
 
 

 
 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro 

Centro Biomédico 

Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes 

 

 

 

Marcela Gomes Vianna Almeida 

 

 

Avaliação de aspectos bioquímicos da crioinjúria 

e da capacidade biossintética de Passiflora suberosa L.  

após a criopreservação 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rio de Janeiro 
2021 

 

 



 
 

Marcela Gomes Vianna Almeida 

 

Avaliação de aspectos bioquímicos da crioinjúria 

e da capacidade biossintética de Passiflora suberosa L.  

após a criopreservação 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tese apresentada, como requisito parcial 
para obtenção do grau de Doutora, ao 
Programa de Pós-Graduação em 
Biologia Vegetal, da Universidade do 
Estado do Rio de Janeiro. Área de 
concentração: Conservação e Utilização 
da Biodiversidade. 

 

 

 

 

Orientadora: Prof.a Dra. Georgia Pacheco Peters de Almeida 

Coorientadora: Prof.a Dra. Elisabeth Atalla Mansur de Oliveira 

 

 

 

 

 

Rio de Janeiro 

2021 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CATALOGAÇÃO NA FONTE 

UERJ/REDE SIRIUS/BIBLIOTECA CTC/A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Patricia Bello Meijinhos CRB7/5217 - Bibliotecária responsável pela elaboração da ficha catalográfica 

 

 

 

 

Autorizo, apenas  para fins acadêmicos e científicos, a reprodução total ou parcial desta tese, 
desde que citada a fonte. 

_________________________________   ______________________ 

Assinatura        Data 

 

 

 

 
Almeida, Marcela Gomes Vianna. 

Avaliação de aspectos bioquímicos da crioinjúria e da capacidade 
biossintética de Passiflora suberosa L. após a criopreservação / Marcela Gomes 
Vianna Almeida. – 2021. 

114 f.: il. 
 
Orientadora: Georgia Pacheco Peters de Almeida 
Coorientadora: Elisabeth Atalla Mansur de Oliveira 
Tese (Doutorado em Biologia Vegetal) - Universidade do Estado do Rio de 

Janeiro, Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes. 
 
1. Passiflora - Teses. 2. Maracujá- Teses. 3. Criopreservação - Teses. 4. 

Estresse oxidativo - Teses. I. Almeida, Georgia Pacheco Peters de. II. Oliveira,  
Elisabeth Atalla Mansur de. III. Universidade do Estado do Rio de Janeiro. 
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes. IV. Título. 

 
                                                                                     CDU 582.842.7 

A447 



 
 

Marcela Gomes Vianna Almeida 
 

Avaliação de aspectos bioquímicos da crioinjúria e da capacidade biossintética de 

Passiflora suberosa L. após a criopreservação  

 

 

 

 

 

 

Banca examinadora: 

 
________________________________________________ 
Prof.a Dra. Georgia Pacheco Peters de Almeida (Orientadora) 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro - UERJ 

 
 

_________________________________________________ 
Prof.ª Dra. Cláudia Simões Gurgel 

       Universidade do Estado do Rio de Janeiro - UERJ 

 
 

________________________________________________ 
Profª. Dra. Nina Claudia Barboza da Silva 

Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ 

 
 

________________________________________________ 
Profª. Dra. Maria Carolina Anholeti da Silva  

Universidade Federal Fluminense - UFF 

 
 

________________________________________________ 
Prof. Dr. Andre Mesquita Marques 

Fundação Oswaldo Cruz - FIOCRUZ 

 

Rio de Janeiro 

2021 

Tese apresentada, como requisito parcial para 
obtenção do título de Doutora, ao Programa de 
Pós-Graduação em Biologia Vegetal, da 
Universidade do Estado do Rio de Janeiro. 
Área de concentração: Conservação e 
Utilização da Biodiversidade 

 

Biblioteca CTC-A
Texto digitado

Biblioteca CTC-A
Texto digitado

Biblioteca CTC-A
Texto digitado
Aprovada em 07 de dezembro de 2021

Biblioteca CTC-A
Texto digitado

Biblioteca CTC-A
Texto digitado

Biblioteca CTC-A
Texto digitado

Biblioteca CTC-A
Texto digitado

Biblioteca CTC-A
Texto digitado

Biblioteca CTC-A
Texto digitado

Biblioteca CTC-A
Texto digitado

Biblioteca CTC-A
Texto digitado

Biblioteca CTC-A
Texto digitado
    

Biblioteca CTC-A
Texto digitado

Biblioteca CTC-A
Texto digitado

Biblioteca CTC-A
Texto digitado
    

Biblioteca CTC-A
Texto digitado

Biblioteca CTC-A
Texto digitado

Biblioteca CTC-A
Texto digitado

Biblioteca CTC-A
Texto digitado

Biblioteca CTC-A
Texto digitado

Biblioteca CTC-A
Texto digitado



 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

À Deus, minha orientadora, família e amigos, que me impulsionaram a persistir, eu dedico. 

  



 
 

AGRADECIMENTOS 

 

Agradeço primeiramente a Deus, pela oportunidade de viver cada dia, pelas alegrias, pelo 

sustento nos momentos difíceis, pelo cuidado de nos cercar de pessoas e amigos que nos 

fortalecem, principalmente, num período tão atípico quanto os anos de 2020/20121. O Senhor 

é o principal investidor dos meus sonhos de uma vida inteira, mas principalmente de fazer 

uma graduação, um mestrado e por fim, um doutorado. Tenho total convicção que sem Ti 

Deus, nada seria possível. 

Agradeço à minha orientadora Dra. Georgia Pacheco pela orientação deste trabalho, mas 

também inúmeras coisas que não cabem em palavras, como a sensibilidade no tratamento 

diário, o comprometimento com o trabalho, mas principalmente com o ser humano. Georgia 

Pacheco (Ge), você participou de toda a minha vida acadêmica e sempre me encorajou a 

continuar, nunca riu e nem expôs minhas limitações, pelo contrário, sempre me mostrou que é 

possível superá-las. Eu nunca vou esquecer o que você fez por mim todos esses anos: permitiu 

que eu vivesse todo esse processo sem que isso fosse um peso a mais na minha vida. Eu 

nunca vou esquecer todo apoio durante a minha gravidez e nesse primeiro ano da Elisa. Muito 

obrigada por toda a sua competência, comprometimento, pela liderança por meio do exemplo 

e por sua amizade. 

Agradeço à minha coorientadora Dra. Elisabeth Mansur, primeiramente, por abrir as portas do 

laboratório para mim, por sua competência nas contribuições deste trabalho, por todas as 

correções e inúmeros aprendizado; e por todo o carinho durante todos esses anos.  

Agradeço à querida equipe do Laboratório de Micropropagação e Transformação de Plantas 

(LABMIT). Trabalhar com vocês durante esses anos tem sido um privilégio de aprendizado e 

companheirismo. Muito obrigada pelo auxílio na execução dos experimentos, por toda a 

paciência no compartilhamento dos espaços de trabalho, pelo carinho e amizade. Msc. Leila 

Cantelmo, Dra. Bianka Soares, Msc. RaphaelaTierno, Dra. Jamine Pettinelli, Msc Vinicius 

Souza, Vinicius Barreto. 

Agradeço à Dra. Renata Garcia por todo ensino, paciência, cuidado e carinho durante esse 

período. Ter sido sua aluna de Iniciação Científica e contar com você, ao longo desses anos, 

foi um diferencial para todo o meu trajeto acadêmico e de vida.  



 
 

Agradeço à MscTielen Viana, pela amizade e companhia no trabalho e no transporte público; 

pela contribuição neste trabalho no auxílio com minhas amostras. Muito obrigada por toda a 

disponibilidade e boa vontade.  

Agradeço à Dra. Mariela Simão por fazer parte deste trabalho e também por sua amizade. 

Mari contar com você neste período de laboratório foi um presente em termos de aprendizado 

e carinho gratuito. Muito obrigada pela disponibilidade em ajudar (seja na bancada, na edição 

de imagens, seja na vida pessoal) e ser essa amiga para todas as horas independente da 

distância. 

Agradeço à Dra. Isabela Souza Machado. Compartilhando estes anos de UERJ são tantas 

coisas para agradecer que a gente nem sabe por onde começar. Muito obrigada pela amizade, 

por me ouvir, por todo apoio e por fazer parte da minha vida. Não tenho palavras para 

agradecer a disponibilidade em me auxiliar na finalização deste trabalho, Isa, muito obrigada 

de coração. 

Agradeço aos estagiários: Marina Kaiate, Igor Rodrigues, Vitória Sampaio por sua 

participação neste trabalho. 

Agradeço à equipe do Núcleo de Biotecnologia Vegetal da UERJ (NBV/UERJ) por 

compartilhar espaços e por toda a ajuda ao longo desses anos. 

Agradeço à professora Dra. Claudia Simões-Gurgel, por suas contribuições e carinho ao longo 

de toda a trajetória de todo o trabalho, da graduação ao doutorado. 

Agradeço aos meus familiares (mãe Sandra Paula Gomes Vianna; pai Arli de Assis Vianna) 

por todo apoio, sustento físico e emocional durante a minha formação acadêmica. Vocês são a 

prova do amor e cuidado de Deus para com a minha vida; e são também meus principais 

exemplos de dignidade, generosidade e fé.  

Agradeço ao meu amor Paulo Almeida, pelo amor genuíno nestes anos que estamos juntos. A 

vida com você adquiriu outra nuance em termos de amor, companheirismo, cumplicidade e 

carinho. Muito obrigada por ver o melhor em mim, pelas cobranças para eu não me acomodar, 

pelo colo diário e por sua parceria. Eu te amo. 

Agradeço à minha pequena filha Elisa Vianna Almeida. Ter você na minha vida foi o maior e 

melhor presente de Deus. A sua chegada trouxe uma intensidade de sentimentos que não tem 

explicação. Filha você é a luz do meu dia, minha maior motivação de ser um ser humano 

melhor e não desistir. Muito obrigada por contribuir na minha vida. 



 
 

 

Agradeço ao Programa de Pós Graduação em Biologia Vegetal (PGBV) da UERJ, pela 

oportunidade de realizar este trabalho. 

Agradeço à banca avaliadora por aceitar contribuir e avaliar este trabalho. 

Agradeço à CAPES, FAPERJ, CNPq pelo financiamento deste trabalho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Só há duas maneiras de viver a vida: a primeira é vivê-la como se os 
milagres não existissem. A segunda é vivê-la como se tudo fosse 

milagre 

Albert Einstein  



 
 

RESUMO 
 

ALMEIDA, Marcela Gomes Vianna. Avaliação de aspectos bioquímicos da crioinjúria e da 

capacidade biossintética de Passiflora suberosa L. após a criopreservação. 2021. 134f. Tese 
(Doutorado em Biologia Vegetal) – Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, 
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021. 
 

