flores exuberantes, e na industria cosmética, para fabricagao
de sabonetes, xampus e cremes com agdo anti-envelhecimento e protecdo solar (LOURITH;
KANLAYAVATTANAKUL, 2013). Adicionalmente, possui grande importancia medicinal,
sendo utilizado tradicionalmente, desde o século XIX (DHAWAN; DHAWAN; SHARMA,
2004). A importancia etnofarmacoldgica de algumas espécies € reconhecida de forma
abrangente pelo mundo, estando Passiflora incarnata L., P. alata e P. edulis presentes em
farmacopeias de diferentes paises, incluindo a brasileira (GOSMANN et al., 2011).

O potencial medicinal das espécies de Passiflora tem sido investigado a partir dos
conhecimentos trazidos pela medicina popular, que utilizam suas folhas e flores em
preparagdes como chés e emplastos para o tratamento de ansiedade, insonia, infecgdes e asma
(DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004). Diversos estudos tém demonstrado
experimentalmente tais efeitos em diversas espécies do género e novas atividades tém sido
relatadas, entre elas as agOes antioxidante (COLOMEU et al., 2014; LUGATO et al., 2014;
MORRONE et al., 2013; RAMAIYA et al., 2013; ROTILI et al., 2013; RUDNICKI et al.,
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2007; SILVA et al., 2013; SIMAO et al., 2016; ZERAIK et al., 2011), anti-inflamatéria
(FIGUEREDO et al., 2016; MONTANHER et al., 2007, MONTEFUSCO-PEREIRA et al.,
2013; SASIKALA et al., 2011; VARGAS et al., 2007, ZUCOLOTTO et al., 2009), anti-
hiperglicémica (COLOMEU et al., 2014; GUPTA et al., 2012; MONTEFUSCO-PEREIRA et
al., 2013; SALGADO et al., 2010), antifungica (RIBEIRO et al., 2012), antidepressiva
(AYRES et al., 2015; WANG et al., 2013), antiepiléptica (SINGH; SINGH; GOEL, 2012),
anti-hipertensiva (ICHMURA et al, 2006; PATEL et al., 2011), analgésica
(ASADUJJAMAN et al., 2014; SASIKALA et al., 2011; SHANMUGAM et al., 2016),
antibacteriana (LOPES-VARGAS et al., 2013; PATIL, 2010; RAMAIYA et al., 2014;
SIEBRA et al., 2016; SIMAO et al., 2018), anticonvulsivante (NASSIRI-ASL; SHARIATI-
RAD; ZAMANSOLTANI, 2007), antiviral (MULLER et al., 2007), imunoestimulante
(SILVEIRA et al., 2011), antitumoral (AMARAL et al., 2019; OZAROWSKI et al., 2018),
diurética (DHAWAN, DHAWAN; SHARMA, 2004), ansiolitica (ASLANARGUN et al.,
2012; DE-PARIS et al., 2002; DHAWAN; KUMAR; SHARMA, 2002; REGINATTO et al.,
20006) e gastroprotetora (WASICKY et al., 2015).

Muitos dos constituintes bioativos que podem estar associados aos efeitos
farmacoldgicos observados em espécies de Passiflora tém sido descobertos ao longo dos
ultimos 40 anos, incluindo, principalmente, flavonoides, alcaloides e saponinas.

Os flavonoides, em especial os C-glicosilados como vitexina, isovitexina, orientina e
isoorientina (Figura 2), sdo frequentemente descritos em Passiflora, variando quantitativa e
qualitativamente entre diferentes espécies e partes das plantas. Essas substancias tém sido
associadas as atividades antioxidante, antitumoral, anti-inflamatéria, antiviral,
antiespasmodica, hepatoprotetora e estrogénica, entre outras (HARBONE; WILLIAMS, 2000;
NIJVELDT et al., 2001; KUMAR; PANDEY, 2013; TAPAS; SAKARKAR; KAKDE, 2008).
A crisina, um flavonoide isolado de P. incarnata, apresentou atividade anticonvulsivante e
ansiolitica em modelo experimental com camundongos (ZANOLI et al., 2000). Um estudo
conduzido por Coleta e colaboradores (2006) verificou o efeito ansiolitico do extrato aquoso
de P. edulis, associando-o ao flavonoide luteolina-7-O-[2-ramnosilglicosideo] isolado de uma
fracdo de flavonoides purificada. O contetido de fenois totais foi relacionado de forma linear a
capacidade antioxidante de extratos hidroalcodlicos (90 %) de P. alata (LUGATO et al.,
2014) e de extratos hidroalcoolicos (40 %) de P. alata e P. edulis (RUKDNICKI et al., 2007).
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Figura 2 - Estruturas de flavonoides C-glicosilados encontrados

em espécies de Passiflora.
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Fonte: Modificado de GOMES et al. (2017).

Na classe das saponinas, diversas substancias sdo frequentemente encontradas em
Passiflora (Figura 3). As principais atividades bioldgicas associadas a estes metabolitos sdo
anti-inflamatodria, antimicrobiana, antitumoral, analgésica, hemolitica, antiviral e capacidade
de complexar com o colesterol, entre outras (LACAILLE-DUBOIS; WAGNER, 2000;
FRANCIS et al., 2002). Em um estudo, Wang e colaboradores (2013) associaram os efeitos
antidepressivos de P. edulis as saponinas triterpénicas do tipo cicloartano encontradas nas
suas folhas. Além das saponinas triterpénicas, também ja foram identificadas saponinas
esteroidais em folhas e caules de P. edulis, P. alata e P. pohlii Mast. (GOSMANN et al.,
2011; REGINATTO et al., 2001; SIMAO et al., 2016; YOSHIKAWA et al., 2000a, 2000b).
Em raizes de P. pohlii, a presenca de saponinas foi relacionada a alta capacidade antioxidante
detectada em extratos desse 6rgdo. Yuldasheva e colaboradores (2005) identificaram atividade
hemolitica dose-dependente no extrato aquoso de folhas de P. quadrangularis L.,
relacionando este efeito a uma fracdo n-butandlica rica em saponinas. Interessantemente, o
estudo ainda apresentou uma preferéncia de acdo das saponinas do extrato pelo colesterol de

lipossomas, em relacao ao colesterol presente na membrana de hemacias.
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Figura 3 - Estruturas triterpénicas das principais saponinas

encontradas em espécies de Passiflora.

Esqueleto triterpernoide Cicloartano
pentaciclico

Fonte: Modificado de DEWICK (2009).

Os alcaloides também sdo encontrados no género, principalmente os do tipo indélico
(p-carbolinicos), como harmana, harmina, harmol, harmalol e harmalina, ja descritos em
diferentes materiais de P. alata, P. edulis e P. incarnata (ABOURASHED et al., 2003;
DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004; FREIRE; SILVA; YARIWAKE, 2018; OGA et
al., 1984; REHWALD et al., 1995; SLAYTOR; MCFARLANE, 1968; SOULIMANI et al.,
1997; TSUCHIYA; SHIMIZU; [INUMA, 1999) (Figura 4). O ntcleo inddlico, caracteristico
de suas estruturas quimicas, tornam essas substancias farmacologicamente ativas, sendo
frequentemente relacionadas a efeitos no sistema nervoso, como ansiolitico e sedativo, além
de efeitos como anti-hipertensivo (HARBORNE; BAXTER, 1995; LUTOMSKI; MALEK,
1976; ZERAIK, 2010). Outros componentes encontrados em espécies de Passiflora sdo os
glicosideos cianogénicos, carotenoides, aminoacidos, carboidratos e dleos essenciais, os quais
corroboram o uso do maracuja como alimento funcional (DHAWAN; DHAWAN; SHARMA,
2004; ZERAIK et al., 2010).

A detecgdo desses constituintes bioativos em Passiflora tem sido realizada,
principalmente, através de técnicas cromatograficas capazes de identificar, quantificar e isolar
tais substincias, como a Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (BALLESTEROS-VIVAS et al., 2019; BIRK et al., 2005;
DE-PARIS et al., 2002; ELSAS et al., 2011; MCCULLAG et al., 2019; OZAROWSKI et al.,
2013; PONZILACQUA et al., 2019; REGINATTO et al., 2006; SAKALEM et al., 2012;
SIMAO et al., 2018; VAGULA et al., 2019; ZERAIK et al., 2011; ZUCOLOTTO et al.,
2012).
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Figura 4 - Estruturas dos alcaloides fS-carbolinicos encontrados em

espécies de Passiflora.
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Fonte: Modificado de FREIRE; SILVA; YARIWAKE, 2018.

A técnica de CCD permite analises rapidas de um grande numero de amostras
simultaneamente, além de ser de facil execugdo e baixo custo, possibilitando a identificacao
de substancias em extratos vegetais a partir da aplicagdo dos padrdes das substancias
estudadas (BIRK; PROVENSI; GOSMANN, 2005; WAGNER; BLADT, 2001). Por outro
lado, a CLAE oferece vantagens em termos de sensibilidade e quantidade de dados obtidos,
pois permite o uso de diferentes detectores (UV, condutividade elétrica, fluorescéncia,
eletroquimico, indice de refra¢@o e espectrometro de massas) associados ao sistema de analise
(HA et al., 2006; ZERAIK, 2010). Quando associada a um detector UV de rede de diodos
(CLAE-UV-DAD), por exemplo, a técnica permite determinar os espectros de absorbancia
das substancias presentes na amostra, em diferentes comprimentos de onda (STEINMANN;
MARKUS GANZERA, 2011). Ja a associacdo a um espectrometro de massas (CLAE-EM),
viabiliza a identificacdo das estruturas presentes nas amostras por meio da determinacao da
massa, da carga e da estrutura da forma ionizada de seus componentes (CUYCKENS;

CLAEYS, 2004).
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1.1.1_Passiflora alata Curtis

A espécie Passiflora alata, descrita por W. Curtis em 1788, é conhecida popularmente
como maracuja doce, maracuja mamao, maracuja de refresco, maracuja do grande, maracuja
alado, maracuja agu ou maracuja de comer (FALEIRO et al., 2005). E nativa da América do
Sul, distribuindo-se do nordeste do Peru ao leste do Brasil, da Bahia até o Rio Grande do Sul,
encontrando-se em ecossistemas de restinga, floresta atlantica e floresta estacional (FLORA
DO BRASIL, 2020).

E uma trepadeira robusta, de caule quadrangular, com gavinhas, folhas ovadas ou
ovado-oblongas, inteiras € com margem lisa ou finamente denticulada, e com peciolo curto
com estipulas pequenas. As flores sdo exuberantes em tamanho e cor (variando de 7 a 15 cm
de altura e 5 a 10 cm de largura), hermafroditas, pentdmeras com sépalas e pétalas carnosas e
avermelhadas na face adaxial (Figura 5 A). Sua floracdo ocorre entre agosto e margo, sendo
polinizadas por abelhas do género Xylocopa. Produzem frutos ovais ou periformes, de
coloracdo amarela a laranja quando maduros, entre os meses de dezembro e maio (Figura 5
B). As sementes sdo cordadas e faveoladas, com tamanhos que variam de 7 a 8 mm de

comprimento (Figura 5 C) (CERVI, 1997).

Figura 5 - Passiflora alata Curtis.

Legenda: A) Flor; B) Fruto; C) Semente. Barras = 1 cm.

Fonte: A e B: <https://revistanatureza.com.br/maracuja/>; C: A autora. Acesso em: 22 Fev. 2020.
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Devido ao sabor doce e pouco acido do seu fruto, P. alata tem ganhado espago nas
prateleiras dos mercados brasileiros, ficando atras apenas do maracuja azedo (P. edulis), ¢
sendo consumido tanto in natura, como na forma de suco e doces. Além disso, devido as suas
flores vistosas, a espécie também ¢ muito apreciada como planta ornamental (FALEIRO et
al., 2019).

Passiflora alata ¢ também considerada uma planta medicinal, reconhecida pela
Farmacopeia Brasileira (2019) e utilizada como matéria-prima para fitoterapicos difundidos
comercialmente, como é o caso da Maracugina® e do Ritmoneuran®. E ainda utilizada na
formulagdo de cosméticos, na forma de cremes de rejuvenescimento e higiene pessoal
(OLIVEIRA; CAMPOS; SILVA, 2015).

As propriedades benéficas dos frutos e folhas do maracujazeiro doce sdo conhecidas
popularmente. Seu uso tradicional estd associado a riqueza de bioativos encontrados nas
diferentes partes da planta, como fibras, vitaminas, acidos graxos e substancias com potencial
antioxidante (CORREA et al., 2016; SOUZA et al., 2012).

A investigagdo do potencial farmacolégico de P. alata resultou na determinagdo das
atividades ansiolitica (BARBOSA et al., 2008; DE-PARIS et al., 2002; PETRY et al., 2001;
REGINATTO et al., 2006), antioxidante (COLOMEU et al., 2014; FIGUEREDO et al., 2016;
LUGATO et al., 2014; RUDNICKI et al., 2007; ZERAIK et al., 2011), anti-inflamatoéria
(FIGUEREDO et al., 2016; LORENCINI et al., 2008; MOREIRA et al., 2011; VARGAS et
al., 2007), gastroprotetora (WASICKY et al., 2015), antitumoral (AMARAL et al., 2019;
OZAROWSKI et al.,, 2018), imunoestimulante (SILVEIRA et al., 2011), sedativa e
antidepressiva (KLEIN et al., 2014; OGA et al., 1984) (Quadro 1).

Entre as substancias bioativas ja identificadas em P. alata, as saponinas sdo
encontradas majoritariamente nas folhas. At¢é o momento, foram isoladas quatro saponinas
triterpénicas, incluindo o quadrangulosideo, que corresponde a cerca de 8,2 % da massa das
folhas secas, além de uma saponina do tipo esteroidal (REGINATTO et al.,, 2001;
REGINATTO et al., 2004) (Figura 6 A). Os flavonoides sdo outro grupo de substancias
encontradas em folhas de P. alata. Analises cromatograficas ja identificaram a presenca dos
flavonoides orientina, isoorientina, vitexina, isovitexina e vitexina 2”-O-ramnosideo
(CHABARIBERI et al., 2009; DOYAMA et al., 2005; MORAES et al., 1997, MULLER et
al., 2005; OGA et al., 1984; PETRY et al., 2001; PEREIRA et al., 2004; ULUBELEN et al.,
1982; WOSCH et al., 2017; ZUCOLOTTO et al., 2012), além de alcaloides do tipo harmana
(LUTOMSKI; MALEK et al., 1975; OGA et al., 1984) (Figura 6 B).



Quadro 1 - Atividades bioldgicas descritas para a espécie Passiflora alata.

Material Modelo - o Substancia .
vegetal Extrato Experimental Atividade Bioldgica detectfada/ Referéncia
associada
Antitumoral (carcinoma do colon,
Folhas Etanolico Ensaios In vitro de glloblastoma, adenocargmorna Nao detectado AMARAL et al., 2019
MTT ovariano e leucemia
promielocitica)
Folhas Metandlico Ensaios invitro de | Antitumoral (leucemia linfoblastica Niio detectado OZAROWSKI et al., 2018
MTT aguda humana)
Aquoso, . - .
Folhas metanolico/ | Ensaios in vivo em (ﬁﬁ)ﬁ?ﬁfﬁiﬁfﬁf daenfllgl()tiirsltgo Niio detectado FIGUEIREDO et al., 2016;
acetona camundongos tipo 1) COLOMEU et al., 2014
e etanolico p
mees Etanolico Ensaios In vivo em Gastroprotetora Saponinas WASICKY et al., 2015
aéreas camundongos
Ensaios in vivo em LORENCINI et al., 2008;
Folhas Aquoso camundongos Anti-inflamatoria Flavonoides MOREIRA et al., 2011; VARGAS et
e in vitro al., 2007
Folhase | Etandlicoe | tioff;:;?; oin Antioxidante Flavoroides LUGATO et al., 2014; RUDNICKI
fruto metanodlico Vitro etal., 2007; ZERAIK etal., 2011
A Ensaios in Vivo BARBOSA et al., 2008; DE-PARIS
Folhas tqlrll(?fi() © nsaloi ¢ em Ansiolitica Flavonoides et al., 2002; PETRY et al., 2001;
cranoteo atos REGINATTO et al., 2006
Fo!has © Aquoso Ensaios In vivo em Sedativa e antidepressiva Nao detectado KLEIN et al., 2014; OGA et al., 1984
pericarpo camundongos

Legenda: Ensaio de redu¢do do MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolio) para avaliagao da viabilidade celular.
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Figura 6 - Estruturas das substancias bioativas majoritarias em P. alata.
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Legenda: A) Quadrangulosideo e B) vitexina 2”-O-ramnosideo.
Fonte: PubChem. Disponivel em: <https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/>. Acesso em: 20 abr. 2021.

1.2 Producdo de metabdlitos secundarios in vitro

Diferentes dos metabolitos primarios, que sdo essenciais para o crescimento e
desenvolvimento de todas as plantas, os metabolitos secundarios (ou especiais) sao
substancias produzidas pelas plantas para possibilitar sua interagdo com o ambiente,
permitindo sua sobrevivéncia e propagacdo. Os tipos de metabdlitos sdo caracteristicos para
cada espécie ou grupo taxondmico vegetal e sua producdo varia conforme o estimulo
recebido, em muitos casos atuando como sinais quimicos na defesa contra herbivoria e
patégenos e na prote¢do contra raios UV (KESSLER; KALSKE, 2018; TAIZ; ZEIGER,
2004). Comumente, a producdo de determinados metabdlitos ocorre em 6rgdo(s) ou tecido(s)
especifico(s) ou em determinados estagios de desenvolvimento da planta. Ademais, em geral,
a parte da planta em que sao produzidos difere da parte onde sao estocados e sua concentragao
pode variar ao longo do dia (RAVEN et al., 2011).

As plantas produzem uma enorme variedade de metabolitos secundarios, que podem

ser classificados de acordo com suas vias metabodlicas (DEWICK, 2009; SIMOES et al.,
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2017). Pela via do acetato, ocorre a producdo de policetideos, como por exemplo,
poliacetilenos, acidos graxos, prostaglandinas, antibidticos macrolideos, antraquinonas e
tetraciclinas. Pela via do chiquimato, s3o produzidos alcaloides aromadticos e
fenilpropanoides, estes ultimos utilizados como base para sintese de lignanas, ligninas,
cumarinas, flavonoides e estilbenos. Nas vias do mevalonato (MEV) ¢ do fosfato de 2-
metileritritol (MEP), sdo produzidos terpenoides e esteroides, como saponinas triterpénicas e
esteroidais e glicosideos cardioativos (DEWICK, 2009).

A utilizacao dessas substancias derivadas das plantas com objetivos medicinais pelo
homem ja ocorre ha milénios, tornando as plantas uma fonte imensurdvel de farmacos.
Atualmente, grande parte das terapias para doencas e disturbios bioldgicos sdo desenvolvidas
a partir de metabélitos secundarios de origem vegetal (SIMOES et al., 2017). As descobertas
dessas substancias e de suas propriedades tem ocorrido de maneira lenta, através da pesquisa
de plantas utilizadas popularmente, principalmente por comunidades indigenas e rurais. No
entanto, ainda sdo poucos os esforcos empregados na identificagdo e uso dos metabolitos
secundarios de forma abrangente. Além disso, a destrui¢do de florestas e ecossistemas e a
coleta predatoria tem levado a perdas cada vez maiores de espécies e variabilidade,
principalmente de parentes silvestres das espécies cultivadas.

A importancia das plantas como fontes de substancias bioativas consiste no fato de
que sdao produzidas naturalmente, e que essa producdo pode ser estimulada alterando-se
condi¢des externas. Além disso, muitas das moléculas bioativas produzidas possuem
estruturas complexas, de sintese dificil e dispendiosa em laboratorios, sendo mais facilmente
obtidas por meio de sistemas vegetais do que por sintese quimica (TIWARI; RANA, 2015).

A utilizagdo das técnicas de cultura de células e tecidos vegetais (CTV) com o objetivo
de produzir metabolitos secundarios de interesse farmacéutico teve seu inicio nos anos de
1950 (DIAS et al.,, 2016). No final dos anos 1970, a CTV foi consolidada como uma
ferramenta vidvel para produgao de metabodlitos em escala industrial na Alemanha e no Japao
e o avango dessas técnicas tem possibilitado a produgdo in vitro de varias substancias de
interesse farmacéutico, em alguns casos superando a produgdo convencional (LOYOLA-
VARGAS; VAZQUEZ-FLOTA, 2006; SILPA; ROOPA; THOMAS, 2018).

As técnicas de CTV sdo baseadas no conceito de que as células vegetais sao
totipotentes, ou seja, possuem o potencial para desenvolver-se em uma planta completa em
respostas a estimulos adequados. No entanto, nem todas as células estdo aptas a responder aos

sinais extracelulares para se rediferenciar e assim formar novos 6rgaos; aquelas que mantém
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essa capacidade ou a adquirem sdo denominadas competentes (GEORGE; HALL; DE
KLERK, 2008; GRAFI et al., 2011).

Nas técnicas de CTV, plantas completas ou pequenos fragmentos de tecidos,
denominados explantes, sao cultivados em condigdes assépticas, em meio de cultura, sob
condi¢des controladas de luz, umidade e temperatura. Este sistema de produgdo controlada
permite o aumento da uniformidade e a padronizagdo dos extratos produzidos, assim como a
modulagdo da concentracao das substancias desejadas (CHATURVEDI et al., 2007). Dos
pontos de vista industrial e de pesquisa, esta técnica permite também corrigir problemas
associados ao cultivo em solo, como a baixa taxa de crescimento em determinadas condi¢des
climaticas e o baixo rendimento da produ¢do de metabolitos secundérios associado as
caracteristicas fisioldgicas da planta nas diferentes fases de desenvolvimento (CHATURVEDI
et al., 2007).

A produgdo de plantas in vitro ocorre por trés vias morfogénicas: a multiplicagdo de
brotos a partir de meristemas pré-existentes, a organogénese ¢ a embriogénese somatica
(GEORGE; HALL; DE KLERK, 2008).

A cultura de tecidos meristematicos pré-existentes ¢ principalmente indicada para
obtencao de plantas livres de virus e para conservacao de germoplasma. A formagao de brotos
ou plantas completas se da a partir de apices caulinares e radiculares ou gemas axilares,
tecidos que sdo naturalmente competentes por serem formados por células indiferenciadas,
com alta taxa de divisio (AHLOOWALIA et al., 2002).

Na organogénese, ha a formagdo de brotos ou raizes adventicias a partir de tecidos
diferenciados. Neste caso, ocorre a desdiferenciacdo das células, que voltam a um estagio
similar a0 meristematico e adquirem novas competéncias, seguida pela rediferenciacdo no
novo orgdo. A organogénese pode ocorrer de forma direta, quando o novo 6rgao ¢ formado
diretamente a partir do tecido de origem, ou de forma indireta, quando apods a
desdiferenciagdo ocorre uma etapa de multiplicagdo desordenada de células formando uma
massa, denominada calo, para s6 entdo ocorrer a rediferenciagdo no novo tecido. Contudo, o
método indireto pode elevar a possibilidade de ocorréncia de variagdo genética (GEORGE;
HALL; DE KLERK, 2008; GARCIA-GONZALES et al., 2010).

A embriogénese somatica ¢ um processo de regeneracdo de embrides a partir de
células somaticas. Os embrides somaticos sdao estruturas bipolares similares aos embrides
zigoticos, passando inclusive pelos mesmos estagios de desenvolvimento presentes na
embriogénese zigbdtica. Assim como na organogénese, esse sistema de regeneracdo pode

ocorrer de forma direta ou indireta (GARCIA-GONZALES et al., 2010).
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Para a producdo de metabolitos secundarios in vitro, podem ser adotadas culturas
organizadas, como as de brotos e raizes, que em geral exibem perfis fitoquimicos similares
aos da planta de campo, ou culturas de crescimento desorganizado, como calos, que podem
ser empregados para o estabelecimento de suspensdes celulares, muito utilizadas para a
producdo em escala comercial (GEORGE; HALL; DE KLERK, 2008).

A cultura de raizes in vitro é um sistema frequentemente usado para produgdo de
substancias de interesse, ¢ isto ¢ principalmente devido ao fato de que certos metabolitos
secundarios sdao sintetizados exclusivamente nesses orgaos (FLORES; VIVANCO;
LOYOLA-VARGAS, 1999; GIRI; ZAHEER, 2016; MURTHY, HAHN; PAEK, 2008). Por
tratar-se de um sistema organizado e diferenciado, a cultura de raizes adventicias também
oferece como vantagem a estabilidade genética e biossintética (BAQUE et al., 2012).

Culturas de raizes in vitro podem ser obtidas por duas formas distintas. A primeira é a
partir da transformagdo genética com Agrobacterium rhizogenes, bactérias encontradas
naturalmente no solo capazes de transferir um plasmideo (Ri, de root inducing) que se integra
ao DNA vegetal e induz o desenvolvimento e e proliferacio das chamadas “hairy roots”
(BALIS et al., 2001; FLORES; VIVANCO; LOYOLA-VARGAS, 1999). A segunda forma ¢
através da utilizagdo de reguladores de crescimento, especialmente aqueles da classe das
auxinas, e/ou modulacao das condi¢des fisicas da cultura, como luz e temperatura, induzindo
assim a formacao de raizes adventicias. Diferente das raizes primadrias, as raizes adventicias
possuem origem pds-embriondria e podem ser formadas a partir da organogénese direta ou
indireta (GEISS; GUTIERREZ; BELLINI, 2009; GIRI; ZAHEER, 2016; LUDWIG-
MULLER; VERTOCNIK; TOWN, 2005; MURTHY et al., 2014). Ambos os métodos sio
bastante utilizados para producdo de metabolitos de interesse, no entanto, nas ‘“hairy roots”,
por se tratarem de culturas transformadas, muitas vezes sdo usados marcadores de selecdo que
podem atribuir resisténcia a antibidticos ou a herbicidas, o que gera controvérsias quanto a
seguranca alimentar dos produtos obtidos (MURTHY; HAHN; PAEK, 2008).

Sistemas de culturas de raizes adventicias tém sido importantes para a produgdo de
metabolitos secundarios in vitro em diversas espécies, incluindo Panax ginseng (KIM et al.,
2009), Arachis hypogaea (YANG et al., 2015), Aloe vera (LEE et al., 2011), Decalepis
arayalpathra (SUDHA; SEENI, 2001), Passiflora pohlii (SIMAO et al., 2016), Passiflora
foetida (CARUSO, 2017) e Cleome rosea (SIMOES et al., 2009; CORDEIRO et al., 2015).

As culturas desorganizadas, como calos e suspensdes celulares, constituem também
sistemas muito utilizados para a producdo de metabolitos de interesse (DIAS et al., 2016;

GONCALVES; ROMANO, 2013; GUPTA et al.,, 2013; NAGELLA; MURTHY, 2010;
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WANG et al., 2015; YUE et al., 2016), embora possam sofrer perdas na capacidade de
producdo e acumulo de metabdlitos por ndo se tratarem de tecidos diferenciados (DIAS et al.,
2016; MURTHY, HAHN; PAEK, 2008).