Passiflora suberosa L., conhecida como maracujazinho-cortiça, é uma espécie 
silvestre de maracujá, com potencial agronômico, ornamental e medicinal. Dessa forma, 
estratégias, que visam à conservação desta espécie como a criopreservação, são consideradas 
de grande relevância. Como o processo de criopreservação pode estar associado a danos 
oxidativos que causam injúrias e resultam em baixas taxas de sobrevivência, o objetivo deste 
trabalho foi avaliar aspectos bioquímicos associados à crioinjúria visando à identificação das 
etapas críticas do protocolo de criopreservação de ápices caulinares de P. suberosa 

pelatécnica de V-Crioplaca. Para a avaliação de injúrias oxidativas, a peroxidação de lipídios 
de membrana e a atividade das enzimas antioxidantes superóxido dismutase (SOD), catalase 
(CAT) e ascorbato peroxidase (APX) foram quantificadas em diferentes etapas do protocolo 
de criopreservação. Além disso, diferentes concentrações de ácido ascórbico e glutationa 
foram adicionadas nas etapas críticas do processo criogênico visando à redução do estresse 
oxidativo. A estabilidade metabólica de plantas derivadas de ápices caulinares 
criopreservados, foi analisada por meio de Cromatografia em Camada Delgada, 
Cromatografia Líquida de Alta Eficiência e pela avaliação do potencial antioxidante. O 
conteúdo de malondialdeído (subproduto da peroxidação de lipídios) nos explantes foi 
significativamente maior após tratamento com a solução crioprotetora PVS3 e imersão em 
nitrogênio (NL), com valores até 2,5 maiores que os observados nos controles. Contudo, essas 
taxas foram reduzidas durante a etapa de recuperação. Todas as enzimas antioxidantes 
analisadas (SOD, CAT, APX) apresentaram um aumento expressivo das suas atividades nas 
etapas iniciais do protocolo de criopreservação, embora tenha sido observada uma redução 
significativa nas atividades específicas de SOD e CAT após a osmoproteção. Com base nesses 
resultados, a osmoproteção e desidratação foram consideradas os estágios mais críticos do 
protocolo de criopreservação de ápices caulinares de P. suberosa por V- Crioplaca. Contudo, 
a aplicação direcionada de ácido ascórbico e glutationa, nessas etapas, visando à redução do 
estresse oxidativo, não levou ao aumento das taxas de recuperação de plantas pós-
resfriamento. Na investigação da manutenção da estabilidade metabólica após a 
criopreservação, as análises cromatográficas não apontaram diferenças entre folhas de plantas 
submetidas ou não à criopreservação. Da mesma forma, um elevado potencial antioxidante foi 
observado em todos os extratos analisados, evidenciado tanto pela captura direta de radicais 
livres, quanto pela capacidade de quelar íons metálicos. A atividade antioxidante dos 
diferentes materiais foi ainda relacionada à presença de flavonoides, ácidos fenólicos e 
saponinas nos extratos. Os resultados obtidos contribuem para a maior compreensão das 
respostas celulares de plantas tropicais ao estresse induzido pelo frio e pela desidratação. 
Além disso, a manutenção da capacidade biossintética em plantas derivadas de ápices 
criopreservados agrega informações relevantes para o estudo do funcionamento do 
metabolismo secundário durante e após a criopreservação. Esse conjunto de dados confirma a 
eficiência da criopreservação como uma estratégia de conservação em longo prazo para P. 

suberosa. 

 

Palavras-chave: Crioproteção. Estresse oxidativo. Maracujá. Metabólitos secundários. V-
Crioplaca 



 
 

ABSTRACT 

 

ALMEIDA, Marcela Gomes Vianna. Evaluation of the biochemical aspects of cryoinjury and 

biosynthetic capacity of Passiflora suberosa L. after cryopreservation. 2021. 134f. Tese 
(Doutorado em Biologia Vegetal) – Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, 
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021. 
 

Passiflora suberosa L., commonly known as maracujazinho-cortiça is a wild species 
of passion fruit with agronomic, ornamental and medicinal potential. Thus, strategies aiming 
at the conservation of this species, such as cryopreservation, are considered of great 
relevance. Since the cryopreservation process can be associated with oxidative damage that 
causes injuries and results in low survival rates, the objective of this study was to evaluate 
biochemical aspects associated with cryoinjury, aiming at identifying the critical steps of the 
cryopreservation protocol for P. suberosa shoot tips using the V-Cryoplate technique. For the 
evaluation of oxidative injuries, membrane lipid peroxidation and the activity of the 
antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and ascorbate peroxidase 
(APX) were quantified at different stages of the cryopreservation protocol. In addition, 
different concentrations of ascorbic acid and glutathione were added at the critical steps of the 
cryogenic process in order to reduce the oxidative stress. The metabolic stability of plants 
derived from cryopreserved shoot tips was analyzed by Thin Layer Chromatography, High 
Performance Liquid Chromatography and by the evaluation of the antioxidant potential. The 
malondialdehyde content (subproduct of lipid peroxidation) in the explants was significantly 
higher after treatment with the cryoprotectant solution PVS3 and immersion into nitrogen 
(LN), with values up to 2.5 times higher than those observed in the controls. However, these 
rates were reduced during the regrowth stage. All antioxidant enzymes analyzed (SOD, CAT, 
APX) showed an expressive increase in their activities during the early stages of the 
cryopreservation protocol, although a significant reduction of the specific activities of SOD 
and CAT was observed after osmoprotection. Based on these results, osmoprotection and 
dehydration were considered the most critical stages of the cryopreservation protocol for P. 

suberosa shoot tips using V-Cryo-plate. However, the application of ascorbic acid and 
glutathione in these stages, aiming at reducing the oxidative stress, did not lead to an increase 
in plant recovery rates. In the investigation of the metabolic stability after cryopreservation, 
the chromatographic analyzes did not show differences between leaves of plants submitted or 
not to cryopreservation. Likewise, a high antioxidant potential was observed in all extracts, 
both by the direct scavenge of free radicals and by the ability to chelate metallic ions. The 
antioxidant activity of the different materials was also associated with the presence of 
flavonoids, phenolic acids and saponins in the extracts. These results contribute to a better 
understanding of the cellular responses of tropical plants to the stressful conditions induced 
by cold and dehydration. Furthermore, maintenance of biosynthetic capacity in plants derived 
from cryopreserved shoot tips provides relevant information for the study of the functioning 
of secondary metabolism during and after cryopreservation. These data confirm the 
effectiveness of cryopreservation for long-term conservation of P. suberosa. 

Keywords: Cryoprotection. Oxidative stress. Passion fruit.  Secondary metabolites. V-Cryo-
plate 
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INTRODUÇÃO 

 

1 REVISÃO DA LITERATURA 

 

1.1 Gênero Passiflora L. 

O gênero Passiflora reúne aproximadamente 560 espécies, sendo o de maior 

representatividade da família Passifloraceae. Os maracujás, como são conhecidas suas espécies, 

possuem distribuição tropical e subtropical, sendo encontrados principalmente nos continentes 

Americano e Africano. O Brasil é considerado um importante centro de diversidade do gênero, 

abrigando 146 espécies, das quais 84 são endêmicas (FLORA DO BRASIL, 2018). 

 Diferentes composições infragenéricas já foram propostas para o gênero, baseadas em 

caracteres morfológicos e ecológicos. Inicialmente, Killip (1938) propôs a divisão em 22 

subgêneros compostos por várias seções e séries. Posteriormente, Escobar (1989) reconheceu 23 

subgêneros. Em 2004, Feuillet e Mac Dougal agruparam as espécies em quatro subgêneros: 

Astrophea (DC.) Mast., Deidamioides (Harms) Killip, Decaloba (DC.) Rchb. e Passiflora. Em 

seguida, Kronisck, Ford, Freudenstein (2009) propuseram a inclusão de um novo subgênero, 

Tetrapathea, aumentando o número para cinco. 

O subgênero Astrophea possui57 espécies de lianas e arbustos, com grande diversidade 

na América do Sul, enquanto Deidamioides apresenta somente 14 espécies conhecidas, 

encontradas na América Central e América do Sul. O subgênero Decaloba engloba cerca de 230 

espécies, distribuídas por toda a América, Ásia e Oceania, enquanto Passiflora inclui cerca de 

250 espécies, sendo o subgênero com o maior número de espécies conhecidas e estudadas, 

devido à sua importância econômica. O subgênero Tetrapathea, mais recente, inclui apenas três 

espécies de lianas, distribuídas na Austrália, Papua-Nova Guiné e Nova Zelândia (KROSNICK 

et al., 2013; ULMER; MACDOUGAL, 2004). 

As passifloras são trepadeiras herbáceas ou lenhosas, com rara formação arbustiva. A 

maior parte dos representantes apresentam gavinhas axilares, enquanto em outros foram 

reduzidas a espinhos (VANDERPLANK, 2013). A maioria das espécies apresenta flores 

grandes, actinomorfas, com formas e cores variadas. Frequentemente, apresentam nectário 

extrafloral que atua como um sistema de recompensa e desempenha uma ação protetora contra 

herbívoros. Os frutos são indeiscentes, geralmente globosos ou ovoides, com casca espessa, de 



21 
 

coloração e tamanho variados, abrigando sementes envolvidas por um arilo mucilaginoso 

(CERVI, 1997; YOCKTENG et al., 2011). 

O cultivo do maracujá como atividade econômica no Brasil surgiu na década de 1980, e o 

país é hoje considerado o maior produtor mundial de maracujá, com cerca de 600.000 toneladas 

produzidas por ano (IBGE, 2018). Embora, inicialmente, a cultura do maracujazeiro tenha sido 

de caráter domiciliar, ao longo do tempo tornou-se economicamente atraente pelo seu rápido 

retorno e pelo incentivo da agroindústria, sendo destinada não somente ao setor de frutas frescas, 

mas também de alimentos processados, como sucos, sorvetes e geleias (MELETTI, 2011). Além 

disso, a expansão da atividade para atender à demanda comercial adquiriu um caráter social, na 

medida em que auxiliou a fixação de mão-de-obra rural, gerando empregos diretos nos diversos 

segmentos da cadeia produtiva (MELETTI, 2011). 

Diversas espécies do gênero apresentam frutos comestíveis, com potencial para 

comercialização. No entanto, as maiores culturas estão voltadas para o maracujá-roxo (Passiflora 

edulis Sims), o maracujá-amarelo (P. edulisf. Flavicarpa Degener) e o maracujá-doce (P. alata 

Curtis). A cultura de maracujá-amarelo é a de maior importância comercial, representando 95% 

dos pomares da produção nacional, devido ao seu vigor, produtividade e qualidade dos frutos 

(BERNACCI et al., 2003; MELETTI, 2005; ZERAIK et al., 2010; JESUS et al., 2018). O 

maracujá-roxo produz frutos menores, de coloração arroxeada e menor acidez, sendo mais 

apreciado no exterior, principalmente na Austrália e África do Sul (BELLON et al., 2007; 

MEDEIROS et al., 2009). Além disso, possui potencial de produção de até 30 - 40 toneladas por 

hectare, podendo ser destinado para indústria, consumo in natura e exportação. O cultivo do 

maracujá-doce, uma espécie nativa do Brasil, tem apresentado uma crescente expansão devido a 

seus frutos grandes e ovalados, de aroma agradável, sabor doce e baixa acidez. Tais atributos 

representam alto potencial para o mercado, pela possibilidade de consumo in natura 

(BERNACCI et al., 2003). 

Mais recentemente, a cadeia produtiva do maracujá vem sendo ampliada com o uso e a 

comercialização de frutos de outras espécies de Passiflora. Entre essas, destacam-se Passiflora 

setacea D.C. (maracujá do sono, maracujá do cerrado ou maracujá pérola) e Passiflora 

cincinnata Mast.(maracujá do mato, maracujá da caatinga),espécies que apresentam 

características interessantes para o cultivo agrícola, como elevado teor nutricional e sabor 

diferenciado dos seus frutos, e tolerância a doenças. O potencial destas espécies silvestres para o 

mercado foi fortalecido por meio de melhoramento genético, resultando no lançamento das 

cultivares ‘BRS Pérola do cerrado’ (P. setacea) e ‘BRS Sertão forte’ (P. cincinnata), que 
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apresentam maior produtividade, rendimento e tamanho dos frutos, e também mais resistência a 

doenças e tolerância a estresse hídrico (FALEIRO et al., 2017; 2018). 

Além da utilização dos frutos na indústria e no mercado de frutas frescas, os maracujás 

também têm se destacado no mercado de plantas ornamentais devido à sua complexidade 

morfológica e exuberância de suas flores, com cores atrativas e formas exóticas (Figura 1). 