Os calos podem ser induzidos através da adicao de fitorreguladores aos meios de
cultura ¢/ou de alteracdes nas condigoes fisicas de cultivo. O balan¢o hormonal, determinado
pela concentragdo de hormoénios enddgenos e de fitorreguladores adicionados ao meio,
juntamente com outras condi¢des de cultivo, como presenca ou auséncia de luz, pode induzir
os processos de desdiferenciagdo e multiplicagdo desordenada das células do explante,
caracteristicas de inducdo de calogénese (GRAFI et al., 2011; IKEUCHI; SUGIMOTO;
IWASE, 2013). Dependendo da espécie, as células do calo podem apresentar competéncia
para organogénese ou embriogénese somatica. Dessa forma, os calos podem ser classificados
como morfogénicos, quando possuem capacidade de rediferencia¢do, ou ndo-morfogénicos,
quando ndo sdo capazes de se rediferenciar (IKEUCHI; SUGIMOTO; IWASE, 2013;
SUGIMOTO; GORDON; MEYEROWITZ, 2011). Além disso, os calos podem ainda ser
classificados de acordo com suas caracteristicas macroscopicas e graus de compactagdo, em
calos friaveis, compactos ou mistos (FUMAGALI et al., 2008; IKEUCHI; SUGIMOTO;
IWASE, 2013).

Nos calos fridveis, as cé€lulas estdo menos compactadas e sdo facilmente dissociadas
umas das outras, podendo assim ser utilizadas para o estabelecimento de culturas de células
em suspensdao (FUMAGALI et al., 2008; GEORGE; HALL; DE KLERK, 2008). Nessas
culturas, células livres ou pequenos agregados celulares sdo mantidos em meio de cultura
liquido sob agitacdo, permitindo assim um maior contato com os nutrientes. Este sistema ¢
indicado para estudos bioquimicos e para produgao in vitro de metabolitos para muitas
espécies vegetais pois possibilita alta taxa de proliferagdo celular (LOYOLA-VARGAS;
VAZQUEZ-FLOTA, 2006). Entre as suas vantagens para a produgdo de metabolitos esta o
facil isolamento das substancias de interesse caso elas sejam secretadas para o meio, o que
possibilita a separagdo e reutilizagao de grandes quantidades de células, enquanto o meio de
cultura ¢ desidratado para extragdo das substancias. Além disso, nessas culturas, as células
sofrem colisdes constantes causadas pela agitacdo da mesa giratoria na qual o sistema esta
apoiado, sendo esse choque um agente causador de estresse que pode levar a alteragdes do
metabolismo e possivel estimulo para a producdo de substincias de interesse (KUMAR,

2018).
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1.2.1 Producio in vitro de metabdlitos secundarios em espécies de Passiflora

Apesar dos efeitos bioldgicos demonstrados pelos metabolitos presentes em espécies
de Passiflora, ainda sdo poucos os estudos envolvendo a produgdo in vitro de substancias
bioativas de interesse medicinal no género. Por outro lado, o desenvolvimento e otimizagdo de
protocolos de cultivo in vitro ¢ transformagido genética de espécies de Passiflora tém sido
bem estudados, visando & producdo de cultivares geneticamente melhoradas para fins
comerciais (alimentar e ornamental) e protocolos de conservagdo in vitro de plantas e seus
materiais (CORREA et al., 2015; FALEIRO et al., 2019; FARIA et al., 2018; GARCIA et al.,
2011 a,b; LUGATO et al., 2014; MERHY et al., 2014; PACHECO et al., 2012,2016; PINTO
etal., 2010; SIMAO et al., 2016, 2018 a,b; SOARES et al., 2012).

Em culturas de calos de P. quadrangularis, a eliciagdo com UV-B ou metil jasmonato
aumentou a produgdo dos flavonoides orientina, isoorientina, vitexina e isovitexina
(ANTOGNONI et al., 2007), enquanto que em culturas em suspensdo de P. garckei Mast., a
produgdo de substancias aromadticas foi aumentada apds exposicdo a extrato de levedura
(FRACCAROLI et al., 2008). Simdo e colaboradores (2016) constataram a produgdo de
flavonoides em folhas de plantas in vitro de P. pohlii e investigaram a produc@o de saponinas
em culturas de raizes adventicias dessa mesma espécie, em resposta a diferentes auxinas,
demonstrando ainda a elevada capacidade antioxidante destes metabolitos.

Para P. alata, a produg@o de alcaloides harmanos em cultura de calos e células em
suspensdo foi investigada por Machado e colaboradores (2010) em reposta a diferentes
fitorreguladores. No entanto, a producdo destas substincias ndo foi induzida nos sistemas
testados. Em 2014, Lugato e colaboradores investigaram o conteudo fenolico e a capacidade
antioxidante de calos e suspensdes celulares, além de folhas de plantas in vivo, in vitro e
aclimatizadas dessa espécie. Dos materiais investigados, as folhas de plantas in vivo,
aclimatizadas e in vitro mostraram os maiores potenciais antioxidantes, com valores de
concentragdo efetiva (CEso) de 3,65; 3,12 e 5,26 mg/mL, respectivamente. A presenga de luz
aumentou a capacidade antioxidante de culturas de calos e células em suspensdo. Além disso,
foi observada uma relagd@o linear positiva entre o conteudo fenolico e o potencial antioxidante
dos materiais testados. Até o presente momento, no entanto, ndo foram realizados estudos

acerca da constitui¢ao fitoquimica de culturas de calos e células em suspensdo de P. alata.
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O Nucleo de Biotecnologia Vegetal da Universidade do Estado do Rio de Janeiro
(NBV/UERJ) tem desenvolvido, nos ultimos 14 anos, estudos para o estabelecimento de
sistemas de cultura in vitro de espécies de Passiflora, incluindo P. alata, visando a
conservagdo e a investiga¢do da produgdo de substincias bioativas in vitro (CARUSO, 2017,
FALCAO, 2011; GARCIA et al., 2011a, b; ; LUGATO et al., 2014; MERHY, 2014; MERHY
et al., 2014; PACHECO et al., 2012; SIMAO et al., 2016; SIMAO et al., 2018a, b; VIANNA,
2016; VIANNA et al., 2019). Para P. alata, foram desenvolvidos sistemas para a produ¢éo in
vitro de plantas, calos friaveis e células em suspensdo (PACHECO et al., 2012), os quais
tiveram seu conteudo fenolico e capacidade antioxidante investigados (LUGATO et al.,
2014). Além disso, foi demonstrado o potencial antibacteriano de folhas e raizes de plantas in
vitro dessa espécie (SIMAO et al., 2018a).

Dessa forma, considerando o potencial medicinal apresentado por plantas mantidas
sob condi¢des naturais e de materiais in vitro de P. alata, este trabalho visa estabelecer um
sistema para a cultura de raizes adventicias, além de caracterizar o perfil fitoquimico e avaliar
o potencial antioxidante de diferentes materiais dessa espécie obtidos in vivo e produzidos in

vitro.
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2 OBJETIVOS

Avaliar a producao de substancias bioativas € o potencial antioxidante de materiais

obtidos in vivo e produzidos in vitro de Passiflora alata Curtis.

Objetivos especificos:

e Induzir a producdo de calos fridveis a partir de explantes foliares excisados de plantas
in vitro, na presenga ou auséncia de luz;

e Induzir culturas de células em suspensdo a partir de calos friaveis produzidos na
presenga ou auséncia de luz;

e Comparar o potencial de segmentos radiculares excisados de plantas derivadas da
germinagao in vitro e de plantas propagadas in vitro para o estabelecimento de culturas
de raizes adventicias, avaliando a influéncia de diferentes tipos e concentragdes de
auxinas e de diferentes temperaturas de cultivo;

e Aclimatizar plantas propagadas in vitro;

e Avaliar, por meio de CCD, a produ¢do de flavonoides, saponinas e alcaloides em
extratos de folhas de plantas obtidas in vivo, aclimatizadas e produzidas in vitro, assim
como de calos mantidos na presenca ou auséncia de luz;

e Avaliar o perfil fitoquimico de folhas de plantas in vivo, aclimatizadas e in vitro, por
meio de CLAE e CLAE-EM,;

e Avaliar o potencial antioxidante dos extratos produzidos a partir dos diferentes
materiais estudados, por meio dos ensaios de captura do radical 2,2-difenil-1-picril-

hidrazila (DPPH) e da capacidade quelante de ions ferrosos.
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3 METODOLOGIA

3.1. Material Vegetal

Sementes e folhas de plantas de P. alata mantidas sob condi¢bes naturais foram obtidas
em uma propriedade particular situada no municipio de Iguaba Grande, Rio de Janeiro
[22°51°12.3’S 42°14°11.7°W], nos periodos de julho de 2018 e fevereiro de 2020,
respectivamente.

Um exemplar representativo de P. alata encontra-se depositado no Herbario da UERJ,

sob o registro H.RJ: 11.774.

3.2. Germinacdo in vitro

As sementes de P. alata foram lavadas e escovadas com detergente Tween® 80 %, sob
agua corrente. A descontaminacdo foi realizada com solugao de hipoclorito de sodio a 2,0 %
por 40 minutos, sob agitagdo. Em seguida, as sementes foram lavadas com agua desionizada
estéril trés vezes em camara de fluxo laminar, como estabelecido por Pacheco e colaboradores
(2012), e mantidas em 4gua desionizada estéril por cerca de cinco dias ou dispostas entre duas
camadas de trés folhas de papel de filtro Whatman® n°l embebidas em solugio de 4cido
giberélico (GA3) a 2,5 %, e incubadas por sete dias sob fotoperiodo de 16 h (FERREIRA et
al., 2005).

Posteriormente ao periodo de incubacdo, as sementes tiveram o seu tegumento
totalmente retirado com o auxilio de bisturi e foram inoculadas em frascos de cultura (10 cm x
6 cm; 250 mL), contendo 30 mL de meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) com metade
da concentragdo padrio de sais, vitaminas e 15 g.L'! de sacarose (MS ) e solidificado com
agar a 0,75 %. O pH do meio foi ajustado para 5,8, antes da esterilizagdo em autoclave por 15
minutos a 121°C e 1,0 atm. Os frascos foram mantidos em estufa B.O.D. sob regime de
temperaturas alternadas (30°C por 8 h luz e 20°C por 16 h escuro) (OSIPI; NAKAGAWA,
2005; PACHECO et al., 2012).
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3.3. Condigoes de cultura e obtencao das culturas primarias

Plantulas axénicas derivadas da germinagao in vitro foram utilizadas com fontes de
explantes para obtengdo das culturas primarias, apos 90 dias da germinagdo. Apices caulinares
e segmentos nodais (3 — 5 cm) foram inoculados em meio MSM solidificado (MONTEIRO et
al., 2000), contendo metade da concentragdo de sais, vitaminas do meio MSM e 15 g.L'! de
sacarose (MSM %).

A manutengdo das plantas foi realizada por meio de subculturas mensais de segmentos
caulinares (3 - 5 cm), contendo de 4 a 6 segmentos nodais, inoculados em meio MSM Y5
(GARCIA et al., 2011a). As culturas foram mantidas em camara de crescimento a 25°C +
1

2°C, sob fotoperiodo de 16 horas/luz, com intensidade luminosa média de 46 pumol.m™.s"

fornecida por lampadas fluorescentes do tipo branca fria.

3.4. Inducéo de calogénese

Segmentos foliares de 1 cm? foram excisados de plantas propagadas in vitro e
inoculados em frascos de cultura (10 cm x 6 cm) contendo 30 mL de meio MSM solidificado
suplementado com picloram (PIC) a 28,9 uM (PACHECO et al., 2012). Os explantes foram
inoculados com a face abaxial em contato com o meio de cultura. Os frascos foram mantidos
em camara de crescimento, na auséncia de luz, a 25°C £ 2°C, por 60 dias, visando a produgdo
de calos friaveis. Apds esse periodo, foram realizadas subculturas mensais para meio fresco
de mesma composi¢do, sendo os frascos mantidos no escuro ou transferidos para a presenca

de luz (fotoperiodo de 16 h, 46 pmol.m™2.s).

3.5. Estabelecimento de culturas de células em suspensao

Para a inducdo de suspensdes celulares, 3,0 g de calos fridveis foram transferidos para

Erlenmeyers de 125 mL contendo 30 mL de meio MSM liquido suplementado com PIC a
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28,9 uM. As culturas foram incubadas sob agitacdo (100 rpm), em mesa giratoria orbital
(Innova 2300) e mantidas a 25°C £ 2°C, na presenga ou auséncia de luz, por 30 dias
(PACHECO et al., 2012).

Para a determinacdao da cinética de crescimento, dois frascos de cultura foram
selecionados randomicamente para filtracdo a cada dois - trés dias, durante um periodo total
de 30 dias. Para a avaliacdo do acimulo de biomassa, determinado pela aferi¢ao dos pesos de
matéria fresca (PF) e seca (PS), as culturas foram filtradas a vacuo, utilizando como malha de
filtragio uma folha de papel filtro Whatman® n°1. O PS foi aferido apds secagem do material

em estufa a 45°C durante 24 horas.

3.6. Estabelecimento de culturas de raizes adventicias

Segmentos com 1 cm de comprimento excisados das regides distais e proximais (em
relagdo a distancia do caule) de raizes de plantas propagadas in vitro ou derivadas da
germinagao in vitro foram inoculados em frascos de vidro (10 cm x 6 cm; 250 mL) vedados
com tampa de polipropileno, contendo 30 mL de meio MSM liquido suplementado com
diferentes concentragdes das auxinas acido indolil-3-butirico (AIB) (0,49; 2,45; 4,9 uM),
acido indolil-3-acético (AIA) (0,57; 2,85; 5,7 uM) e acido a-naftalenoacético (ANA) (0,54;
2,7; 5,4 uM). Foram inoculados trés explantes por frasco, sendo utilizados cinco frascos para
explantes distais e cinco para explantes proximais, totalizando 10 frascos por tratamento. As
culturas foram mantidas na auséncia de luz, sob agitacdo (100 rpm) em mesa giratdria orbital
(Innova 2300), em duas diferentes temperaturas (25°C = 2°C e 30°C + 2°C), por 60 dias
(SIMAO et al., 2016).