Embora as passifloras sejam bastante utilizadas como ornamentais em países europeus, a 

aplicação comercial para essa finalidade no Brasil ainda é incipiente (PEIXOTO, 2005; 

CERQUEIRA-SILVA et al., 2014; MIKOVSKI et al., 2019). 

Com intuito de melhorar as perspectivas sobre o uso de maracujás no setor ornamental no 

nosso país, investimentos têm sido direcionados para a produção de híbridos interespecíficos que 

apresentem características mais vantajosas para este segmento, como maior produção de flores, 

possibilidade de florescimento durante todo o ano e resistência a doenças. Assim, recentemente, 

foram lançadas as cultivares ‘BRS Estrelado Cerrado’, 'BRS Roseflora', 'BRS Rubiflora' e ‘BRS 

Pérola do Cerrado’, todas produzidas pela EMBRAPA em associação com outras instituições. 

Essas variedades atendem às demandas tanto do paisagismo em ambientes externos, quanto à de 

produção de plantas de porte reduzido, para o uso em ambientes internos (CERQUEIRA-SILVA 

et al., 2014; FONSECA et al., 2017; MIKOVSKI et al., 2019). 

 

Figura 1 – Diversidade de flores em espécies do gênero Passiflora 

 

Fonte: http://flickrhivemind.net/Tags/flores,passiflora/Recent 
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Diversas espécies de Passiflora são também utilizadas como plantas medicinais. Suas 

folhas, raízes e frutos são utilizados na medicina popular desde o século XIX no preparo de chás, 

infusões, loções e emplastos para o tratamento de insônia, ansiedade e irritabilidade (DHAWAN 

et al., 2004). Além disso, em estudos farmacológicos com o gênero foram observadas ainda 

outras atividades biológicas, incluindo atividades antibacteriana, anti-hiperglicêmica, ansiolítica, 

anti-inflamatória, antifúngica e antioxidante, entre outras (PATEL et al., 2011;HE et al., 

2020;CHIAVAROLI et al., 2020). Algumas dessas espécies estão presentes em diversas 

farmacopeias internacionais (DHAWAN et al., 2004; GOSMANN et al., 2011) e na brasileira 

(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019).  

As diferentes atividades farmacológicas observadas em espécies de Passiflora estão 

associadas à presença de substâncias como alcaloides (FRYE; HAUSTEIN, 2007; LUTOMSKI; 

MALEK, 1975; TSUCHIYA  et  al.,  1999), saponinas (YOSHIKAWA et al., 2000; 

REGINATTO et al., 2004; BIRK et al., 2005; GOSMANN et al., 2011; WANG et al., 2013) e 

substâncias fenólicas (DHAWAN et al., 2004),principalmente flavonoides (BARBALHO et al., 

2011; MORAES et al.,1997; MÜLLER et al., 2005; ZERAIK; YARIWAKE, 2010), além de 

glicosídeos cianogênicos, carotenoides, aminoácidos, carboidratos, óleos essenciais, vitaminas, 

fibras e minerais, o que possibilita a classificação dos maracujás como alimento funcional 

(YOCKTENG et al., 2011; ZERAIK et al., 2010). 

Flavonoides, especialmente os C-glicosilados derivados de apigenina e luteonina, são a 

principal classe de metabolitos secundários em espécies de maracujá, sendo considerados um 

importante marcador químico para a identificação de qualidade e fidelidade de diferentes 

materiais (SAKALEM et al., 2012; ZUCOLLOTO et al., 2012). Entre esses, orientina, 

isoorietina, vitexina, isovitexina, vitexina-2´´-O-ramnosídeoe rutina são os mais utilizados em 

estudos de caracterização fitoquímica, devido à ampla ocorrência no gênero e às suas 

potencialidades farmacológicas como antioxidantes, ansiolíticos, antimicrobianos, antifúngicos e 

anti-inflamatórios (FARAG et al., 2016; GADIOLI et al., 2018; OZAROWSKI et al., 2018; 

ALVES et al., 2020). 

Saponinas representam o outro grupo de substâncias majoritárias em extratos de 

Passiflora. Apresentam estrutura complexa, constituída por uma aglicona esteroidal ou 

terpenoide, ligada a cadeias de açúcares (SINGH et al., 2018). Nos maracujás, essas substâncias 

já foram relacionadas a atividades antimicrobiana, antifúgica, antiprotozoária, anti-inflamatória, 

antioxidante e gastroprotetora, sendo o quadrangulosídeo uma saponina bem caracterizada de P. 

alata (GOSMANN et a., 2011; ROCHA et al., 2012; WASICKY et al., 2015). No entanto, 
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devido a sua complexidade estrutural e restrição de sua ocorrência a certos grupos dos 

representantes de maracujá, o estudo e o aprofundamento na caracterização fitoquímica e 

atividades biológicas das saponinas ainda são escassos. 

Apesar da importância medicinal, agronômica e ornamental, a maior parte das espécies 

de Passiflora ainda não é conhecida ou não foi devidamente caracterizada. Dessa forma, a 

prospecção, a conservação e a caracterização de germoplasma do maracujá são consideradas 

estratégias essenciais para o seu uso em programas de melhoramento genético, em sistemas de 

produção de mudas por enxertia e como plantas ornamentais ou medicinais.  

 

1.1.1 Passiflora suberosa L. 

Passiflora suberosa L., a espécie estudada neste trabalho, é popularmente conhecida 

como maracujazinho, maracujá-mirim ou maracujazinho-cortiça-preto. Pertence ao subgênero 

Decaloba, tendo sido mencionada em registros de descrição de plantas da América por Charles 

Plumier em 1693 (PORTER-UTLEY, 2014). É uma espécie nativa das Américas, que apresenta 

distribuição em regiões tropicais, ocorrendo em partes do México, na América Central e do Sul 

(ULMER; MACDOUGAL, 2004), embora seja encontrada também na Europa (PORTER-

UTLEY, 2014). No Brasil, P. suberosa já foi encontrada em todas as regiões, ocupando 

domínios fitogeográficos impactados por ação antrópica, incluindo Amazônia, Caatinga, Cerrado 

e Mata Atlântica (BERNACCI et al., 2015) (Figura 2). 

As plantas são trepadeiras de pequeno porte, apresentando caule cilíndrico estriado 

quando jovens, e exibindo uma grossa camada suberosa quando adultas, característica que dá 

nome à espécie. Suas flores são pequenas (1,3 a 2,5 cm de diâmetro), com cinco sépalas de 

coloração verde-claro ou amarelo-esverdeado, e ausência de pétalas (Figura 3). Podem 

apresentar uma ou duas brácteas e duas séries de corona de filamentos filiformes. Os frutos são 

pequenos (0,6 a 1,5 cm de diâmetro), do tipo bagas, podendo ser ovoides ou globosos, com 

coloração verde quando imaturos, e roxo intenso, quando atingem a maturidade (Figura 3). As 

sementes são ovaladas, assimétricas (3,0 – 4,0 × 0,2 - 2,5 mm) e alveoladas (CERVIL; 

LINSINGEN, 2008; CRUZ et al., 2008; PORTER-UTLEY, 2014).  
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Figura 2 – Distribuição geográfica de Passiflora suberosa L. no Brasil 

 

Fonte: http://floradobrasil.jbrj.gov.br/ 

 

 

A floração de P. suberosa ocorre ao longo de todo o ano, com o pico entre os meses de 

setembro e janeiro, e antese no início das manhãs. A frutificação acontece principalmente entre 

os meses de janeiro e maio (KOSCHNITZKE; SAZIMA, 1997). A espécie é classificada como 

autocompatível, ao contrário da maioria das passifloras (CRUZ et al., 2008). Sua reprodução 

cruzada é dependente de polinizadores, como aves, borboletas e abelhas, os quais se beneficiam 

de uma câmara nectarífera rasa e de fácil acesso. Os polinizadores mais comuns são vespas 

(Mischocyttarus interjectus) e abelhas (Plebeia droryana e Augochlorella michaelis) 

(KOSCHNITZKE; SAZIMA, 1997). Além disso, as flores de P. suberosa também são visitadas 

por outros insetos, como as borboletas Heliconius charitonia, que embora não estejam 

associadas ao processo de polinização, apresentam uma estreita relação evolutiva, visto que 

utilizam pólen e néctar como fonte nutritiva, e folhas para a postura de ovos (ULMER; 

MACDOUGAL, 2004; CRUZ et al., 2008). 

 

 

 

http://floradobrasil.jbrj.gov.br/
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Figura 3 – Folhas, flores e frutos de Passiflora suberosa L. 

 

Foto: Gustavo Giacon. 
Fonte:http://blogdoviveirista.blogspot.com/2017/12/micro-maracuja-preto-
ou-maracujazinho.html 

 

 

Passiflora suberosa possui grande potencial ornamental devido às suas flores exóticas, 

aos frutos pequenos e roxos e à plasticidade morfológica de suas folhas, que podem ser 

polimórficas, variando de inteiras a profundamente trilobadas em um mesmo indivíduo (Figura 

4) e apresentando glândulas nos pecíolos (ULMER; MACDOUGAL, 2004; CERVIL; 

LINSINGEN, 2008; CRUZ et al., 2008; PORTER-UTLEY, 2014). Além disso, as folhas podem 

adquirir uma coloração arroxeada quando expostas à radiação solar intensa por longos períodos, 

em virtude do acúmulo de antocianinas e derivados fenólicos (BARP et al., 2006). Estas 

variações fenotípicas resultam em uma vasta sinonímia para diversos representantes da espécie, 

gerando dificuldades para a sua classificação taxonômica (CRUZ et al., 2008; PORTER-

UTLEY, 2014). 

A variabilidade de P. suberosa também é observada em nível de ploidia, com espécimes 

diploides (2n= 12) e poliploides (2n= 24 e 36 cromossomos) (OTONI et al., 1996). Esta 

característica, assim como sua resistência a patógenos, tem despertado interesse para uso como 

fonte de variabilidade para o melhoramento de espécies cultivadas (JUNQUEIRA et al., 2005). 

Estudos já realizados demonstraram que P. suberosa apresenta resistência ao vírus do 

endurecimento dos frutos do maracujazeiro (PWV) (OTONI et al., 1996) e ao fungo Fusarium 
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oxysporum f. sp. Passiflorae, e por isso, é utilizada como porta-enxerto na cultura do maracujá-

amarelo (GARDNER, 1989). 

 

Figura 4 – Aspectos morfológicos de Passiflora suberosa L. 

 

Legenda: Espécimes de P. suberosa apresentando folhas inteiras (A), trilobadas(B) ou osdois tipos 
foliares simultaneamente (C e D). 

Fonte: (A) https://treasurecoastnatives.wordpress.com/category/passion-flower/; (B) 
http://taibif.tw/flower/detail.php?sc=Passiflora+suberosa&locale=tw; (C) Marcela Vianna; (D) 
http://www.botany.hawaii.edu/faculty/carr/apg_passiflor.htm. 

 

 

Embora diversas espécies de Passiflora apresentem atividades farmacológicas 

reconhecidas, existem poucos relatos sobre o potencial de P. suberosa. Na medicina popular, 

essa espécie é utilizada para o tratamento de hipertensão, diabetes e de doenças de pele de 

origem bacteriana, ou como sedativo (DHAWAN et al., 2004).No entanto, os estudos sobre as 

atividades biológicas e investigações fitoquímicas que corroboram o uso etnobotânico são 

limitados. Spencer e Segler (1987) descreveram a presença de dois glicosídeos cianogênicos 

https://treasurecoastnatives.wordpress.com/category/passion-flower/
http://taibif.tw/flower/detail.php?sc=Passiflora+suberosa&locale=tw
http://www.botany.hawaii.edu/faculty/carr/apg_passiflor.htm
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ciclopentenoides, denominados de passisuberosina e epipassisuberosina. Além desses, a análise 

de extratos de frutos revelou a presença de oito tipos diferentes de antocianinas (KIDOY et al., 

1997) que, além de apresentarem importância ecológica na atração de insetos e animais, podem 

ser utilizadas na indústria como corantes naturais (STINTZING; CARLE, 2004). Recentemente, 

Bandara e colaboradores (2018) e Sudasinghe e Peiris (2018) descreveram ações hipoglicêmica e 

hipolipidêmica em extratos aquosos de folhas de P. suberosa. 

Considerando os potenciais ornamental, agronômico e medicinal de P. suberosa, alguns 

estudos biotecnológicos foram desenvolvidos visando ao estabelecimento de sistemas de cultura 

de tecidos para essa espécie (MONTEIRO et al., 2000a; GARCIA et al., 2011a; ROSA; 

MONTE-BELLO; DORNELAS, 2016). Nesses trabalhos, plantas de P. suberosa foram obtidas 

pelo desenvolvimento de meristemas pré-existentes e por organogênese, sendo o potencial 

morfogenético observado a partir de diferentes explantes. A produção de plantas por via direta 

foi observada em explantes internodais na presença de 6-benzilaminopurina (BAP) (GARCIA et 

al., 2011a), enquanto a organogênese indireta foi descrita a partir de segmentos nodais e foliares 

em resposta a BAP e ácido -naftalenoacético (ANA)(MONTEIRO et al., 2000a; GARCIA et 

al., 2011a) e de segmentos radiculares na presença de BAP(ROSA; MONTE-BELLO; 

DORNELAS, 2016). 

Os trabalhos relacionados acima serviram ainda como base para o desenvolvimento de 

metodologias de conservação in vitro em médio e longo prazo, por crescimento lento e 

criopreservação (GARCIA et al., 2011b; VIANNA et al., 2019). 

 

 

1.2 Criopreservação 

A criopreservação, considerada a alternativa mais adequada para a conservação de 

germoplasma vegetal em longo prazo, tem ampliado as perspectivas de conservação de recursos 

genéticos, tanto em relação ao tempo, quanto à qualidade dos propágulos. Essa metodologia 

baseia-se no armazenamento em temperaturas ultrabaixas, utilizando nitrogênio líquido (NL, -

196°C) ou sua fase vapor (aproximadamente -150°C). Nessas condições, as reações celulares e 

os processos metabólicos são interrompidos, permitindo que o material seja estocado por 

períodos teoricamente ilimitados, com riscos reduzidos de variações genéticas e contaminação 

(ENGELMANN, 2011). Adicionalmente, a permanência do material em NL reduz os custos de 

manutenção e o espaço necessário para a conservação (SAKAI; ENGELMANN, 2007).  
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A criopreservação vem sendo bastante utilizada como estratégia complementar na 

conservação de diversas espécies vegetais, principalmente aquelas que apresentam limitações 

para o uso de outras metodologias, como as que produzem sementes recalcitrantes, apresentam 

propagação vegetativa ou espécies raras e ameaçadas (DULLO et al., 1998). Além disso, é a 

única opção para o armazenamento em longo prazo de produtos biotecnológicos (CRUZ-CRUZ 

et al., 2013). 

As metodologias de criopreservação foram desenvolvidas inicialmente para a 

conservação de células animais, utilizando glicerol e gelo seco para o armazenamento de 

espermatozoides de aves e bovinos (POLGE; SMITH; PARKES, 1949). Os trabalhos para a 

criopreservação de células vegetais somente foram iniciados na década de 1960 (SAKAI, 1965; 

WANG et al., 2020). Embora o armazenamento em temperaturas ultrabaixas seja realizado de 

forma relativamente simples para diferentes tipos de células animais, o estabelecimento de 

protocolos de criopreservação vegetal é um processo mais complexo e com alta especificidade 

devido, principalmente, à presença da parede celular (KULUS; ZALEWSKA, 2014). 

Um dos principais aspectos que devem ser considerados na criopreservação é a formação 

de cristais de gelo resultante do congelamento da água intracelular, os quais podem afetar a 

integridade estrutural e coligativa das células, causando danos às membranas celulares e 

comprometendo a recuperação do material após o reaquecimento (KACZMARCZYK et al., 

2012). Assim, uma etapa crítica do processo é a desidratação dos materiais, com o objetivo de 

remover parcialmente a água, prevenindo danos ocasionados pela cristalização (GONZALEZ-

ARNAO et al., 2008). Nas primeiras técnicas desenvolvidas para a criopreservação de tecidos 

vegetais, denominadas clássicas ou convencionais (ENGELMANN, 2011) a desidratação é 

induzida pela redução gradual da temperatura, em velocidade controlada (0,5 - 2,0°C/min) até 

atingir, aproximadamente, -40°C, antes da imersão do material em NL (CRUZ-CRUZ; 

GONZÁLEZ-ARNAO; ENGELMANN, 2013; KULUS; ZALEWSKA, 2014). O resfriamento 

do material biológico, a uma taxa baixa e constante, induz a formação de gelo (nucleação) nos 

espaços extracelulares, diminuindo a disponibilidade de água líquida. Esse desequilíbrio 

osmótico estimula um fluxo contínuo de saída da água do meio intracelular, que se torna muito 

concentrado. Essa condição restringe a movimentação das moléculas de água residual e reduz as 

possibilidades de arranjo na forma de cristais de gelo (BENSON, 2008; ENGELMANN, 2011). 

Além disso, a membrana plasmática age como uma barreira, permitindo que o resfriamento no 

meio intracelular seja mantido, porém sem formação de gelo (ENGELMANN, 2011; 

KACZMARCZYK et al., 2012). 
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A técnica de desidratação induzida por resfriamento é baseada nos processos naturais 

observados nos vegetais. Plantas de clima temperado são naturalmente capazes de desenvolver 

tolerância ao resfriamento pela diminuição gradual da temperatura (MIURA; FURUMOTO, 

2013), o que induz cascatas de sinalização e reprogramação gênica que resultam em alterações 

metabólicas e fisiológicas (JAN et al., 2009). Essas alterações incluem o aumento da 

concentração de açúcares, proteínas e de aminoácidos, como a prolina, fundamentais para o 

ajuste osmótico (VAN RENSBURG et al., 1993; PANIS; LOMBARDI, 2005). Plantas de clima 

tropical e subtropical, no entanto, são mais sensíveis a baixas temperaturas e, em sua maioria, 

não possuem capacidade de aclimatação ao frio (XIN; BROWSE, 2000; JAN; HUSSAIN; 

ANDRABI, 2009). Além disso, tecidos multicelulares complexos, com diferentes tipos celulares, 

demandam também condições específicas para desidratação. Portanto, a indução da tolerância ao 

resfriamento nestes materiais requer a utilização de substâncias com a dupla função de desidratar 

e proteger os sistemas celulares (MARTINEZ-MONTERO; HARDING, 2015). 

A partir da década de 1990, foram desenvolvidas técnicas de criopreservação, 

denominadas contemporâneas, nas quais a desidratação do material é realizada antes da imersão 

direta em NL. Nessas técnicas, a remoção da água intracelular é alcançada por meio da 

exposição do material a substâncias altamente concentradas (desidratação osmótica) ou por 

desidratação evaporativa. Dessa forma, quando o material vegetal é imerso em NL, ocorre a 

vitrificação do meio intracelular, que se encontra concentrado, passando da fase líquida para um 

estado vítreo amorfo, que apresenta propriedades físicas e mecânicas de um sólido, mas sem 

cristalização (TAYLOR; et al., 2004; ENGELMANN, 2011). 

Para a desidratação osmótica, o material vegetal é, geralmente, exposto a soluções 

constituídas por uma mistura de substâncias crioprotetoras. Esses componentes, capazes de 

diminuir o ponto de congelamento (KULUS; ZALEWSKA, 2014),incluem açúcares complexos, 

álcoois, polietilenoglicol e outras substâncias de alto peso molecular, além de moléculas 

pequenas, como dimetil sulfóxido (DMSO), glicerol, etilenoglicol, propileno glicol. As 

substâncias de alto peso molecular são osmoticamente ativas e induzem a desidratação pelo 

aumento da osmolaridade do meio extracelular, enquanto as de menor peso molecular 

apresentam facilidade de difusão pela membrana atuando, principalmente, no aumento da 

viscosidade do citoplasma (KIM et al., 2009). Embora as substâncias crioprotetoras tenham sido, 

durante alguns anos, classificadas como penetrantes e não penetrantes (KIM et al., 2009), essas 

definições não são mais recomendadas, uma vez que a capacidade de atravessar as membranas 

não é absoluta. Em teoria, todos os crioprotetores são capazes de penetrar na célula, sendo as 
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diferenças, portanto, relacionadas apenas à velocidade de penetração e à ação sinérgica entre as 

diferentes substâncias, o que pode interferir na facilidade da penetração (HUGHES; 

MANCERA, 2014). 

As soluções de vitrificação variam quanto ao tipo e à concentração dos componentes 

(Quadro 1). Como algumas dessas substâncias são tóxicas, o tipo de solução crioprotetora, assim 

como o tempo e a temperatura de exposição do material, são parâmetros importantes que devem 

ser avaliados no desenvolvimento de protocolos de criopreservação baseados no processo de 

vitrificação (VOLK; WALTERS, 2006). 

As soluções crioprotetoras mais utilizadas atualmente são a Plant Vitrification Solution 2 

(PVS2) e a Plant Vitrification Solution 3 (PVS3) (KIM et al., 2009; KULUS; ZALEWSKA, 

2014). Essas soluções atuam nas propriedades coligativas das células, uma vez que possuem 

componentes solúveis capazes de interagir com a água através de ligações de hidrogênio 

(TEIXEIRA et al., 2014). Além disso, os grupos hidrofílicos dos seus componentes também 

interagem com a porção polar dos fosfolipídios de membrana, contribuindo para sua 

estabilização (KACZMARCZYK et al., 2012). 

Embora seja amplamente utilizada, a PVS2 possui componentes citotóxicos quando em 

altas concentrações, como o dimetilsufóxido (DMSO) e etilenoglicol (EG), aos qual a membrana 

celular é altamente permeável (SAKAI; ENGELMANN, 2007; KIM et al., 2009). A ação 

conjunta dessas substâncias, principalmente quando em altas concentrações, pode levarà 

formação de poros, o que altera a dinâmica de penetração de água e demais crioprotetores, 

podendo causar danos celulares (FUNNEKOTTER et al., 2017).O glicerol, por exemplo, adquire 

maior poder de difusão na presença de DMSO e EG (KIM et al., 2009). Por esse motivo, 

recomenda-se que a exposição às soluções crioprotetoras seja realizada à temperatura de 0°C, o 

que diminui a velocidade de penetração dos crioprotetores (SAKAI; ENGELMANN, 2007). Por 

outro lado, a PVS3 oferece menor risco, por ser composta apenas de sacarose e glicerol. 

Contudo, o grau e a intensidade da sensibilidade do material à solução crioprotetora é variável 

para cada espécie e tipo de material (SAKAI; ENGELMANN, 2007; KIM et al., 2009). 

Diferentes metodologias com base no processo de vitrificação já foram desenvolvidas, 

tais como dessecação, vitrificação, encapsulamento-vitrificação e encapsulamento-desidratação. 

Novos avanços da área de criobiologia têm ocorrido nos últimos anos, como consequência do 

estabelecimento de técnicas que otimizam a relação entre o tempo de exposição, a quantidade e 

velocidade de penetração de crioprotetores, assim como a aceleração das trocas de temperatura 

durante as etapas de imersão em NL e reaquecimento. Nesse sentido, as técnicas de vitrificação 
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em gota (PANIS et al, 2005), vitrificação por infiltração a vácuo (KAZUTAKA et al., 2012) e 

vitrificação/desidratação em placas de alumínio (YAMAMOTO et al., 2011; 2015; NIINO et al., 

2013) vêm sendo consideradas bastante promissoras. 