3.7. Aclimatizagéo

A aclimatizacdo de plantas foi realizada conforme protocolo estabelecido por Lugato

(2012). Plantas completas obtidas apds, pelo menos, 90 dias em cultivo in vitro foram
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retiradas dos frascos e submetidas a lavagem do sistema radicular para retirada do meio de
cultura. Os frascos foram lavados e o meio substituido por 4gua da torneira. Em seguida, as
plantas foram colocadas de volta nos vidros, que foram vedados com filme PVC para a
conservagao da umidade interna. O plastico foi perfurado progressivamente ao longo de sete
dias e, apds este periodo, as plantas foram transferidas para vasos contendo o substrato Top

®

Garden Floreira® e cobertas com copo plastico descartavel, o qual também foi perfurado de

forma progressiva e retirado apds 15 dias.

3.8. Avaliacgao fitoquimica

3.8.1 Preparo dos extratos vegetais

Para a avaliacdo fitoquimica e andlise da atividade antioxidante foram preparados
extratos hidroalcoodlicos de folhas de (i) plantas obtidas in vivo, (ii) plantas produzidas in
vitro, (iii) plantas aclimatizadas mantidas no telado do NBV/UERJ e de calos fridveis
cultivados por 120 dias e mantidos na presenga ou na auséncia de luz.

A extragdo foi realizada com etanol a 80 % durante 1 hora, em refluxo (1:40,
planta:solvente, p/v), como descrito por Birk e colaboradores (2005). Os extratos foram
filtrados em papel de filtro e secos em banho-maria a 90°C (SIMAO et al., 2016).

Para as andlises cromatograficas, amostras dos extratos foram ressolubilizadas em

metanol, utilizando ultrassom.

3.8.2 Analise por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Amostras dos diferentes extratos foram aplicadas sobre placas de cromatografia de
silica gel 60 com indicador de fluorescéncia UVasanm. Foram realizadas andlises para a

presenca de flavonoides, saponinas e alcaloides.
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Na analise de flavonoides, a fase movel consistiu em acetato de etila:dcido acético
glacial:acido férmico:agua (51:6:1:7, v/v), com revelagao através de NP/PEG 4000 (Natural
Products/Polietilenoglicol) e visualizagdo em camara de UViesom (WAGNER; BLADT,
2001). Foram utilizados, para fins de comparacao, padrdes dos flavonoides vitexina, orientina,
isoorientina, rutina e vitexina-2”-O-raminosideo (Sigma-Aldrich®).

Na andlise de saponinas, a fase movel foi constituida de cloroférmio:acido
acético:metanol:agua (60:32:12:8, v/v) (WAGNER; BLADT, 2001). A revela¢ao das placas
foi realizada com solucao de anisaldeido sulfurico e aquecimento a 100°C por 5 minutos, com
visualiza¢ao sob luz visivel.

Para a analise de alcaloides, a fase movel foi constituida por
cloroférmio:acetona:dietilamina (50:40:10, v/v) e a visualizacdo foi realizada em luz visivel,
apos aplicacdo do reagente de Dragendorff e observacao da reag¢do colorimétrica (WAGNER;
BLADT, 2001).

O Rrdas amostras e dos padrdes foi calculado através da equagdo abaixo:

‘&D amostra (CTH)
AD eluente (CTH)

Rf =

Onde, AD 0561 (€m) € a distincia percorrida pela amostra na placa de silica-gel em
centimetros, € ADp,0nte (M) € a distancia percorrida pelo eluente na placa de silica-gel em

centimetros (DA SILVA et al., 2014).

3.8.3 Analises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

3.8.3.1 CLAE-DAD-UV

Para as analises por CLAE-DAD-UYV, extratos hidroalcodlicos de P. alata preparados
a partir de folhas de plantas obtidas in vivo, produzidas in vitro e aclimatizadas foram diluidos

em metanol grau HPLC (Tedia®, Brasil) na concentragio de 1 mg/mL. Em seguida, foram
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solubilizados com auxilio de banho de ultrassom por 15 minutos, filtrados em filtros Millipore
de 0,45 um (Merck®, Alemanha) e submetidos a andlise em cromatégrafo liquido Agilent®
1260 Infinity, equipado com bomba LC-10AD, misturador FCV 10AL, desgaseificador DGU-
14A, forno CTO-10AS, controlador SCL-10A e detector de UV com arranjo de diodos
(DAD-UV) SPD-MI10A. As amostras foram separadas em coluna Thermo-scientific®
Hypersil Gold RP18 (250 mm x 4,6 mm com particula de 5 A).

Para a determinagdo do perfil cromatografico, a fase movel foi constituida por 95% de
dgua ultrapura MilliQ® acidificada com 4cido acético PA (Sigma®) a pH 3,3, e 5% de
acetonitrila grau HPLC (Tedia®), mantendo-se por 3 minutos de forma isocratica. Em seguida
(3 — 40 minutos), ocorreu um gradiente com inversdo para 100% de acetonitrila e 0% de agua,
mantendo-se novamente isocratico até 45 minutos, e finalmente regressando a condi¢do
inicial em 47 minutos. O fluxo da fase movel foi mantido constante, a 1 mL/min, em
temperatura ambiente (23°C). O detector foi programado para realizar a varredura entre os

comprimentos de 200 e 480 nm, com taxa de atualiza¢do de 1 Hz.

3.8.3.2 CLAE-UV-IES-EM

As andlises por CLAE-UV-IES-EM foram realizadas em cromatoégrafo liquido
Shimadzu® UPLC acoplado a um espectrofotometro de massa quadrupolo Bruker®
MicrOTOF-QII equipado com desgaseificador (DEU20AS), duas bombas (LC20AD), injetor
automatico (SIL20AC), detector de UV de comprimento de onda fixo (SPD20A), forno
(CTO20A) e interface (CSM20A). Foram utilizadas a mesma coluna e as mesmas condig¢oes
de fase movel estabelecidas para a analise por CLAE-DAD-UV. Apos a detec¢do em detector
de UV em comprimento de onda de 254 nm, a fase movel foi gaseificada por ionizacao
electrospray a 180°C, com fluxo de nitrogénio 4 L/min, pressdo de 0,4 Bar, voltagem do
capilar de 4500 V. Os espectros de massas foram obtidos em ionizagdo no modo negativo no
intervalo massa/carga (m/z) de 100 a 2500 e com energia de ioniza¢do de 10 eV, para o
detector de tempo de voo. Os sinais obtidos foram transferidos para o detector triplo

quadrupolo com funil ajustado em 200 Vpp, com energia de ionizagdo de 5 eV. Os espectros

foram visualizados no software Bruker Compass DataAnalysis 4.0.
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As andlises foram realizadas em colaboracdo com a Central Analitica Fernanda
Coutinho, do Instituto de Quimica da UERJ, sob a coordenagdo da Prof.* Dr.? Monica Regina

da Costa Marques.

3.9 Avaliagado do potencial antioxidante

3.9.1 Ensaio de captura do radical DPPH

O potencial antioxidante dos materiais foi avaliado por meio da determinagdo da
capacidade de captura do radical DPPH, utilizando-se a metodologia descrita por Brand-
Williams e colaboradores (1995) e modificada por Sanchez-Moreno, Larrauri e Saura-Calixto
(1998).

Amostras dos extratos foram ressuspensas em metanol 100% e diluidas em
concentragdes de 2,5; 5; 10; 15; 20; 25 e 30 mg/mL. Em seguida, 25 puL de cada amostra
foram adicionados a 975 pL de solugdo metandlica de DPPH a 60 uM e incubadas no escuro
por 1 hora. Uma solu¢do metanolica de DPPH a 60 uM foi utilizada como controle negativo.
As leituras de absorbancia foram obtidas com espectrofotometro a 515 nm (Shimadzu UV-
B382), sendo a porcentagem de captura do radical DPPH determinada através da equacdo

abaixo:

Ac — Aa

% DPPH capturado = ( "

)xlOO

Sendo Ac a absorbancia do controle negativo, e Aa a absorbancia da amostra.

Foi calculada ainda a concentracao eficaz (CEso), determinando assim a concentragao
de extrato necessaria para reduzir em 50% a concentragdo inicial do radical DPPH (BRAND-
WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995). Os valores do CEsy foram calculados por
regressdo linear dos pontos, em que o eixo das abscissas representa a concentracdo dos
extratos (mg/mL) e o eixo das ordenadas, os valores da porcentagem de captura de DPPH,

calculados pelas médias das triplicatas, de acordo com a equagdo abaixo:
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y=—ax+b
Onde: y =50 e x = CEso (mg/mL)

Os resultados foram comparados com uma curva padrdo do antioxidante quercetina
(Figura 7).
Figura 7 - Curva padrio de atividade antioxidante da quercetina pelo

método da captura do radical DPPH.
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3.9.2 Ensaio da capacidade quelante de ions ferrosos

O ensaio da capacidade quelante de ions ferrosos foi realizado conforme o método de
Chew e colaboradores (2009) com modificagdes. Os extratos dos diferentes materiais foram
ressuspensos em metanol 100% e diluidos em diferentes concentragdes (0,125; 0,25; 0,5; 1; 3
e 5 mg/mL), em triplicata. Aliquotas de 250 puL de cada diluicdo foram incubadas com 250uL
de sulfato ferroso (FeSO4) a 0,1 mM por 5 minutos. Em seguida, foram adicionados 250 pL
de ferrozina a 0,25 mM e as amostras incubadas por 10 minutos no escuro, a temperatura
ambiente. Apds este periodo, as leituras de absorbancia foram efetuadas a 562 nm, em

espectrofotometro UV-Vis BioMate 3S - ThermoScientific. Para fins de comparagdo, o
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mesmo procedimento foi realizado utilizando EDTA em diferentes concentragdes (5 — 50

pug/mL).

A capacidade quelante de ions ferrosos, em porcentagem, foi calculada pela equacao a

seguir:

A, — (A, — A
Atividade quelante de Fe*? (%) = — (Aa ») * 100
[

Onde A, = absorbancia do controle;
A,= absorbancia da amostra;
A= absorbancia do branco.

Os resultados foram também calculados através da concentracdo eficaz (CEso) para a
capacidade quelante de ions ferrosos, de forma similar ao descrito anteriormente. Para fins de
comparagdo da atividade quelante dos extratos, foi obtida uma curva padrdo utilizando

diferentes concentra¢des do agente quelante EDTA (Figura 8).

Figura 8 - Curva padrio do agente quelante EDTA pelo método da

capacidade quelante de ions ferrosos.
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3.10 Analise estatistica

Os experimentos de cultura de tecidos foram repetidos duas vezes, utilizando-se
grupos de 15 explantes. A avalia¢do estatistica dos dados experimentais foi realizada através
da andlise de variancia (ANOVA one-way), ¢ do teste de Tukey-Kramer, com nivel de

significancia de 95% de probabilidade (p < 0,05), através do programa GraphPad Prism 7®.
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4 RESULTADOS

4.1 Germinagdao in vitro e estabelecimento de culturas primarias

A germinagao de sementes de P. alata apos a escarifica¢ao de parte do tegumento com
auxilio de bisturi, conforme estabelecido por Pacheco e colaboradores (2012), resultou em
baixas taxas de germinacdo (dados ndao mostrados). Dessa forma, foi realizada a retirada
completa do tegumento das sementes (Figura 9), o que resultou no desenvolvimento de

plantulas de forma mais rapida e eficiente, aumentando a obtenc¢do de matrizes.

Figura 9 - Germinagdo in vitro de sementes de

Passiflora alata apos remogao completa

do tegumento.

Legenda: (A) Semente de P. alata ap6s remogdo do tegumento
e (B) plantula formada apds 90 dias de cultura em

meio MS %. Barras =1 cm.
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Culturas primarias foram estabelecidas a partir de 4pices caulinares e segmentos
nodais excisados das plantulas derivadas da germinacao in vitro, cultivados em meio MSM Y5
por 60 dias. Essas plantas eram subcultivadas a cada 30 dias para meio fresco de igual
composicdo, constituindo um estoque de plantas propagadas in vitro para o fornecimento de

material botanico para as proximas etapas do trabalho.

4.2 Estabelecimento de culturas de calos

Calos friaveis foram produzidos a partir de segmentos foliares cultivados em meio
MSM sdlido suplementado com PIC a 28,9 uM, na auséncia de luz, por 60 dias. No entanto, a
indugdo de calos na presenga de luz nao foi alcangada. Assim, apds os calos terem sido
induzidos na auséncia de luz, foram realizadas subculturas, nas quais uma parte dos calos foi
transferida para a presenca de luz e a outra parte mantida no escuro (Figura 10). Os calos
assim obtidos foram mantidos em ambas as condigdes de iluminagdo por 120 dias, com

subculturas mensais para meio fresco, de igual composigao.

Figura 10 — Calos friaveis de Passiflora alata obtidos a partir de explantes

foliares cultivados em meio MSM suplementado com PIC a 28,9

uM, por 30 dias.

Legenda: Calos mantidos na presenca (A) ou na auséncia de luz (B). Barras = 1 cm.
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4.3 Estabelecimento de culturas de células em suspensao

Suspensdes celulares foram obtidas a partir da inoculagdo de 3 gramas de calos
friaveis cultivados em meio MSM liquido suplementado com PIC a 28,9 uM, e mantidas em

mesa agitadora orbital, na presenca ou auséncia de luz (Figura 11).