Nas metodologias de desidratação ou vitrificação em placas (crioplacas), os explantes são 

aderidos em uma base de alumínio e expostos à dessecação por corrente de ar (D-Crioplaca) ou a 

soluções de vitrificação (V-Crioplaca), antes da imersão direta em NL (MATSUMOTO et al., 

2017). A alta condutividade térmica do metal e quantidade mínima de solução crioprotetora 

utilizada aumentam a velocidade dos processos de resfriamento e reaquecimento, favorecendo a 

sobrevivência do material criopreservado (KULUS; ZALEWSKA, 2014). Além disso, o 

reaquecimento do material é feito também em soluções altamente concentradas, à temperatura 

ambiente. As crioplacas apresentam ainda a vantagem adicional de viabilizar a manipulação de 

um grande número de explantes, evitando injúrias e perdas durante as diferentes etapas do 

processo (YAMAMOTO et al., 2012). Essa técnica vem sendo utilizada com sucesso para 

diferentes espécies vegetais, incluindo crisântemo (YAMAMOTO et al., 2011), Dianthus 

caryophyllus (SEKIZAWA et al., 2011), Fragaria spp (YAMAMOTO et al., 2012), 

Clinopodium odorum (ENGELMANN-SYLVESTRE; ENGELMANN, 2015), Cleome rosea 

(CORDEIRO et al., 2015) e Passiflora pohlii (SIMÃO et al., 2018), Platycodon grandiflorum 

(MATSUMOTO et al., 2020). 

Independente do protocolo de criopreservação utilizado, algumas etapas, como a 

desidratação e a crioproteção, são consideradas críticas, devido ao seu potencial de induzir danos 

celulares quando realizadas em condições sub-ótimas. Dessa forma, um importante aspecto que 

deve ser considerado no estabelecimento de protocolos de criopreservação é caracterização de 

alterações celulares e fisiológicas nas suas diferentes etapas.  
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1.2.1 Estresse oxidativo e indução de crioinjúrias 

Os danos decorrentes do processo de criopreservação são coletivamente denominados 

crioinjúrias e podem resultar em baixas taxas de recuperação pós-resfriamento (PANIS; 

LOMBARDI, 2005; UCHENDU et al., 2010b). Os principais tipos de crioinjúrias (Figura 5) 

resultam do estresse oxidativo, devido ao aumento da produção de espécies reativas de oxigênio 

(ERO). Essas moléculas são altamente reativas e capazes de retirar elétrons de biomoléculas 

como proteínas, ácidos nucleicos e lipídios, resultando na sua alteração estrutural e perda de 

função (UCHENDU et al., 2010b). As ERO podem ser constituídas por radicais livres, como 

superóxido (O2
•-), hidroxil (OH•), hidroperoxil (OOH•), peroxil (ROO•), alcoxil (RO•) ou não 

radicais, como oxigênio singleto (1O2), peróxido de hidrogênio (H2O2) e ozônio (O3) 

(KACZMARCZYK et al., 2012). 

Em condições fisiológicas normais, a produção de ERO ocorre principalmente em 

mitocôndrias, cloroplastos e peroxissomos, como resultado do metabolismo energético da célula. 

Desses,1O2, O2
•-, OH• e H2O2 são os mais comumente associados ao estresse oxidativo 

(DEMIDCHIK, 2015). O 1O2, por exemplo, pode ser formado nos cloroplastos durante a 

fotossíntese, e sua superprodução em condições de estresses luminoso, hídrico ou salino, pode 

levar à perda da atividade do fotossistema II e à morte celular (ASADA, 2006; DEMIDCHIK, 

2015). 

A produção de superóxido, por sua vez, ocorre pela redução monovalente do O2 em 

diversos componentes celulares, como os fotossistemas I e II dos cloroplastos e os complexos I e 

III das mitocôndrias. Além disso, esse radical também pode ser produzido pela ação da NADPH 

oxidase presente na membrana plasmática e nos peroxissomos (MØLLER et al., 2007; 

SHARMA et al., 2012; DEMIDCHIK, 2015). Embora o O2
•- seja moderadamente reativo e de 

vida curta, é o primeiro radical formado em sistemas biológicos, a partir do qual são derivadas 

outras espécies mais reativas, sendo considerado um fator importante para o aumento do estresse 

oxidativo (SHARMA et al.,2012; DEMIDCHIK, 2015). 
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Figura 5 – Alterações induzidas pelo processo de criopreservação

Fonte: 
KACZMARCZYK et al. (2012), adaptado. 

 

O peróxido de hidrogênio é um não radical produzido pela dismutação do superóxido, 

que não possui um sítio específico de formação. Apesar de não apresentar alta reatividade, o 

H2O2 pode oxidar componentes biológicos e causar danos à célula. Além disso, pode ser 

potencialmente tóxico em grandes quantidades, pois é a única ERO com capacidade de difusão 

através das aquaporinas nas membranas, podendo causar alterações em diversos compartimentos 

celulares (GECHEV et al., 2006; SHARMA et al., 2012). 

Os radicais hidroxil (OH•), formados pela reação entre os íons metálicos Cu+3 e Fe+3 com 

H2O2 e O2
•-, são considerados os mais relevantes entre as ERO, especialmente em relação às 

membranas celulares (Figura 6). Isso se deve, possivelmente, à sua alta reatividade e à ausência 

de mecanismos enzimáticos específicos para a sua eliminação (VRANOVÁ et al., 2002; 

KACZMARCZYK et al., 2012; SHARMA et al.,2012; DEMIDCHIK, 2015). 
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Figura 6 – Formação de radicais hidroxil (OH•) através da reação de Fenton 
e Haber-Weiss 

 

Fonte:http://radicaisbiobio.blogspot.com/2008/06/ferro-radicais-livres-e-patologias.html 

 

 

Embora as ERO possam representar uma fonte potencial de danos paras as células, sua 

produção em concentrações fisiológicas é importante para diversos processos celulares básicos. 

Em vegetais, atuam no crescimento e alongamento de raízes, dominância apical, maturação de 

elementos traqueais, desenvolvimento de tricomas e senescência (GECHEV et al., 2006; 

SHARMA et al.,2012). Além disso, são importantes também na transdução de sinais em resposta 

a estresses abióticos e bióticos, desempenhando o papel de mensageiros secundários nas vias 

mediadas pelo ácido abscísico (ABA), ácido jasmônico, ácido salicílico, e na ativação de canais 

de cálcio intracelulares, induzindo mecanismos de proteção e aclimatação (KWAK et al., 

2006;GECHEVet al., 2006).  

A manutenção das ERO em níveis basais nas células ocorre pela ação de um sistema 

antioxidante que inclui enzimas, vitaminas (ácido ascórbico, α-tocoferol) e metabólitos 

secundários, como os flavonoides (WANG; DENG, 2004; UCHENDU et al., 2010a). A ação dos 

componentes enzimáticos do sistema antioxidante celular tem papel primordial no controle da 

produção e eliminação de ERO (BAEK; SKINNER, 2012). Entre esses, destacam-se as 

enzimassuperóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidases, como a ascorbato peroxidase 

(APX), glutationa redutase (GR) e redutases como a dehidroascorbato redutase (DHAR) e 

monodehidroascorbato redutase (MDAR),que atuam de forma integrada (Figura 7) (BAEK; 

SKINNER, 2012). 
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Figura 7 – Ação integrada dos componentes enzimáticos do sistema antioxidante 
celular na remoção de ERO 

 

Legenda:CAT – catalase; SOD – superóxido dismutase; GPx – glutationa peroxidase; GR – 
glutationa redutase; GSH – glutationa; GSSG – glutationa oxidada  

Fonte: FUNNEKOTTER (2015) 
 

 

A SOD é a enzima responsável pela dismutação do radical O2
•- em O2 e H2O2 (Figura 7). 

Essa metaloenzima pode ser encontrada em diferentes isoformas, dependendo do metal 

integrante em grupo prostético, tal como, Cu/ZnSOD, MnSOD e FeSOD (DEL RÍO et al., 2017). 

A distribuição celular das isoformas de SOD está diretamente relacionada a sítios de produção de 

O2
•-, podendo ser encontradas em diferentes compartimentos celulares, incluindo núcleo, citosol, 

apoplasto, cloroplastos, mitocôndrias e peroxissomos (DEL RÍO et al., 2017).  A enzima 

desempenha um papel central na defesa contra o estresse oxidativo, já que atua de forma direta 

na regulação do O2
•- e inibe, de forma indireta, a produção do OH• pela reação de Haber-Weiss 

(SHARMA et al., 2012; BAEK; SKINNER, 2012; DEL RÍO et al., 2017). 

A CAT é uma metaloenzima com estrutura tetramérica, contendo um grupamento heme, 

capaz de converter duas moléculas de H2O2 em H2O e O2 (Figura 7). Pode ser encontrada em 

diversos locais na célula, porém seus principais sítios de ação são os peroxissomos, organelas 

onde existe uma elevada produção de H2O2 (SHARMA et al., 2012). Embora apresente alta 

especificidade com o substrato, sua afinidade é baixa, visto que é necessária a captura simultânea 

de duas moléculas de H2O2 em seu sítio ativo. Assim, sua atividade é mais eficaz na presença de 

altas concentrações de H2O2, condição em que pode neutralizar até 6 milhões de moléculas de 

H2O2 por minuto. Além disso, a catalase não requer o consumo de equivalentes redutores, como 

o NADPH, utilizado por outras peroxidases, conferindo uma atividade energeticamente 
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econômica para a célula em situações de estresse (MITTLER, 2002; SHARMA; AHMAD, 2014; 

IMAHORI, 2014). 

A APX é outra enzima responsável pela degradação do H2O2, que possui alta afinidade 

pelo substrato. Apesar de ser encontrada em diferentes sítios intracelulares, apresenta uma ação 

mais destacada nos cloroplastos, onde reduz H2O2 utilizando duas moléculas de ascorbato como 

doador de elétrons, gerando o radical monodeidroascorbato (MDHA). A produção de ascorbato 

utilizado nessa reação é realizada a partir de MDHA ou do dehidroascorbato (DHA) no ciclo 

ascorbato-glutationa, conhecido como ciclo Halliwell-Asada, através de várias reações de 

oxirredução (Figura 8) (SHARMA et al., 2012). 

Embora o sistema antioxidante atue de forma eficaz em condições normais, a formação 

das ERO pode exceder a capacidade antioxidante da célula em situações de estresse, tendo como 

consequência diversos tipos de danos, incluindo a peroxidação de lipídios, rupturas de 

membranas, alterações em proteínas e ácidos nucléicos e outras desordens que podem levar à 

morte celular (BENSON, 1990; MITTLER, 2002; HALLIWELL; WHITEMAN, 2004; 

HALLIWELL, 2006). Entre essas injúrias, a peroxidação de lipídios é considerada a mais crítica 

para a recuperação do material após a criopreservação (UCHENDU et al., 2010b). Os 

fosfolipídios de membrana, principalmente os que contêm ácidos graxos poli-insaturados, são os 

principais alvos do estresse oxidativo, em especial pela ação de radicais hidroxil (FANG et al., 

2008; SHARMA et al., 2012), resultando em alterações na integridade e função das membranas, 

além de causar uma série de lesões que podem levar à morte celular (BENZIE, 1996). 