Figura 11 — Suspensoes celulares de Passiflora alata mantidas em

meio MSM suplementado com PIC a 28,9 uM.

Legenda: Suspensdes celulares mantidas na auséncia de luz, no inicio (A) e ap6s 11

dias (B) em cultivo.

As suspensdes celulares mantidas na presenca ou auséncia de luz reproduziram as
cinéticas de crescimento descritas por Pacheco e colaboradores (2012). Nas culturas mantidas
no escuro, a fase exponencial ocorreu entre o 10° e 24° dia de cultura, com aumento de cerca
de 3 vezes da biomassa acumulada, e foi observado um pequeno decréscimo na densidade

celular apos o 24° dia de cultura (Figura 12 A). Nas culturas mantidas na presenga de luz, a
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fase exponencial foi observada entre o 3° e o 13° dia de cultura, embora tenha havido um

crescimento menos acentuado do 13° até o 17° dia de cultura (Figura 12 B).

Figura 12 — Acumulo de biomassa de culturas de células em suspensdo de Passiflora

alata durante 30 dias de cultivo em meio MSM suplementado com PIC a

28,9 pM.
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Legenda: Culturas mantidas na auséncia (A) ou na presenca de luz (B).
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4.4 Estabelecimento de culturas de raizes adventicias

Culturas de raizes adventicias iniciadas a partir de segmentos proximais ou distais de
raizes de plantas propagadas in vitro ndo apresentaram respostas morfogénicas em nenhuma
das condigoes testadas. Dessa forma, alternativamente, foi realizado um ensaio com o objetivo
de avaliar a capacidade morfogénica de segmentos radiculares proximais e distais excisados
de plantulas derivadas da germinag¢do in vitro, no qual foram testadas as mesmas
concentragdes das auxinas AIB, AIA e ANA utilizadas anteriormente, em duas condigdes de
temperatura (25°C £ 2°C ou 30°C £ 2°C).

Explantes cultivados a 30°C ndo apresentaram resposta aos tratamentos testados. O
mesmo foi observado em segmentos radiculares cultivados na presenca de AIA e ANA, a
25°C. A proliferacdo de raizes somente foi observada em resposta a AIB, quando os explantes
foram mantidos a 25°C.

Culturas iniciadas a partir de segmentos proximais mostraram maior capacidade de
proliferagdo, quando comparadas aquelas iniciadas a partir de segmentos distais, sendo
alcangado o maior acimulo de biomassa na presenca da maior concentracdo de AIB testada
(4,9 uM - Figura 13). Culturas estabelecidas a partir de explantes proximais apresentaram
tanto alongamento dos explantes primarios quanto desenvolvimento de raizes laterais (Figura
13 A, C e E), enquanto os explantes distais apresentaram somente alongamento dos
segmentos em resposta as concentracdes de 0,49 e 2,45 uM de AIB (Figura 13 D e F), com
baixa formacdo de raizes laterais na menor concentracdo de AIB (0,49 uM) (Figura 13 F).
Esse padrao morfogénico foi inicialmente observado no 10° dia de cultura e mantido até,
aproximadamente, 60 dias.

Dados quantitativos, incluindo o percentual de crescimento e acimulo de biomassa,
nao puderam ser avaliados neste trabalho devido as restrigdes impostas pelo isolamento social

em decorréncia da pandemia de COVID-19.



Figura 13 — Raizes adventicias de Passiflora alata obtidas a partir de
segmentos radiculares excisados de plantas derivadas da
germinagdo in vitro e cultivados em diferentes

concentragoes de AIB, apos 60 dias em cultura.

Proximais Distais

AIB 2,45 pM AIB 4,9 pM

AIB 0,49 tM

Legenda: Raizes adventicias cultivadas a 25°C + 2°C e auséncia de luz, em meio MSM
suplementado com AIB a 4,9 uM, a partir de segmentos proximais (A) e distais (B);
com AIB 2,45 uM, proximais (C) e distais (D); e com AIB a 0,49 uM, proximais (E)

e distais (F). Barras = 1 cm.
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4.5 Aclimatizacao

Plantas in vitro de P. alata foram submetidas ao processo de aclimatizagdo (Figura 14
A) e apresentaram uma taxa de sobrevivéncia de aproximadamente 70%. Apds 180 dias da
transferéncia para condi¢des ex Vvitro, as plantas apresentaram folhas grandes e alongadas,

com aspecto normal (Figura 14 B), as quais foram coletadas para o preparo de extratos.

Figura 14 — Plantas de Passiflora alata em processo de aclimatizagao.

Legenda: Plantas de P. alata obtidas in vitro, dois (A) e 180 dias (B) apés transferéncia para

condigOes ex vitro. Barras = 5 cm.
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4.6 Avaliacdo fitoquimica

4.6.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

4.6.1.1 Analise de flavonoides

A analise por CCD para a detecgdo de flavonoides apontou a presenca de vitexina-2"-
O-raminosideo (mancha 2, Rr = 0,19) em todas as amostras de folhas avaliadas. Também
pdde-se observar uma substancia comum apenas as folhas de plantas obtidas in vivo e in vitro
(mancha 1, R¢= 0,14), a qual ndo pode ser relacionada aos padrdes de flavonoides utilizados.
Além disso, o extrato de folhas de plantas obtidas in vivo apresentou uma mancha de fraca
intensidade (mancha 3, R¢= 0,3), correspondente ao padrao de orientina (Figura 15).

Nos extratos de calos mantidos na presen¢a ou auséncia de luz, por outro lado, ndo

foram observadas manchas indicativas da presenca de flavonoides (Figura 15).

4.6.1.2 Analise de saponinas

Todos os materiais analisados apresentaram manchas sugestivas de saponinas na
analise por CCD (Figura 16). Duas manchas (com numerag¢do 2 ¢ 4 ¢ Rr = 0,24 ¢ 0,38,
respectivamente) foram observadas em todos os materiais, tanto nas folhas quanto nos calos,
variando apenas na intensidade e coloragdo entre elas. A mancha 2 (R = 0,24) foi observada
mais intensamente nas amostras de folhas de plantas obtidas in vivo e de calos mantidos na
auséncia de luz, com menor intensidade na amostra de folhas de plantas aclimatizadas. De
forma semelhante, a mancha 4 (Rr = 0,38) estava intensificada nas mesmas amostras, porém
com menor intensidade nas amostras de folhas de plantas produzidas in vitro e calos mantidos

na presenga de luz.
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Figura 15 - Perfil cromatografico, pela técnica de CCD, para identificacdo de

flavonoides em diferentes materiais obtidos in vivo e in vitro de

Passiflora alata.
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Legenda: Fase movel: acetato de etila:acido acético glacial:acido formico:agua (51:6:1:7, v/v).

Revelagdo: NP/PEG 4000, e visualiza¢do sob UV3gsum.

Foram detectadas ainda mais seis manchas comuns aos extratos de folhas, com mesmo
Rr e coloragdo, indicando a presenca das mesmas substincias nesses materiais. Entre elas, a
mancha 3 (Rf=0,29) e a mancha 7 (Rr= 0,54), ambas com coloragdo arroxeada, apresentaram
intensidades semelhantes nas trés amostras de folhas analisadas, enquanto as manchas 6 (R¢=
0,49), com coloragao amarelada, e 10 (R¢r= 0,8), com coloracao arroxeada, foram detectadas
em menor intensidade no extrato de folhas de plantas in vitro. Ainda entre as manchas
comuns aos extratos foliares, a mancha 9 (Rr= 0,71) foi observada com maior intensidade nas

folhas de plantas obtidas in vivo, ao contrario da mancha 12 (Rf = 0,91), com coloragdo
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acinzentada, que se mostrou mais evidenciada nas folhas de plantas aclimatizadas e de forma
mais fraca, nas folhas de plantas mantidas in vivo e in vitro (Figura 16).

Apesar da similaridade dos perfis cromatograficos das diferentes amostras de folhas
analisadas, algumas manchas sugestivas de saponinas ndo puderam ser bem distinguidas.
Como exemplo, as manchas 5 e 8 (R¢r= 0,42 e 0,62, respectivamente) ndo foram identificaveis
nas folhas de plantas aclimatizadas, enquanto a mancha 11 (Rf = 0,87) ndo pode ser
visualizada nas folhas de plantas in vitro. Ja& a mancha 1 (Rf= 0,16), s6 foi evidente na

amostra de folhas de plantas in vitro (Figura 16).

Figura 16 - Perfil cromatografico, pela técnica de CCD, para identificagdo de
saponinas em diferentes materias in vivo e in vitro de Passiflora

alata.

Folha Folha Folha Calo Calo
aclimatizada in vivo invitro  (ausénciade luz) (presencade luz)

Legenda: Fase movel: cloroférmio:acido acético:metanol:agua (60:32:12:8 v/v). Revelagdo:

anisaldéido sulfurico.
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4.6.1.3 Analise de alcaloides

Dos extratos analisados, as folhas de plantas aclimatizadas apresentaram o maior
numero de manchas sugestivas de alcaloides, sendo uma delas (mancha 2, Rr = 0,71) ndo
detectada nos demais extratos (Figura 17). A mancha 1 (Rf = 0,5) foi comum a todas as
amostras de folhas analisadas, com variacdo apenas em relacdo a intensidade, enquanto a
mancha 3 (Rf = 0,95) s6 foi encontrada em extratos de folhas de plantas mantidas in vivo e
aclimatizadas. Extratos de calos mantidos na presen¢a ou auséncia de luz ndo apresentaram

manchas sugestivas de alcaloides (Figura 17).

Figura 17 - Perfil cromatografico, pela técnica de CCD, para
identificacdo de alcaloides em diferentes materiais in

vivo e in vitro de Passiflora alata.
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Legenda: Fase movel: cloroformio:acetona:dietilamina (50:40:10, v/v).

Revelagdo: reagente de Dragendorft.
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4.6.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

4.6.2.1 CLAE-DAD-UV

Os perfis cromatograficos, obtidos por CLAE, dos extratos de folhas (plantas in vivo,
aclimatizadas e in vitro) analisados na faixa entre 200 e 480 nm, mostraram uma grande
quantidade de sinais, em todas as amostras (Figura 18, 19 e 20). Entre as principais
substancias detectadas, destacam-se os sinais de tR 14,09 minutos, nas folhas de plantas
obtidas in vivo, e 14,3 minutos, nas folhas de plantas aclimatizadas e in vitro, majoritarias na
faixa de 254 a 340 nm (Figuras 18 e 19); tR 33,4 minutos, nas folhas de plantas in vivo, ¢ 33,3
minutos, nas folhas de plantas aclimatizadas e in vitro, detectadas na faixa de 200 a 280 nm
(Figura 18); e tR 43,0 minutos, nas folhas de plantas in vivo e in vitro, e 42,9 minutos, nas
folhas de plantas aclimatizadas, majoritariamente detectadas nos comprimentos de onda de
420 e 480 nm (Figura 120).

Na andlise a 340 nm, foram detectadas substancias semelhantes nos perfis
cromatograficos de todos os extratos de folhas analisados. O extrato de folhas de plantas in
Vivo apresentou a maior abundancia de sinais detectados a 340 nm, com a presenca de uma
substancia majoritaria com tempo de retengdo (tR) de 14,09 minutos, e um segundo sinal, em
intensidade, com tR de 14,3 minutos. Em contrapartida, os extratos de folhas de plantas
aclimatizadas e daquelas mantidas in vitro exibiram a maior similaridade em relacdo aos
sinais detectados, com a presenca de uma mesma substidncia majoritdria com tR de 14,3
minutos, e de outras trés substancias com tR de 3,3; 3,9 e 18,6 minutos, além de uma quarta
substancia, com tR de 42,9 e 43,0 minutos, detectada nas folhas de plantas aclimatizadas e

naquelas mantidas in vitro, respectivamente (Figura 19).
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Figura 18 - Perfil cromatografico, pela técnica de CLAE-DAD-UYV, de folhas de plantas de

Passiflora alata obtidas in vivo, aclimatizadas e produzidas in vitro, com detecgao

em UV2g0 nm.
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Legenda: Extratos de folhas de plantas in vivo (A), aclimatizadas (B) e in vitro (C).
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Figura 19 - Perfil cromatografico, pela técnica de CLAE-DAD-UV, de folhas de plantas de
Passiflora alata obtidas in vivo, aclimatizadas e produzidas in vitro, com

deteccdo em UV340 nm.

mAUé > A
35 o
30 ¥
253 |
20 |
153 ‘ >
104 Ney
5 %g MM
3 es M —
043 A b [ pn - ]
b T ‘ T T T ‘ T T T T I T T T T ‘ T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T
5 10 15 20 25 30 35 40 45 _min
mAU 4 B
154 %
1259
104
754 ‘ o
5 B & 3
B | B 9
25 1 J\MLM_ A G SRS S
03— W
L e e B B s S B S A B A S B e S L AL A B
5 10 15 20 25 20 35 40 45 _mif
mAU - C
14 3
123
103
84 o .
. Nig 2 °
i ] o || [:] S
43 @ =IF - @
B g |||| |r| |1| LIT
2_5 J\J_r A A__‘_'_M_j.'.]ulrl_'\._,_,_,.q.‘.'_,_- —_ _ o
[]_ -
- T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T
5 10 15 20 25 a0 35 40 45 _mi

Legenda: Extratos de folhas de plantas in vivo (A), aclimatizadas (B) e in vitro (C).
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Figura 20 - Perfil cromatografico, pela técnica de CLAE-DAD-UV, de folhas de plantas de
Passiflora alata obtidas in vivo, aclimatizadas e produzidas in vitro, com detecgao

em UV420 nm.
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Legenda: Extratos de folhas de plantas in vivo (A), aclimatizadas (B) e in vitro (C).
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4.6.2.2 CLAE-UV-IES-EM

Para melhor esclarecer e comparar a composi¢ao dos extratos etanolicos de folhas de
P. alata excisadas de plantas com diferentes origens, as amostras foram submetidas a analises
por CLAE-UV-IES-EM.

Os cromatogramas de ions totais (CIT) obtidos apresentaram uma abundancia de
sinais, sendo muitos deles comuns as trés amostras analisadas, com maior similaridade
observada entre as substancias majoritarias detectadas nos extratos de folhas de plantas
aclimatizadas e de plantas produzidas in vitro (Figura 21).

O maior numero de substancias foi observado no extrato de folhas de plantas mantidas
in vivo, o qual apresentou, aproximadamente, 30 sinais, com tempos de retengdo variando
entre 12 ¢ 30 minutos. Entre esses sinais, destacam-se aqueles detectados com tR de 19,6;
19,1; 13,4; 20,4 e 13,7 minutos (sinais 11, 10, 3, 13 e 4, respectivamente) (Figura 21 A). Por
outro lado, um nimero menor de sinais foi observado nos extratos de folhas de plantas
aclimatizadas e daquelas obtidas in vitro, os quais apresentaram a mesma substincia
majoritaria (sinais 4 e 1, respectivamente), detectada com tR de 13,7 minutos. Destacam-se
ainda, nessas amostras, os sinais 7 e 12, detectados a 20,3 e¢ 20,4 minutos, nas folhas de
plantas aclimatizadas e de plantas produzidas in vitro, respectivamente (Figura 21 B e C).
Este ultimo sinal (tR 20,4 minutos) também pdde ser detectado, com grande intensidade, em

folhas de plantas obtidas in vivo (Figura 21 A).



Figura 21 - Cromatogramas de ions totais (CITs), pela técnica de CLAE-

Intens.

X105

UV-ESI-EM, de extratos de folhas de Passiflora alata.

A

—
—

‘«LAL‘

P8_1-8_01_3843.d: BPC 99.0000-2501.0000 -All MS|

3

| ﬁf

i LN

Intens.

x10%]

2.5

2.0q

0.5

10

30 35 40 Time [min]

J‘ zf

P2_1-2_01_3837.d: BPC 99.0000-2501.0000 -All M3|

16

bt M«’N MWJ)MMU

ok

0.0+

MJW \L'\’ﬂH el L\*MHM "—“L“("Nﬁw/\wwm/"wi\. AT .

Intens.
x10%

10

15

30 35 40 Time [min]

‘ 5

|
SH

P4_1-4_01_3839.d: BPC 99.0000-2501.0000 -All MS|

1

I

16

ij)l

Mw«m hw’w

‘AWVIMLL\»

10

35 40 Time ‘[mm]

Legenda: Extratos de folhas de plantas obtidas in vivo (A), aclimatizadas (B) e de

plantas produzidas in vitro (C).



61

Os espectros de massas dos sinais 1 (detectado em folhas de plantas aclimatizadas) e 4
(detectado em folhas de plantas in vivo e in vitro), de tR = 13,7 minutos, revelaram ions
pseudo-moleculares (m/z) de 577, a mesma do flavonoide vitexina-2’’-O-ramnosideo (Figura
22, Tabela 1).

Foram observados ainda sinais com espectros de massa semelhantes nas trés amostras
de folhas analisadas, com m/z de aproximadamente 843 (tR = 20,7 minutos) e 989 (tR = 21,2
minutos). Quando essas massas foram comparadas a de substancias ja descritas em espécies
de Passiflora, foram identificadas como ciclopassiflosideo III ¢ ciclopassiflosideo III
ramnosideo, respectivamente (Figuras 23 e 24, Tabela 1).

Nos extratos de folhas de plantas obtidas in vivo e aclimatizadas foram ainda
detectados sinais de baixa intensidade, aos 20,2 minutos, com m/z de 1105, similar ao ja

descrito para a saponina triterpénica quadrangulosideo (Tabela 1).

Figura 22 — Espectros de massa, obtidos por CLAE-UV-ESI-EM, dos

extratos de folhas de Passiflora alata, dos 13,3 aos 13,9

minutos.
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Legenda: Extratos de folhas de plantas obtidas in vivo (A), aclimatizadas (B) e in vitro (C).



Figura 23 — Espectros de massa, obtidos por CLAE-UV-ESI-EM, dos

extratos de folhas de Passiflora alata, dos 20,5 aos 20,8

minutos.
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Figura 24 — Espectros de massa, obtidos por CLAE-UV-ESI-EM, dos
extratos de folhas de Passiflora alata, dos 20,9 aos 21,3

minutos.
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Legenda: Extratos de folhas de plantas in vivo (A), aclimatizadas (B) e produzidas in vitro (C).



Tabela 1 — Substancias, detectadas por CLAE-UV-ESI-EM, em extratos de folhas de Passiflora alata.

tR Folhas Folhas Folhas

o A . . A
Sinais Substancia sugerida m/z (ESI) (min.) in vivo aclimatizadas in vitro Referéncia
MS: 593;
2(A)e3(0) - 13,1 X - X -
MS2: 333; 569
| (B) MS: 577 COSTA etal., 2013;
€ itexina-2’’-0O- : >
Vitexina-2"-O 13,7 X X X FERRERES et al., 2007;
4(AeC) ramnosideo MS2: 293
ZUCOLOTTO et al., 2012
MS: 431 MULLER et al., 2005;
5(A) Isovitexina 14,0 X - - OZAROWSKI et al., 2018;
ZUCOLOTTO et al., 2012
: _O). MS: 607; .
6 (A) Isoscoparma 2 0] 142 X i X FERRERES et al., 2007
deoxihexosideo MS?: 443 OZAROWSKI et al., 2018
o MS: 447; SAKALEM et al., 2012;
7(A) Isoorientina MS2: 357 15,5 X - - ZUCOLOTTO et al., 2012
, ) REGINATTO et al., 2004;
- Quadrangulosideo MS: 1105 20,2 X X - SAKALEM et al.. 2012
14 (A), 8(B) . o MS: 843; SAKALEM et al., 2012;
e 13(C) Ciclopassiflosideo I1I MS2: 797 20,7 X X X YOSHIKAWA et al., 2000a, b
16 (A), 10  Ciclopassiflosideo III MS: 989; 212 X x x SAKALEM et al., 2012;
(B)e 15 (C) ramnosideo MS?2: 943 ’ YOSHIKAWA et al., 2000a, b

Legenda: * Sinais detectados em extratos de folhas de plantas obtidas in vivo (A), aclimatizadas (B) ou produzidas in vitro (C).
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4.7 Avaliacéo da atividade antioxidante

4.7.1 Ensaio de captura do radical DPPH

Entre as amostras analisadas, os extratos de folhas de plantas mantidas in Vvivo
apresentaram o maior potencial antioxidante, com menor valor de CEso, seguidos pelos
extratos de folhas de plantas aclimatizadas ¢ daquelas obtidas in vitro. A diferenga da
atividade, no entanto, somente foi estatisticamente significante entre as folhas de plantas in
Vivo ¢ in vitro. Por outro lado, extratos de calos obtidos a partir de explantes foliares,
mantidos na presenca ou na auséncia de luz, mostraram baixa capacidade de captura do
radical DPPH, como evidenciado pelas baixas porcentagens de captura e pelos altos valores

de CEso (Tabela 2, Figura 25).

Tabela 2 - Potencial antioxidante de diferentes materiais de Passiflora alata avaliados pelo

ensaio de captura do radical DPPH.

Amostras Co(r;gz?gﬁg;éo Captura (%) 8/58
Folhas in vivo 2,5-15 19,5 — 86,48 7,55 £0,46%
Folhas aclimatizadas 2,5-25 12,95 - 90,63 11,43 £ 1,26®
Folhas in vitro 2,5-25 13,76 — 86,23 12,99 + 0,32°
Calos (presenca de luz) 5-30 13,63 - 50,49 27,88 £ 1,11°
Calos (auséncia de luz) 5-30 11,96 - 39,91 39,65 +2,27¢

Os resultados expressam média + desvio padrdo. Médias em cada coluna seguidas pela mesma letra nao

apresentam diferencas estatisticas pelo teste de Tukey-Kramer (p < 0,05).
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Figura 25 - Porcentagem de captura do radical DPPH por extratos de diferentes materiais de

Passiflora alata obtidos in vitro e in vitro.
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4.7.2 Ensaio de avaliacdo da capacidade quelante de ions ferrosos

Entre os materiais avaliados, somente os extratos de calos mantidos na auséncia de luz
apresentaram baixa capacidade quelante de ions ferrosos (Tabela 3). Extratos de folhas de
plantas in vitro e aclimatizadas mostraram os melhores potenciais antioxidante como
quelantes de ions metdlicos, com os mais baixos valores de CEso, seguidos pelos extratos de
folhas de plantas obtidas in vivo e de calos mantidos na presenca de luz, também com

atividade quelante significativa (Tabela 3, Figura 26).



Tabela 3 - Potencial antioxidante avaliado pela capacidade quelante de

diferentes materiais de Passiflora alata.
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ions ferrosos de

Amostras Concentracao Atividade Quelante CEso
(mg/mL) (%) (9/L)
Folhas in vivo 0,125 -1,5 5,19 -47,30 2,25 +1,5%
Folhas aclimatizadas 0,125-1,0 15,03 - 65,85 0,66 +0,3?
Folhas in vitro 0,125-1,0 11,04 -72,16 0,62 +0,07*
Calos (presenca de luz) 0,25-5 9,73 - 52,63 4,69 +£1,32
Calos (auséncia de luz) 0,25-5 10,19 - 20,77 27,96 +3,2°

Os resultados expressam média + desvio padrio. Médias em cada coluna seguidas pela mesma letra ndo

apresentam diferencgas estatisticas pelo teste de Tukey-Kramer (p < 0,05).

Figura 26 - Capacidade quelante de ions ferrosos por extratos de diferentes materiais de

Passiflora alata obtidos in vitro e in vivo.
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5 DISCUSSAO

Considerando que a produ¢ao de metabolitos secundarios pode ser modulada in vitro,
no presente estudo foram utilizados diferentes sistemas biotecnoldgicos de Passiflora alata,
visando avaliar a produgdo de substancias bioativas e seu potencial antioxidante.

Os diferentes materiais in vitro de P. alata aqui descritos foram obtidos a partir de
plantulas derivadas da germinagdo in vitro, conforme descrito por Pacheco ¢ colaboladores
(2012). Porém, o protocolo descrito anteriormente resultou em uma taxa baixa e lenta de
germinagdo, em que muitas vezes o processo ndo se completava. Dessa forma, foi testada a
retirada completa do tegumento antecedida pela embebicdo em 4gua desionizada estéril por 5
dias para a quebra a dorméncia da semente.

A retirada do tegumento para germinagdo in vitro ja foi testada anteriormente no
género Passiflora. Para Passiflora elegans Mast., a retirada total do tegumento seguida de
imersdo em GA3 foi o método mais eficaz para a quebra da dorméncia nas sementes (SILVA
et al., 2019). A excisdo do tegumento também foi o método utilizado para a obtengdo de
plantas in vitro de P. edulis e P. cincinnata (PINTO et al., 2011; SILVA et al., 2009). No
presente trabalho, foi observado um aumento da velocidade e da eficiéncia da germinagéo in
Vitro, o que mostra que, em alguns casos, apenas a escarificagdo do tegumento pode ndo ser
suficiente para a germinacdo do embrido. Além disso, a embebigdo em giberelina antecedendo
a escarificacdo para a quebra da dorméncia, etapa indicada como fundamental para a
germinacdo de sementes de P. alata (CONEGLIAN et al., 2000; FERREIRA; FOGACA;
MORO, 2001), pode ser substituida por agua, reduzindo consideravelmente os custos do
processo.

Embora ja tenham sido descritos protocolos para a obtencdo de calos fridveis e
suspensdes celulares de P. alata (PACHECO et al., 2012), assim como a determinagdo
preliminar dos seus potenciais antioxidante e de conteudo fenolico (LUGATO et al., 2014),
ainda sdo escassos os estudos visando a caracterizagdo fitoquimica de produtos de origem
biotecnoldgica para essa espécie, assim como para as demais espécies do género. Neste
trabalho, calos friaveis de P. alata foram produzidos a partir de segmentos foliares cultivados
na presenca ou auséncia de luz, a fim de se verificar, posteriormente, a producdo de
substancias bioativas. Uma importante vantagem desse sistema biotecnologico ¢ a
possibilidade de selecionar linhagens com maior produ¢do de determinadas substancias, uma

vez que os calos sdo formados por células em varios graus de diferenciacdo, exibindo perfis
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distintos de expressdo génica (BOURGAUD et al.,, 2011; FUMAGALI et al., 2008;
IKEUCHI; SUGIMOTO; IWASE, 2013). Neste trabalho, embora tenha sido aplicado o
protocolo ja estabelecido para a espécie (PACHECO et al., 2012), foram observadas baixas
taxas de calogénese a partir de explantes foliares mantidos na presenga de luz, o que pode
estar relacionado a uma possivel fotodegradacdo da auxina presente no meio de cultura
(GEORGE; HALL; DE KLERK, 2008). Dessa forma, a indugdo dos calos ocorreu no escuro
e, apoOs a primeira subcultura, uma parte das amostras foi transferida para a presenca de luz,
permitindo, assim, a proliferagao celular.