A peroxidação dos fosfolipídios pode ainda resultar na formação de subprodutos que 

também são reativos e podem causar danos a outras moléculas (ESTERBAUER; ZOLLNER, 

1989). Esses subprodutos incluem os lipídios hidroxiperóxidos, hidrocarbonetos voláteis e 

aldeídos, os quais são considerados como indicadores de danos causados por crioinjúria 

(UCHENDU et al., 2010b; WEN et al., 2012). Entre esses, o malondialdeído (MDA), produto 

final dessa peroxidação, tem sido utilizado como um biomarcador de estresse oxidativo desde 

1960 (HEALTH; PAKER, 1968; JOHNSTON et al., 2007b). A quantificação do MDA pode ser 

realizada espectrofotometricamente, por meio de uma reação com o ácido tiobarbitúrico, que 

gera um produto de coloração rosa-avermelhada, com absorbância máxima a 532 nm (HODGES 

et al., 1999). Por er um ensaio simples, rápido e de baixo custo, essa técnica vem sendo 

explorada por vários autores para a detecção de crioinjúrias (Quadro 1). 
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Figura 8 – Ciclo ascorbato-glutationa e ação da APX na neutralização de H2O2 

 

Legenda: AsA– ácido ascórbico; GSH – glutationa; APX – ascorbatoperoxidade; MDHAR –monodehidroascorbato 
redutase; DHAR –dehidroascorbato redutase; GR –glutaiona redutase; MDHA –monodehidroascorbato; 
DHAR – dehidroascorbato. 

Fonte: BLOKHINA et al. (2003), adaptado. 
 

 

O acúmulo de ERO em condições de estresse é refletido também na produção e na 

atividade de enzimas envolvidas na resposta antioxidante da célula, como SOD, CAT, APX e 

GR, entre outras (LYNCH et al., 2011). Assim, análises dessas enzimas vêm sendo bastante 

utilizadas para caracterizar as etapas mais críticas de protocolos de criopreservação (LYNCH et 

al., 2011; DANOVA et al., 2012; GEORGIEVA et al., 2014; CHEN, et al., 2015) (Quadro 1). 

Como os mecanismos de indução e ação das crionjúrias ainda não estão completamente 

elucidados, principalmente em espécies tropicais, os danos resultantes da criopreservação não 

podem ser previstos. Dessa forma, a implementação de sistemas de monitoramento do estresse 

oxidativo induzido pela criopreservação é de grande importância para determinar as etapas mais 

críticas dos protocolos e possibilitar o uso direcionado de substâncias com ação antioxidante, 

visando à otimização das taxas de recuperação de plantas pós-resfriamento. 
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Quadro 1 – Principais trabalhos de avaliação do estresse oxidativo associado à criopreservação de 
plantas 

Espécie Material 

vegetal Avaliação Etapas Referência 

Ribes 

ciliatum e 
Ribesnigrum 

Ápices 
caulinares 

Dosagem de etileno, 
metano, fenóis totais, 
clorofila a/b, proteínas 

totais 

Pré-condicionamento 
em sacarose, 

encapsulamento, 
dessecação em fluxo 

de ar, 
armazenamento em 

NL 

JOHNSTON et 
al., 2007a 

Zea mays Embriões 
zigóticos 

Extravasamento de 
eletrólitos, caracterização 

ultraestrutural, atividade de 
enzimas antioxidantes 

(SOD, APX, DHAR, CAT 
e GR); MDA 

Dessecação em sílica 
gel e reaquecimento 

WEN et al., 
2010 

Rubus spp. Ápices 
caulinares 

Detecção de MDA Pré-tratamento, 
osmoproteção, 
reaquecimento 

UCHENDU et 
al., 2010b 

Hypericum 

perforatum 
Ápices 

caulinares 
Produção de hipericina, 

detecção de carotenoides, 
prolina, H2O2e MDA 

 

Recuperação de 
plantas 

SKYBA et al., 
2010 

Olea 

europaea 

embriões 
somáticos 

Detecção de H2O2, CH4; 
atividade de enzimas 

antioxidantes (SOD, POD, 
CAT e GR) 

Pré-cultura LYNCH et al., 
2011 

Livistona 

chinensis 

Embriões 
zigóticos 

Extravasamento de 
eletrólitos, caracterização 

ultraestrutural, atividade de 
enzimas antioxidantes 

(SOD, APX, DHAR, CAT 
e GR), detecção de MDA 

Dessecação em sílica 
gel e reaquecimento 

WEN et al., 
2012 

Amarylli 

sbelladonna 

e 
Haemanthus

montanus 

Embriões 
zigóticos 

Quantificação de O2
•-, 

atividade de enzimas 
antioxidantes (SOD, POD, 

CAT e GR) 

Dessecação, 
crioproteção e 

resfriamento (rápido 
e lento) 

SERSHEN et 
al., 2012 

Dendrobium Protocormos Quantificação de 
atividade de enzimas 

antioxidantes (SOD, CAT) 

Pré-cultura, 
osmoproteção, 
desidratação, 
unloading, 

recuperação 

POOBATHY et 
al., 2013 

Lilium×siber

ia 

Pólen Detecção de ERO Osmoproteção, 
desidratação, 

reaquecimento, 
unloading, 

resfriamento 

XU et al., 2014 

Brassidium protocormos Avaliação da atividade de 
enzimas antioxidantes 

CAT, APX 

Pré-cultura; 
osmoproteção, 
desidratação, 

reaquecimento, 

RAHMAH et 
al., 2015 
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unloading, 
resfriamento 

Arabidopsis Plântulas Quantificação de O2
•-, OH• 

H2O2, quantificação e 
atividade de enzimas e 

substâncias antioxidantes 
(SOD, POD, CAT, AsA e 
GSH), detecção de MDA 

Osmoproteção, 
desidratação, 

reaquecimento, 
recuperação 

CHEN et al., 
2015 

Agapanthus 

praecox 

Calos 
embriogênicos 

Quantificação de O2
•-, OH• 

H2O2, quantificação e 
atividade de enzimas e 

substâncias antioxidantes 
(SOD, POD, CAT, AsA e 
GSH), detecção de MDA 

Pré-cultura, 
desidratação, 

reaquecimento, 
diluição e 

recuperação 

ZHANG et al. 
2015 

Arabidopsis 

thaliana 

Plântulas Detecção in situ de ERO 
(O2

•-, OH• e H2O2) e 
quantificação de enzimas 
antioxidantes (SOD, CAT 

e POD) 

Pré-cultura, 
osmoproteção, 
desidratação, 

reaquecimento, 
diluição e 

recuperação 

REN et al., 
2015 

Agapanthus 

praecox 
Calos 

embriogênicos 
Quantificação de ERO 

(O2
•- e H2O2) e de enzimas 

e substâncias antioxidantes 
(SOD, POD, CAT, AsA e 
GSH), detecção de MDA 

Pré-cultura, 
osmoproteção, 
desidratação, 

reaquecimento, 
diluição, recuperação 

CHEN et al., 
2016 

Hancorniasp

eciosa 

Gemas laterais Atividade de enzimas 
antioxidantes (SOD, APX 
e CAT), detecção de MDA 

e H2O2 

Reaquecimento PRUDENTE et 
al., 2017 

Passiflora 

ligularis 

Embriões Atividade de enzimas 
antioxidantes (SOD, APX 

e CAT), MLS e ICL, 
detecção de MDA e H2O2. 
Quantificação de prolina 

Recuperação PRUDENTE et 
al., 2017 

Oryza sativa plântulas Histodetecção de ERO 
(OH• e H2O2), 

quantificação de enzimas e 
substâncias antioxidantes 

(SOD, APX, CAT, 
MDHAR, DHAR, GR, 

AsA e GSH), detecção de 
MDA 

Pré-cultura, 
osmoproteção, 
desidratação, 
resfriamento 

HUANG et al., 
2018 

Peonia 

lactiflora 

Magnolia 

denudata 

Pólen Quantificação da atividade 
de enzimas e substância 

antioxidantes (SOD, CAT 
e AsA), detecção de MDA 

e EROS 

Controle 
Recuperação 

 

JIA et al., 2018 

Actinidia 

chinensis 

Ápice Quantificação da atividade 
de enzimas e substâncias 

antioxidantes (SOD, APX, 
CAT, GR AsA e GSH), 
detecção de peróxido de 

lipídios e proteínas 

PC 
Pré-cultura + PC 

PC + pré-cultura + 
ASA 

MATHEW et 
al., 2019 
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carboniladas 

Paeonia 

lactiflora 

Pólen Quantificação de ERO, 
enzimas e substâncias 

antioxidantes (SOD, CAT, 
AsA), conteúdo de cálcio, 
taxa de apoptose (caspase 
tipo 3) detecção de MDA 

Recuperação REN et al., 
2019 

Paeonia 

lactiflora 

Pólen Quantificação de ERO 
(H2O2; OH•; O•-), enzimas 
(SOD, CAT, POD, APX 

GR) e substâncias 
antioxidantes (GSH e 

AsA), taxa de apoptose 
(caspase tipo 3) 

Controle 
Recuperação (após 1, 

3, 5 e 8 meses) 

REN et al., 
2020 

Agapanthus 

praecox 

Calos 
embriogênicos 

Quantificação de ERO 
(H2O2; OH•), enzimas 

antioxidantes (SOD, CAT, 
POD), taxa de apoptose 

(caspase tipos 1 e tipo 3), 
detecção de MDA 

Controle, pré-cultura, 
osmoproteção, 
desidratação, 

diluição e 
recuperação 

CHEN et al., 
2021 

Agapanthus 

praecox 

Plântulas Quantificação de ERO 
(H2O2), MDA, atividade de 

enzimas (CAT e POD) 
substâncias (AsA e GSH) 

antioxidantes e análise 
expressão gênica  

Osmoproteção, 
desidratação e 
reaquecimento 

ZHANG et al., 
2021 

Paeonia 

suffruticosa 

Polén Quantificação de ERO 
(H2O2; OH•; O•-), MDA, 

enzimas (SOD, CAT, GR, 
POD, APX) e substâncias 

(GSH e AsA) 
antioxidantes, detecção de 

proteínas carboniladas 

Controle 
Recuperação (após 1, 

3, 5 e 8 meses) 

REN et al 2021 

Dendrobium

nobile 

Protocormos Quantificação de ERO 
(H2O2), enzimas (SOD, 

CAT, APX, GR) e 
substâncias (AsA e GSH) 

antioxidantes, Atividade de 
NADPH e conteúdo de 

ACC 

Pré-cultura, 
osmoproteção e 
reaquecimento 

ZHANG et al., 
2021 

 
Legenda: AsA= ácido ascórbico; GSH= glutationa;GR= glutationa redutase; SOD= superóxido dismutase; CAT= 
catalase; APX= ascorbatoperoxidade; POD= peroxidadse; MDA= malondialdeído; MDHAR = monodehidroascorbato 
redutase; DHAR = dehidroascorbato redutase; MLS = malatositase; ICL = isocitratoliase; PC = Pré-condicionamento À 
baixa temperatura 
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Entre as substâncias com ação antioxidante mais utilizadas em protocolos de 

criopreservação, estão o ácido ascórbico e a glutationa (UCHENDU et al., 2010b; CHEN et al., 

2016; PRUDENTE et al., 2017). O ácido ascórbico (Figura 9), também conhecido na sua forma 

aniônica como ascorbato e, popularmente, como vitamina C, é um dos antioxidantes mais 

significativos na defesa celular, neutralizando diretamente os radicais superóxido, hidroxil e 

oxigênio singleto (MAKAVITSKAYA et al., 2017). Essa molécula ocorre em altas 

concentrações em todos os compartimentos celulares e pode atuar como cofator de enzimas, 

como as peroxidases e enzimas do ciclo ascorbato-glutationa. Adicionalmente, o ascorbato atua 

como precursor em algumas vias de biossíntese e participa da renovação do α-tocoferol 

(vitamina E), o que reforça sua importância nos processos de defesa antioxidante celular 

(AKRAM et al., 2017). 