Os calos friaveis obtidos neste trabalho foram também utilizados para induzir
suspensodes celulares, conforme protocolo estabelecido por Pacheco e colaboradores (2012).
As culturas de células em suspensao, mantidas tanto na presenga quanto na auséncia de luz,
exibiram padrdes de crescimento similares aos obtidos anteriormente. Dessa forma, puderam
ser estabelecidos diferentes pontos de coleta de amostras de células e de meio de cultura (fase
exponencial e estaciondria) para a preparacdo de extratos e analise fitoquimica, visando
maximizar a obtengdo de metabolitos bioativos nessas culturas. No entanto, a interrupgao das
atividades laboratoriais em decorréncia da pandemia de COVID-19, impossibilitou a
finalizagdo da coleta das amostras e, com isso, a obtengdo dos extratos para analise
fitoquimica.

Um outro sistema biotecnoldgico de P. alata estudado neste trabalho foram as raizes
adventicias. Essas culturas podem constituir um interessante sistema de producdo de
substancias bioativas in vitro, uma vez que as raizes sdo orgaos compartimentalizados nos
quais pode ocorrer a sintese e o acumulo de metabdlitos especificos, ndo produzidos em
folhas ou caules (SIMOES et al., 2017). Além disso, as raizes adventicias obtidas pela
manipulacdo das condi¢des de cultura ndo requerem transformagdo genética, reduzindo os
custos e a mao-de-obra (MURTHY; DANDIN; PAEK, 2016).

A formagao de raizes adventicias ¢ um processo complexo que envolve a interacao de
fatores endogenos e exogenos, sendo controlado por sinalizagdo hormonal, notadamente
auxinas, e que envolve etapas de rediferenciacdo celular (HASAN; HUSSEIN, 2013; SIMAO
et al., 2016). Para isso, ¢ essencial que as células do explante estejam aptas a responderem a
esses estimulos, mantendo assim a competéncia celular. Na indugdo de raizes adventicias in
vitro, a adi¢do de auxinas, em especial AIA, AIB e ANA, reguladores de crescimento ligados
a rizogé€nese, mostrou-se essencial em diversas espécies (CORDEIRO et al., 2015; FRANCA
etal., 2018; LI et al., 2009, 2016; POP et al., 2011; SIMAO et al., 2016; SIMOES et al., 2009;
TAKAC et al., 2016; VIEHMANNOVA et al., 2016; ZOLMAN et al., 2000). No género
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Passiflora, ja foram estabelecidas culturas de raizes adventicias a partir de segmentos
caulinares e radiculares de plantas propagadas in vitro de P. pohlii, P. foetida e P. suberosa,
em resposta a AIA, AIB ou ANA, sendo observada a produgdo de saponinas com atividade
antioxidante nas trés espécies (CARUSO, 2017; SILVEIRA, 2019; SIMAO et al., 2016).
Contudo, neste estudo, explantes excisados das regides proximais e distais de raizes de
plantas propagadas in vitro de P. alata nao responderam as auxinas testadas (ANA, AIB ¢
AIA, em diferentes concentragdes), apos 60 dias de cultura.

Um dos fatores que podem estar associados a sensibilizacdo dos tecidos vegetais para
acdo de auxinas, permitindo assim a competéncia para o desenvolvimento de raizes, é o
aumento dos niveis de etileno endégeno (GEISS; GUTIERREZ; BELLINI, 2009; ZOLMAN
et al., 2000). Clark e colaboradores (1999), por exemplo, observaram menor crescimento de
raizes adventicias, mesmo ap0ds a adi¢do de AIB exdgeno, em culturas de tomate cujos genes
para os receptores de etileno foram retirados. Além disso, estudos realizados com
Arabidopsis, tomate e arroz, mostraram que a imersao dos explantes em meio liquido pode
induzir a formacao de raizes adventicias através do acumulo local de etileno, via transporte e
acumulo de auxina (GONIN et al., 2019; LI et al., 2009; STEFFENS; RASMUSSEN, 2016;
ZOLMAN et al., 2000). Adicionalmente, em culturas de raizes in vitro, a taxa de biossintese
de etileno pode estar aumentada devido a condi¢des de estresse, como adi¢do de substancias
ao meio de cultura ou injarias causadas pela excisdo dos explantes (GEORGE; HALL; DE
KLERK, 2008; SIMAO et al., 2016). Além disso, outros reguladores estdo envolvidos de
forma importante na formagao de raizes adventicias, tais como acido jasmonico, 6xido nitrico,
acido salicilico e outras substancias que em fun¢ao de sua concentracdo podem estimular ou
inibir a rizogénese (GONIN et al., 2019).

A fonte de explante utilizada para o estabelecimento da cultura de raizes adventicias ¢é
outro ponto que deve ser considerado em cada espécie. Para P. pohlii, segmentos internodais
apresentaram inducdo de rizogénese em meio sélido, enquanto segmentos radiculares
apresentaram altas taxas de proliferagdo em meio liquido (SIMAO et al., 2016). Em estudos
conduzidos com outros géneros, a inducdo da rizogénese se deu a partir de outras fontes de
explantes, tais como folhas e segmentos caulinares (GAO et al., 2005; HASAN; HUSSEIN,
2013; LING et al., 2009; MARTIN et al., 2008).

Embora ndo seja muito discutido, o tempo de cultura in vitro das plantas matrizes pode
estar associado a uma diminui¢do da capacidade morfogénica de explantes radiculares.
Estudos ja demonstraram que a competéncia para formacdo de raizes adventicias estd

relacionada ao avango do estdgio de maturacdo em muitas espécies frutiferas e ornamentais
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(BELLINI; PACURAR; PERRONE, 2014; GEISS; GUTIERREZ; BELLINI, 2009;
GREENWOOD; HOPPER; HUTCHISON, 1989; VIDAL et al., 2003). Apesar das razdes
para esse comportamento durante a maturagdo ainda ndo estarem bem elucidadas, estudos
apontam para possiveis consequéncias das mudangas no padrao de metilagdo do DNA dessas
plantas (BAURENS et al., 2004; HASBUN et al., 2007; MONTEUUIS; DOULBEAU:
VERDEIL, 2008). Dessa forma, a capacidade de indugdo de raizes adventicias foi também
avaliada em segmentos proximais e distais excisados de raizes de plantulas derivadas da
germinagdo in vitro, nas mesmas condigdes de cultura testadas para raizes de plantas
propagadas in vitro, a fim de avaliar se a perda da capacidade morfogénica esta de alguma
forma relacionada ao tempo elevado de cultura das plantas matrizes.

Embora ndo tenha sido evidenciada a multiplicacdo a partir dos segmentos radiculares
de plantulas derivadas da germinag@o in Vvitro em resposta a temperatura mais elevada (30°C),
quando os mesmos foram mantidos a 25°C foram observados o alongamento e o
desenvolvimento de raizes laterais, a partir dos explantes proximais, em resposta a todas as
concentragcdes de AIB testadas. O efeito da temperatura na capacidade de formacao de raizes
adventicias tem sido pouco estudado (GEISS; GUTIERREZ; BELLINI, 2009). Corréa e Fett-
Neto (2004) observaram diferencas na sensibilidade e dependéncia de temperatura durante o
processo de formagdo de raizes adventicias em duas espécies de Eucalyptus. Temperaturas
mais altas induziram o aumento da porcentagem de enraizamento, densidade e alongamento
de raizes em E. saligna, enquanto em E. globulus, temperaturas mais baixas causaram estes
mesmos efeitos. Reforcando a influéncia da temperatura, Konishi e Sugiyama (2003)
avaliaram nove mutantes de Arabidopsis sensiveis a temperatura, que se mostraram
defeituosos em varios estagios da formagdo de raizes adventicias.

Neste trabalho, a adi¢do da auxina AIB ao meio de cultura estimulou o alongamento e
a proliferacdo de raizes laterais a partir de explantes radiculares excisados de plantulas
derivadas da germinagdo in vitro. O sucesso da aplica¢do de AIB tem sido visto em muitos
protocolos de indug¢do e multiplicagdo de raizes adventicias in vitro, inclusive de forma mais
eficiente que o horménio AIA (EPSTEIN; LUDWIG-MULLER, 1993; LUDWIG-MULLER;
VERTOCNIK; TOWN, 2005; MARTINEZ-BONFIL et al., 2014; RIOV; YANG, 1989;
ROUT, 2006). O desempenho do AIB parece estar associado a maior estabilidade deste
regulador na forma de conjugados, tanto em solucdo como em tecidos vegetais, além de
metabolizagdo e transporte diferentes comparado a auxina AIA (EPSTEIN; LUDWIG-
MULLER, 1993; LUDWIG-MULLER; VERTOCNIK; TOWN, 2005). Rashotte e

colaboradores (2003) sugeriram que os complexos de proteinas transportadoras responsaveis
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por mediar os efluxo de AIA e AIB sdo distintos, dado que o transporte deste tltimo nao foi
alterado com o uso de inibidores de efluxo de AIA ou mutantes deficientes de proteinas de
transporte desta auxina. Adicionalmente, o AIB pode ser convertido em AIA, sendo dessa
forma uma fonte de liberagio lenta desta auxina (EPSTEIN; LUDWIG-MULLER, 1993).

Alguns dos materiais biotecnoldgicos produzidos neste trabalho, incluindo folhas de
plantas micropropagadas e aclimatizadas e calos fridveis mantidos na presenga ou auséncia de
luz foram avaliados quanto a producao de substancias bioativas e seu potencial antioxidante,
em compara¢ao com folhas de plantas mantidas in vivo. Os sistemas de suspensdes celulares e
raizes adventicias, apesar dos resultados promissores, ndo puderam ser incluidos nas analises
descritas acima devido a impossibilidade de repeticdo dos ensaios experimentais, face a
pandemia de COVID-19.

As técnicas cromatograficas sdo indispensaveis na caracterizagdo fitoquimica de
extratos vegetais (SIMOES et al., 2017). Neste trabalho, a CCD foi utilizada de forma a obter
uma analise preliminar dos constituintes presentes nos extratos dos materiais obtidos in vitro,
em comparagdo com folhas de plantas mantidas in vivo. A presenca de flavonoides so foi
observada nos extratos de folhas, estando ausentes nas amostras de calos fridveis, derivados
de explantes foliares, mantidos na presenca ou auséncia de luz. Esse resultado pode significar
uma possivel perda da capacidade biossintética dessas substancias em calos fridveis de P.
alata, provavelmente durante os processos de desdiferenciagdo celular associado a
calogénese.

A presenga de vitexina-2’’-O-ramnosideo foi detectada nos extratos de todas as
amostras de folhas analisadas, com destaque para sua presenc¢a majoritaria nas folhas de
plantas aclimatizadas e daquelas obtidas in vitro. No extrato de folhas de plantas mantidas in
vivo foram ainda encontrados tragos de isoorientina, de acordo com o padrio aplicado, além
de uma mancha de coloracdo amarelada intensa, observada em menor intensidade nas folhas
de plantas in vitro, que nao pode ser correlacionada aos padrdes testados. A fluorescéncia
amarelada dessa substancia, visualizada a 365 nm, sugere se tratar de um derivado de flavona
ou flavonol, assim como a orientina e isoorientina (MARSTON; HOSTETTMANN, 2006).
Esses resultados sdo muito relevantes pois, apesar de diversos trabalhos relatarem a presenca
de flavonoides em folhas de P. alata (BIRK et al., 2005; CHABARIBERI et al., 2009;
DOYAMA et al., 2005; MORAES et al., 1997; MULLER et al., 2005; NORIEGA et al.,
2012; OGA et al., 1984; PETRY et al., 2001; PEREIRA et al., 2004, ULUBELEN et al.,
1982; WOSCH et al., 2017; ZUCOLOTTO et al., 2012), existe apenas um artigo sobre a

detecgdo dessas substancias em materiais in vitro dessa espécie (SIMAO et al., 2018).
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Analises mais especificas dos extratos de folhas foram realizadas por CLAE-DAD-UV
e CLAE-EM. De acordo com os resultados obtidos por CLAE-DAD-UV, a substancia
majoritaria detectada em folhas de plantas aclimatizadas e daquelas mantidas in vitro (tR =
14,3 minutos) absorve Amax de 300 - 400 nm e possui espetro UV caracteristico de
flavonoides, com duas bandas maximas de absor¢do, determinadas pelo nucleo benzopirona,
entre 240 — 285 nm (banda II, anel A) e 300 — 400 nm (banda I, anel B) (ABAD-GARCIA et
al., 2009; SIMOES et al., 2017). Os sinais majoritarios dessas amostras, detectados a 254 nm
por CLAE-EM, possuem ion pseudo-molecular (m/z) de 577, coincidindo com a massa do
flavonoide vitexina-2’’-O-ramnosideo. Dessa forma, somando-se a esses dados o perfil
cromatografico obtido por CCD e analises fitoquimicas ja realizadas com folhas de P. alata
(COSTA et al., 2013; DA ROSA et al., 2021; OZAROWSKI, et al., 2018; WOSCH et al.,
2017; ZUCOLOTTO et al., 2012), podemos sugerir que a substdncia majoritaria encontrada
nas amostras de folhas de plantas aclimatizadas e daquelas produzidas in vitro é o flavonoide
vitexina-2’’-O-ramnosideo.

Em geral, o perfil de flavonoides dos diferentes extratos de folhas de P. alata foi
caracterizado pela presenca de flavonas de apigenina e luteolina, conforme observado pelas
analises cromatograficas realizadas. O extrato de folhas de plantas obtidas in vivo apresentou
cromatogramas com uma maior quantidade de sinas em comparacao com os de folhas de
plantas aclimatizadas e daquelas produzidas in vitro. Uma substancia de m/z 593, detectada
nas amostras de folhas de plantas obtidas in vivo e in vitro, apresentou padrdo de
fragmentagdo diferente daqueles relatados na literatura para espécies de Passiflora
(FERRERES et al., 2007). Ozarowski e colaboradores (2018) relacionaram uma substancia de
mesmo m/z, encontrada em extratos de folhas de P. caerulea, com a flavona derivada de
luteolina, orientina 7-O-desoxihexosideo.