 

 

Figura 9 – Estrutura molecular do ácido ascórbico 

 

Fonte: https://www.worldofmolecules.com/antioxidants/vitaminc.htm 
 

 

A glutationa (-L-glutamil-L-cisteinilglicina) é um tripeptídeode baixo peso molecular 

formado por glutamato, cisteína e glicina, pela ação das enzimas glutamilcisteína sintase e 

glutationa sintase. É considerada uma das substâncias mais abundantes nas células (GILL et al., 

2013; SINGH et al., 2016), podendo ser encontrada em altas concentrações em todos os 

compartimentos celulares sob sua forma reduzida (GSH) ou oxidada (GSSG) (Figura 10). As 

proporções entre essas formas são mantidas em níveis adequados para a resposta antioxidante 

pela ação da enzima glutationa redutase (GR) (GILL et al., 2013; ANJUM et al., 2014). 

 

 

 

https://www.worldofmolecules.com/antioxidants/vitaminc.htm
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Figura 10 – Estruturas moleculares da glutationa nas formas reduzida 
(GSH) e oxidada (GSSG) 

 
Fonte: WATANABE et al. (2014), adaptado. 

 

 

A glutationa participa direta ou indiretamente de diversos processos metabólicos, tais 

como a sinalização para desenvolvimento vegetal e morte celular. No sistema antioxidante, atua 

diretamente na captura de radicais hidroxil e oxigênio singleto (GILL et al., 2013; DISTÉFANO 

et al., 2018). Devido à presença de grupo tiol (-SH), essa molécula desempenha um papel 

fundamental na captura de metais e na proteção de grupo tiol de proteínas, funcionando como 

um redutor dissulfeto (NOCTOR et al., 2012; 2017). Além disso, atua na manutenção da 

homeostase do estado redox das células, participando no ciclo ascorbato-glutationa, como 

substrato de peroxidases e mantendo o status reduzido de outros agentes antioxidantes (GILL et 

al., 2013; SINGH et al., 2016; HASANUZZAMAN et al., 2019). 

 

 

 

 

 

GSH 

GSSG 
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1.2.2 Criopreservação aplicada à conservação de plantas com potencial medicinal 

Metabólitos secundários ou especiais são substâncias produzidas pelas plantas em 

resposta a interações com o ambiente, permitindo assim a sua integridade, sobrevivência e 

tolerância a condições adversas. Dessa forma, enquanto o metabolismo primário dos vegetais 

está envolvido com o crescimento e desenvolvimento do vegetal, o metabolismo secundário está 

ligado às respostas das plantas ao ambiente, especialmente em condições de estresse químico, 

físico ou biológico (KESSLER; KALSKE, 2018; TAIZ; ZEIGER, 2004). 

Os metabólitos secundários são produzidos pelos vegetais por meio de diferentes vias 

biossintéticas, podendo ser classificados de acordo com sua origem química. Os derivados das 

vias do acetato incluem como os ácidos graxos, prostaglandinas, poliacetilenos, antraquinonas e 

tetraciclinas, enquanto os derivados da via do chiquimato abrangem os alcaloides aromáticos e 

fenilpropanoides precursores de estilbenos, flavonoides, ligninas, lignanas e cumarinas. Além 

dessas, existem os derivados das vias do mevalonato (MEV) e do fosfato de 2-metileritritol 

(MEP), incluindo terpenoides e esteroides, como as saponinas triterpênicas e esteroidais 

(DEWICK, 2009; SIMÕES et al., 2017). 

Os metabólitos secundários vêm sendo amplamente utilizados como pigmentos, 

biopesticidas, aditivos alimentares, agroquímicos e fármacos (CANTRELL et al., 2012; 

DAVIES; DEROLE, 2014; FULDA; EFFERTH, 2014; MASSON et al., 2014). Nos últimos 

anos, a utilização das plantas para fins medicinais tem aumentado significativamente em todo o 

mundo, como consequência da maior demanda por terapias naturais e de menor custo. A 

comprovação da eficácia terapêutica de muitos metabólitos tem acompanhado essa demanda, 

com base na realização de diversos trabalhos científicos. No entanto, a coleta predatória e a 

destruição de ecossistemas, especialmente para fins agrícolas, tem resultado em perda de 

espécies, muitas ainda não descritas ou caracterizadas. 

A criopreservação representa uma importante alternativa de conservação em longo prazo 

de plantas de interesse medicinal (POPOVA et al, 2011; KUNDU et al., 2018), tendo em vista 

que a interrupção dos eventos metabólicos durante o armazenamento em temperaturas 

ultrabaixas assegura, em teoria, a manutenção do seu potencial morfogenético e da sua 

capacidade biossintética (ENGELMANN, 2011; MATSUMOTO; NIINO, 2017). Contudo, 

considerando a possibilidade de danos oxidativos em etapas críticas dos protocolos de 

criopreservação, o estabelecimento de protocolos de criopreservação para espécies produtoras de 
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substâncias de interesse deve incluir a avaliação da manutenção de sua capacidade biossintética 

pós resfriamento. Para isso, a produção de substâncias bioativas pelos materiais criopreservados 

deve ser comparada à dos materiais mantidos in vitro ou sob condições naturais, por meio de 

análises cromatográficas e/ou pela comparação de suas atividades biológicas.  

A detecção, identificação e quantificação de substâncias presentes em materiais 

submetidos à criopreservação podem ser realizadas por meio de análises cromatográficas 

(DANOVA et al., 2012; BI et al., 2016; BRUŇÁKOVÁ; CELLÁROVÁ, 2017; WANG et al., 

2021b), principalmente por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e Cromatografia Líquida 

de Alta Eficiência (CLAE), as quais permitem a separação de componentes distintos em uma 

determinada amostra, em função da distribuição e interação destes com duas fases, uma fase 

estacionária e uma fase móvel (BONTA, 2017). 

Nos últimos vinte anos, a estabilidade metabólica de materiais submetidos à 

criopreservação foi investigada em Dioscorea floribunda (AHUJA et al., 2002), Wasabia 

japônica (MATSUMOTO et al., 2013), Thymus moroderi (MEDINA; CASAS, 2013), 

Hypericum sp. (DANOVA et al., 2012; GEORGIEVA et al., 2014, BRUŇÁKOVÁ; 

CELLÁROVÁ, 2017), Chrysanthemum sp. (KULUS et al., 2019), Rosa sp. (PAWŁOWSKA et 

al., 2019) e Allium sp. (WANG et al., 2021a). No entanto, poucos estudos correlacionam a 

capacidade biossintética dos materiais criopreservados com a manutenção das suas atividades 

biológicas (Quadro 2). 

 

1.2.3 Criopreservação de espécies de Passiflora L. 

Nos últimos anos, a criopreservação vem sendo considerada uma importante alternativa 

para a conservação de espécies de Passiflora, uma vez que a erosão genética no gênero é cada 

vez maior devido ao uso de grandes áreas para fins agrícolas e industriais (FALEIRO et al., 

2011; ARAÚJO et al., 2016). Dessa forma, a criopreservação consiste em uma medida 

complementar ao armazenamento tradicional em bancos de sementes e coleções de campo.  

Protocolos de criopreservação de espécies de Passiflora já foram desenvolvidos para 

sementes e propágulos vegetativos. Os principais estudos sobre a criopreservação de sementes 

visaram à determinação dos teores hídricos adequados para a criopreservação e à tolerância ao 

resfriamento (MELETTIet al., 2007; GONZÁLEZ-BENITO et al., 2009; VEIGA-BARBOSA et 

al., 2013;ARAÚJO et al., 2016; ARAÚJO, 2017) (Quadro 4). No entanto, embora muitas 

espécies sejam capazes de manter elevadas taxas de germinação após a dessecação e o 
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resfriamento, algumas são significativamente afetadas pelo armazenamento em NL, resultando 

em baixas taxas de germinação após o reaquecimento. 

Quadro 2 – Trabalhos sobre avaliação da capacidade biossintética de plantas submetidas à 
criopreservação

Espécie 
Material 

vegetal 

Técnica 

criopreservação 
Avaliação metabólica Referência 

Dioscorea 

floribunda 

Ápice 
caulinar Vitrificação CLAE (diosgenina) AHUJA et al., 

2002 

Hypericum rumeliacum 
Ápice 

caulinar Vitrificação 

CLAE (hipericina, 
pseudo-hipericina); 

Teor de fenóis e 
flavonoides totais; 
Atividade da PAL  

DANOVA et al., 
2012 

Wasabia japonica 
Ápice 

caulinar Vitrificação CLAE (sinigrina) MATSUMOTO 
et al., 2013 

H. rumeliacum H. 

tetrapterum 

Ápice 
caulinar Vitrificação 

Determinação de 
carotenoides, fenóis e 

flavonoides totais; 
avaliação da atividade 

antioxidante  

GEORGIEVA 
et., 2014 

Chrysanthemum 

morifolium 

Ápice 
caulinar 

Vitrificação em 
gotas 

CLAE; CLUE 
(flavonoides e 

ácido 
hidroxicinamoilquínico) 

BI et al., 2016 

H. perforatum, H. 

rumeliacum H. 

tetrapterum 

Ápice 
caulinar Vitrificação 

CLAE  
(hipericina, pseudo-

hipericina e  
floroglucinol) 

BRUŇÁKOVÁ; 
CELLÁROVÁ, 

2017 

Thymus moroderi 
Ápice 

caulinar Vitrificação 
CG-EM (óleos 

essenciais - cânfora, 
cineole, borneol) 

MEDINA; 
CASAS, 2013 

Chrysanthemum 

(Chrysanthemum × 

grandiflorum /Ramat./ 

Kitam. 

Ápice 
caulinar 

Encapsulamento-
desidratação 

Quantificação de 
antocianinas e 
carotenoides 

KULUS et al., 
2019 

Rosa agrestis, R. canina, 

R. dumalisand R. 

rubiginosa 

Ápice 
caulinar 

Vitrificação em 
gotas 

Determinação de fenóis 
e flavonoides totais; 

avaliação da  
atividade antioxidante  

PAWŁOWSKA 
et al., 2019 

Allium cepa var. 

aggregatum), 

Ápice 
caulinar Vitrificação CLUE (flavonóis) WANG et al., 

2021 
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Para a criopreservação de propágulos vegetativos, as técnicas contemporâneas, 

principalmente vitrificação e encapsulamento-vitrificação, são as mais utilizadas.Diferentes 

explantes (ápices caulinares, segmentos nodais, embriões zigóticos) e parâmetros que afetam 

a recuperação após o resfriamento, incluindo a pré-cultura em meio com altas concentrações 

de sacarose, exposição às soluções de vitrificação PVS2 e PVS3, além de diferentes condições 

de recuperação, já foram avaliados (Quadro 4) (GARCIA et al., 2011b; FALCÃO, 2011; 

MERHY et al., 2014; ARAÚJO, 2017; SIMÃO et al., 2018). 

Recentemente, duas novas técnicas foram utilizadas para a criopreservação de 

passifloras. Nadarajan e colaboradores (2014) desenvolveram uma metodologia inovadora 

para embriões zigóticos de Passiflora edulis, na qual a solução de vitrificação PVS2 foi 

infiltrada a vácuo no material vegetal. Dessa forma, a remoção da água intracelular ocorreu de 

forma mais rápida e eficiente, resultando em maiores taxas de recuperação pós-resfriamento. 

Além disso, Simão e colaboradores (2018) desenvolveram um protocolo para a 

criopreservação de segmentos radiculares de Passiflora pohlii Mast. com a técnica de V-

Crioplaca, utilizando placas de alumínio adaptadas para este tipo de explante. Nesse trabalho, 

a caracterização anatômica das alterações celulares induzidas durante as diferentes etapas do 

protocolo de criopreservação foi realizada pela primeira vez no gênero (Quadro 4).  

Nos últimos 14 anos, o grupo do Núcleo de Biotecnologia Vegetal da Universidade do 

Estado do Rio de Janeiro (NBV/UERJ) vem desenvolvendo estratégias biotecnológicas para 

espécies de Passiflora que resultaram na obtenção de diferentes respostas morfogênicas e no 

estabelecimento de sistemas de conservação in vitro por crescimento lento e criopreservação. 