A investigacdo de saponinas, por CCD, detectou pelo menos 11 manchas indicativas
dessas substancias em folhas de plantas in vivo, nove em folhas de plantas aclimatizadas e 11
em folhas de plantas in vitro, evidenciando perfis similares de producdo de saponinas nas
diferentes amostras de folhas estudadas. Duas saponinas de mesmo Rf foram encontradas em
todos os extratos analisados, inclusive nas amostras de calos mantidos na presenga ou
auséncia de luz. Trabalhos anteriores ja haviam detectado a presenca dessas substancias em
materiais in vivo e in vitro derivados de P. alata (BIRK et al., 2005; REGINATTO et al.,
2004; SIMAO et al., 2018).

A presenga marcante dessa classe de substancias em folhas de P. alata ¢ ainda

corroborada pela detec¢dao de estruturas sugestivas de terpenoides na andlise de CLAE-EM,
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apesar de nao terem sido adotadas condi¢des especificas para a analise desse grupo. Pelo
menos trés substancias, retidas apos os 20 minutos de andlise, apresentaram ions moleculares
caracteristicos das saponinas quadrangulosideo, ciclopassiflosideo III e ciclopassiflosideo III
ramnosideo. Resultados similares foram encontrados por Ozarowski e colaboradores (2018),
cujo perfil cromatografico do extrato de folhas de P. alata mostrou uma grande quantidade de
terpenoides, além de O-C-glicosideos. Além disso, na andlise por CLAE-DAD-UV foram
observados sinais com Amax de 200 — 280 nm, aos 33,4 e¢ 33,3 minutos, os quais sustentam a
presenca de terpenoides (BAAS; NIEMANN, 1978). A saponina triterpénica
quadrangulosideo, ja identificada como saponina majoritaria em folhas de P. alata por
Reginatto e colaboradores (2001; 2004), foi detectada em baixa intensidade nos extratos de
folhas de plantas in vivo e aclimatizadas aqui analisados.

A analise por CCD revelou ainda a presenca de alcaloides nos extratos de folhas de P.
alata. Foram detectadas pelo menos trés substancias dessa classe de metabdlitos nas amostras
de folhas de plantas aclimatizadas, sendo duas delas também detectadas em folhas de plantas
obtidas in vivo e uma substancia comum as trés amostras de folhas analisadas. Alcaloides do
tipo indolicos, principalmente os S-carbolinicos como harmana, harmina, harmol, harmalol e
harmalina, ja foram descritos em espécies de Passiflora, entre elas P. incarnata e P. alata
(ABOURASHED et al., 2003; DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004; FREIRE; SILVA;
YARIWAKE, 2018; OGA et al., 1984; REHWALD et al., 1995; SLAYTOR; MCFARLANE,
1968; SOULIMANI et al., 1997; TSUCHIY A; SHIMIZU; [INUMA, 1999). Essas substancias
sdo conhecidas por seus efeitos sobre o sistema nervoso central (SNC), agindo principalmente
como inibidores da enzima monoamina oxidase (MAQO), impedindo, dessa forma, a oxidagdo
de monoaminas como serotonina ¢ dopamina, causando um estado de excitagdo, efeitos
antidepressivos, entre outros. Estudos tém demonstrado ainda uma possivel a¢do de extratos
de P. incarnata como antagonista do receptor GABAa, acarretando efeitos neuroprotetores
sobre doengas associadas ao SNC como depressao, ansiedade e epilepsia (APPEL et al., 2011;
HAMID; RAMLI; YUSOFF, 2017; JAWNA-ZBOINSKA et al., 2016).

Por outro lado, os alcaloides ndo foram detectados nos extratos de calos de P. alata
mantidos na presenca ou auséncia de luz. A ndo producdo dessas substancias em culturas de
calos de P. alata também foi observada por Machado ¢ colaboradores (2010), mesmo apds o
tratamento das culturas com o aminodcido L-triptofano, precursor de alcaloides do tipo
inddlicos (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2015).

Outro aspecto avaliado neste trabalho foi a avaliagdo da capacidade antioxidante dos

diferentes materiais de P. alata obtidos in vitro e in vivo. Substincias antioxidantes sdo
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capazes de impedir a oxida¢do de macromoléculas ou estruturas celulares, protegendo os
sistemas biologicos contra os efeitos danosos de processos oxidativos que levam ao
envelhecimento e a doencas degenerativas associadas a esees processos (LIU, 2010; OGA;
CAMARGO; BATISTUZZO, 2008). De acordo com Halliwell e Gutteridge (1998), os
antioxidantes podem atuar de trés diferentes maneiras: i) suprimindo a formacdo de espécies
reativas, tanto por inibi¢cdo enzimatica quanto por quelagdo de elementos-traco; ii) eliminando
espécies reativas de oxigénio e iii) regulando a defesa antioxidante.

Neste trabalho, foram empregadas duas metodologias com diferentes abordagens para
analise quantitativa da atividade antioxidante. A técnica de DPPH ¢ baseada no sequestro de
radicais livres, avaliando o poder redutor dos componentes do extrato. O ensaio da capacidade
quelante de ions ferrosos, por outro lado, revela o potencial de uma amostra de reduzir a
ocorréncia das reagoes de Fenton e de Haber Weiss causadas por esses ions, reduzindo assim
a peroxidac¢ao lipidica e a formacao de espécies reativas (HARB et al., 2016).

As folhas de plantas de P. alata mantidas in vivo apresentaram a maior capacidade de
reduzir radicais livres, seguidas pelas folhas de plantas aclimatizadas e daquelas obtidas in
vitro, enquanto extratos de calos ndo mostraram boa atividade antioxidante. Por outro lado,
folhas de plantas in vitro e aclimatizadas apresentaram os melhores resultados em relagdo ao
potencial quelante de ions metalicos, com CEsg inferior ao de folhas de plantas obtidas in
vivo, apesar de ndo haver diferenga significativa entre essas amostras. Além disso, calos
mantidos na presenca de luz apresentaram potencial antoxidante por meio da capacidade
quelante de ions ferrosos, o que nao foi visto em calos mantidos na auséncia de luz.

Diversos estudos correlacionam a atividade antioxidante de espécies de Passiflora ao
seu conteudo fenolico (COLOMEU et al., 2014; GUIMARAES; LIMA; MODOLO, 2019;
GOSMANN et al., 2011; HEIM et al., 2002; RAMAIYA; BUJANG; ZAKARIA, 2014;
RUDNICKI et al.,, 2007, SHANMUGAM et al.,, 2020; ZERAIK et al., 2011). Wei ¢
colaboradres (2014) relataram efeitos de protegdo contra danos por estresse oxidativo
mediado por H20O, em células tratadas com o flavonoide vitexina-2’’-O-raminosideo, através
de ensaios in vitro. Adicionalmente, a protecao celular contra danos oxidativos também ja foi
associada aos flavonoides vitexina e isovitexina, em ensaios in vitro e in vivo (FERREIRA et
al., 2016; PENG et al.,, 2008). A isoorientina, outro flavonoide detectado nas analises
cromatograficas dos extratos de folhas de P. alata avaliados neste trabalho, foi associada a
eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e a inibi¢do da enzima mieloperoxidase
(MPO), observadas em extratos preparados a partir da polpa de P. edulis e P. alata (ZERAIK

et al., 2011). Considerando essas informacoes, podemos inferir que a atividade antioxidante
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observada nos extratos de folhas aqui analisados, estdo relacionadas, principalmente, a
presenca dos flavonoides detectados por CDD e CLAE.

O menor potencial antioxidante demonstrado por extratos de calos, quando
comparados aos de folhas, pode ser devido a perda ou queda da produgdo de substancias
antioxidantes no tecido desorganizado. O menor potencial antioxidante de extratos de calos
oriundos de explantes foliares também foi observado em Gynura procumbens por Krishnan e
colaboradores (2015). Além da redugdo da capacidade antioxidante avaliada por ensaios de
DPPH ¢ FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), este trabalho evidenciou ainda a
diminui¢do dos conteudos de fendis, flavonoides e acido galico de extratos de calos, quando
comparados aos de folhas. Embora ndo seja uma regra para todas as espécies, a diminui¢do da
capacidade antioxidante em culturas de calos ja foi evidenciada por outros autores, geralmente
sendo associada a diminui¢cdo da produgdo de substancias fendlicas (NAHAK et al, 2014;
RAJARAM et al, 2013; TANWER et al, 2010). Visando ao aumento da produgdo de
substancias fenodlicas e flavonoides em culturas de calos e células, muitos trabalhos avaliam a
exposicao a eliciadores bidticos, como aminoacidos e extrato de levedura, e abidticos, como
radiacdo UV e metais (ALI et al, 2018; DANAEE et al, 2015; JAVED et al, 2018; KHAN et
al, 2019). Camarena-Rangel e colaboradores (2017) obtiveram sucesso no aumento da
producdo de subtancias fenodlicas e flavonoides em culturas de calos de Opuntia apds eliciagdao
com agentes bioldgicos (metil jasmonato) e abidticos (luz UV e polietilenoglicol). Foi
observada também uma correlacdo entre a atividade da enzima fenilalanina amonia-liase
(PAL) e os contetidos de fendis e flavonoides, principalmente deste ultimo. Esses trabalhos
indicam que a eliciagdo com substancias chaves das vias de biossintese de metabolitos
sencundarios, bem como com agentes quimicos e fisicos presentes na interacdo com o
ambiente, pode ser suficiente para estimular a produgdo de subtancias de interesse em culturas
de calos.

Outro importante fator associado a producdo de substancias antioxidantes observado
neste trabalho foi a influéncia positiva da luz, uma vez que calos mantidos na presenga de luz
apresentaram maior capacidade antioxidante do que os mantidos na auséncia de luz. A
influéncia da luz na producgao de compostos fendlicos, especificamente flavonoides, tem sido
comprovada em muitos estudos (BIEZA; LOIS, 2001; CSEPREGI et al., 2017; LANDRY;
CHAPPLE; LAST, 1995; RYAN et al; 2001; WINKEL-SHIRLEY, 2002). Em um estudo
conduzido por Wellmann (1974), constatou-se uma relagdo linear direta entre a sintese de
flavonoides e o tempo de exposi¢do ao UV, assim como a indugdo da sintese de flavonoides

pelas atividades de enzimas chaves nas vias de producao destes metabolitos (PAL e chalcona
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isomerase - CFI), apos irradiagdo de culturas de células em suspensdo de Petroselinum
hortense Hoffm. com baixas doses de luz UV. Um outro estudo, realizado com calos
derivados de folhas de P. quadrangularis, a eliciagdo com UV-B aumentou a producdo de
flavonoides nessas culturas (ANTOGNONI et al, 2007). Lugato e colaboladores (2014) ja
haviam evidenciado um maior potencial antioxidante em culturas de calos e células em
suspensdo de P. alata mantidos na presenga de luz, em comparagdo aqueles mantidos na
auséncia de luz. Com estes estudos, e levando-se em consideracdo a presenca frequente de
flavonoides em células da epiderme de folhas e tecidos suscetiveis a radiagdo UV, assim
como as caracteristicas estruturais de suas moléculas, fica reforcado o papel essencial dos
flavonoides na protecao contra danos foto-oxidativos (WINKEL-SHIRLEY, 2002).

Embora ndo tenha sido possivel a andlise de todos os materiais biotecnologicos
derivados de P. alata propostos inicialmente, os sistemas analisados neste trabalho se
mostraram boas fontes de substincias bioativas, com destaque para as folhas de plantas in
vitro, que, apesar de nao reproduzirem fielmente o perfil fitoquimico das follhas de plantas
mantidas in vivo, apresentaram uma grande quantidade de flavonoides e saponinas, ¢ elevada
capacidade antioxidante. Além disso, a comparacao dos perfis fitoquimicos exibidos pelos
diferentes materiais agrega informacdes importantes para o estudo do funcionamento de rotas
do metabolismo secundario e sua modulacdo, a fim de obter sistemas mais eficientes de

producao de substancias bioativas.
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CONCLUSOES

e A remog¢do completa do tegumento da semente favorece a germinagdo in vitro de P.

alata.

e A cultura de raizes adventicias pode ser estabelecida a partir de segmentos radiculares
proximais excisados de plantulas derivadas da germinacdo in vitro, em meio de cultura

suplementado com AIB.

e Folhas de plantas produzidas in vitro, aclimatizadas e obtidas in vivo de P. alata

apresentaram uma producao similar de flavonoides, saponinas e alcaloides.

e Calos friaveis de P. alata derivados de explantes foliares sdo capazes de produzir

saponinas, mas nao produzem flavonoides ou alcaloides.

e Extratos etandlicos de folhas de plantas produzidas in vitro, aclimatizadas ou obtidas
in vivo apresentam boa capacidade antioxidante nos ensaios de captura do radical

DPPH e atividade quelante de ions ferrosos.

e A atividade antioxidante de calos foi observada apenas naqueles mantidos na presenca

de luz, com a utilizagdo do ensaio da atividade quelante de ions ferrosos.
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PERSPECTIVAS

e Avaliar a produgdo de substancias bioativas, por CCD e CLAE, e a atividade
antioxidante, pelos ensaios de DPPH e capacidade quelante de ions ferrosos, de

culturas de células em suspensao e raizes adventicias de P. alata;

e Investigar as vias metabolicas para a produgdo de flavonoides e saponinas em folhas e
calos obtidos in vitro de P. alata, através da elicia¢do e modulagdo das condi¢des de

cultura.
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