Para Passiflora suberosa, espécie estudada neste trabalho, foi desenvolvido, inicialmente, um 

protocolo de criopreservação de ápices caulinares utilizando a técnica de encapsulamento-

vitrificação, tendo sido obtida uma taxa de recuperação pós-resfriamento de 28% (GARCIA et 

al., 2011b). Recentemente, a utilização da técnica de V-Crioplaca para a criopreservação dos 

mesmos explantes resultou em uma taxa de recuperação de60% (VIANNAet al., 2019). No 

entanto, essa taxa é ainda considerada moderada, e pode estar associada a injúrias oxidativas 

provocadas pelas condições de estresse durante uma ou mais etapas do protocolo. 
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Quadro 4 – Protocolos de criopreservação desenvolvidos para espécies de Passiflora L. 

Espécies 
Técnica de 

Criopreservação 
Material vegetal Referência 

P. nitida e P. 

serrato-digitata Dessecação Sementes MELETTI et al., 2007 

P. pinnatistipula, 
P. tarminianaeP. 

mollissima 
Dessecação Sementes GONZÁLEZ-BENITO et 

al., 2009 

P. foetida 

Vitrificação/ 
Encapsulamento-

vitrificação 
Ápicescaulinares FALCÃO, 2011 

P. suberosa 
Vitrificação/ 

Encapsulamento-
vitrificação 

Ápicescaulinares GARCIA et al., 2011b 

P. alata, P. 

coriacea, P. 

foetida, P. giberti, 

P. micropetala, P. 

morifolia, P. 

mucronata, P. 

nítida, P. edulis, P. 

edulis f. flavicarpa 

 

Dessecação Sementes VEIGA-BARBOSA et al., 
2013 

P. pohlii 

Vitrificação/ 
Encapsulamento-

vitrificação 
Segmentosnodais MERHY et al., 2014 

P. edulis 

Vitrificação por 
infiltração a 

vácuo 
Embrião zigótico NADARAJAN; 

PRITCHARD, 2014 

P. setacea 

Vitrificação/ 
Encapsulamento-

vitrificação 
Segmentosnodais ARAÚJO, 2017 

P. ligularis Vitrificação Embriões PRUDENTE et al., 2017 

P. pohlii V-Crioplaca Segmentosradiculares SIMÃO et al., 2018 
P. mucronata Vitrificação Sementes ARAÚJO et al., 2019 

P. edulis Dessecação Sementes GENEROSO et al., 2019 
P. suberosa V-Crioplaca Ápicescaulinares VIANNA et al., 2019 

P. eichleriana, P. 

cristalina e P. 

nitida 

Vitrificação Sementes FARIA et al., 2020 
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Dessa forma, os aspectos fisiológicos, bioquímicos e moleculares das injúrias 

associadas ao processo de criopreservação, especialmente aquelas induzidas pelo estresse 

oxidativo, ainda precisam ser investigados. Estas análises contribuirão não só para a 

ampliação do conhecimento acerca das crioinjúrias, como também para a identificação das 

etapas mais críticas do protocolo, permitindo o direcionamento das ações visando à 

otimização do processo e à obtenção de taxas mais altas de recuperação pós-resfriamento. 

Além disso, como se trata de uma espécie produtora de substâncias bioativas com potencial 

medicinal, a avaliação da capacidade biossintética dos materiais derivados dos ápices 

criopreservados é também de fundamental importância para e validar a criopreservação como 

uma metodologia eficiente para o armazenamento em longo prazo desse germoplasma.  
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2 OBJETIVOS 

 

Este trabalho tem como objetivo geral avaliar aspectos bioquímicos associados à 

crioinjúria durante a criopreservação de ápices caulinares de Passiflora suberosa L. utilizando 

a técnica de V-Crioplaca, assim como analisar a estabilidade metabólica dos materiais 

criopreservados. 

 

Para isso, foram estabelecidos os seguintes objetivos específicos: 

 Avaliar a ocorrência de injúrias nas membranas celulares de explantes submetidos 

às diferentes etapas do protocolo de criopreservação, por meio da determinação da 

taxa de peroxidação de lipídios; 

 Analisar o estresse oxidativo de explantes submetidos às diferentes etapas do 

protocolo de criopreservação, por meio da determinação da atividade das enzimas 

antioxidantes SOD, CAT e APX; 

 Avaliar os efeitos da adição de substâncias com ação antioxidante (ácido ascórbico, 

glutationa e prolina) nas etapas críticas do protocolo de criopreservação, visando ao 

aumento das taxas de recuperação pós-resfriamento; 

    Avaliar a estabilidade metabólica dos materiais submetidos à criopreservação, em 

comparação com plantas mantidas in vitro, por meio da análise dos perfis 

cromatográficos obtidos por CCD e CLAE, e da determinação do conteúdo fenólico; 

 Determinar o potencial antioxidante das plantas criopreservadas, em comparação com 

plantas mantidas in vitro, por meio dos ensaios de captura do radical 2,2-difenil-1-

picrilhidrazil (DPPH) e da capacidade quelante de íons ferrosos. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Material vegetal e condições de cultura 

Plantas de P. suberosa obtidas a partir da germinação in vitro (Garcia et al., 2011a)e 

mantidas no Laboratório de Micropropagação e Transformação de Plantas do NBV/UERJ 

foram utilizadas como fontes de explantes. Um exemplar representativo da planta cultivada 

em condições naturais encontra-se depositado no herbário da UERJ, sob o registro HRJ12783. 

Foi utilizado o meio basal MSM (MONTEIRO et al., 2000b), contendo vitaminas do 

meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) e sacarose a 0,09 M, solidificado com ágar a 0,7%. 

O pH dos meios foi ajustado para 5,8 antes da esterilização em autoclave (15 minutos a 121°C 

e 1,0 atm). A manutenção das plantas in vitro foi realizada por meio de subcultivos mensais 

de segmentos caulinares (2 – 3cm), contendo de 2 a 4 nós, em meio MSM contendo metade 

da concentração de sais, vitaminas e sacarose (MSM ½) (GARCIA et al., 2011a).  

As culturas foram mantidas em câmara de crescimento a 25°C ±2°C, sob fotoperíodo 

de 16 horas, com intensidade luminosa média de 46 μmol.m-2.s-1fornecida por lâmpadas 

fluorescentes do tipo branca fria. 

 

3.2 Criopreservação 

Os ensaios de criopreservação foram realizadosnoLabmit, em colaboração com o 

pesquisador Dr. Florent Engelmann, do Unité Mixte de Recherche: Diversité, Adaptation, 

Developpement des Plantes, L’Institut de Recherche pour le Developpement (DIADE/IRD, 

Montpellier - França). 

Ápices caulinares foram criopreservados utilizando a técnica de V-Crioplaca, de 

acordo com Vianna e colaboradores (2019). Segmentos nodais (0,5 cm), contendo apenas uma 

gema axilar, foram retirados de plantas mantidas in vitro e inoculados em placas de Petri 

(90x15 mm) contendo 30 ml de meio MSM ½ sólido e cultivados por 40 dias para a formação 

dos brotos. Após esse período, os ápices foram excisados dos brotos e pré-cultivados em meio 

MSM½ sólido suplementado com sacarose a 0,3 M por 24 horas, sob condições padrão de 

cultivo. Em seguida, os ápices foram transferidos para placas de alumínio (7 mm × 37mm× 

0,5 mm), cada uma contendo 10 poços (1,5 mm × 2,5 mm × 0,75 mm). 
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A adesão dos explantes nas placas (10 ápices/placa) foi realizada pela polimerização 

das soluções de alginato de sódio a 3% e CaCl2 a 100mM. Em seguida, as placas foram 

expostas à solução de loading (sais do meio MS + glicerol a 2 M + sacarose a 0,4 M) durante 

20 minutos, a 25°C, e transferidas para a solução de vitrificação PVS3 a 25°C por 

90minutos.As placas contendo os ápices caulinares foram então transferidas para criotubos 

preenchidos com NL, onde permaneceram por cinco minutos.  

Para o reaquecimento do material, as placas foram transferidas para uma solução de 

unloading (sais do meio MS + sacarose a 1,2 M), a 25°C, por 20 minutos. Os explantes foram 

então removidos com o auxílio de um bisturi e inoculados em frascos de cultura (5,8 cm x 5,8 

cm) contendo meio de recuperação (MSM suplementado com BAP a 0,44 µM) (GARCIA et 

al., 2011b). Os ápices criopreservados foram mantidos em ausência de luz até o início do 

desenvolvimento de primórdios foliares, antes da transferência para as condições padrão de 

cultura, em meio MSM ½ (Figura 11). 

 

Figura 11– Etapas da criopreservação de ápices caulinares de Passiflora suberosa L. 
utilizando a técnica de V-Crioplaca 

 
Fonte: Vianna, 2016 
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3.3 Avaliação de aspectos bioquímicos da crioinjúria 

A avaliação dos aspectos bioquímicos associados às injúrias induzidas pelo processo 

de criopreservação foi realizada por meio da quantificação da peroxidação de lipídios nas 

membranas celulares e da determinação da atividade de enzimas antioxidantes em ápices 

caulinares submetidos às seguintes condições: 

i) condições padrão de cultura in vitro; 

ii) pré-cultura em meio com sacarose a 0,3 M; 

iii) pré-cultura em meio com sacarose a 0,3 M eexposiçãoà solução de loading; 

iv) pré-cultura em meio com sacarose a 0,3 M,exposição às soluções de loading e 

PVS3 por 90 minutos; 

v) pré-cultura em meio com sacarose a 0,3 M, exposição às soluções de loading e 

PVS3 por 90 minutos, imersão em NL e avaliação imediata após o reaquecimento; 

vii) pré-cultura em meio com sacarose a 0,3 M, exposição às soluções de loading e 

PVS3 por 90 minutos, imersão em NLe cultura em meio de recuperação por 10 dias. 

 

3.3.1 Análise da peroxidação de lipídios pela quantificação de malondialdeído (MDA) 

A determinação da peroxidação de lipídios foi realizada pela quantificação 

espectrofotométrica do MDA, de acordo com o método descrito por Zhang e colaboradores 

(2015). Aproximadamente 50mg de material vegetal fresco foi triturado e homogeneizado em 

1,5 mL de ácido tricloroacético (TCA)a 10% (p/v). Em seguida, o material foi centrifugado a 

10.000 rpma 4°C, por 10 minutos. Uma alíquota de 1 mL do extrato foi adicionada a 1 mL de 

ácido tiobarbitúrico (TBA) a 0,65% (p/v), diluído em TCA a 10% (p/v). As amostras foram 

misturadas vigorosamente, incubadas a 95°C por 30 minutos e resfriadas em banho de gelo. 

Em seguida, a absorbância do sobrenadante foi medida a 532, 450 e 600 nm em 

espectrofotômetro (Shimadzu UV- B382). O conteúdo de MDA foi expresso em µmol.L-1 

MDA e determinado através da seguinte fórmula:  

MDA (µmol.L-1) = 6,45 (Abs532 - Abs600) – 0,56 Abs450 

 
Onde:A532 = máxima absorbância do complexo MDA-TBA2;  
A600 = correção de interferentes não-específicos; 
A450= correção de interferentes gerados pelo complexo TBA-açúcares; 
 



54 
 

3.3.2 Determinação das atividades das enzimas antioxidantes 

A extração deproteínas nos diferentes materiais foi realizada de acordo com Azevedo e 

colaboradores (1998), com modificações. Aproximadamente 75mg de material vegetal fresco 

foram triturados na presença de polivinilpolipirrolidona (PVPP) a 20% e NL. Em seguida, o 

material foi homogeneizado em1,5 mL de tampão fosfato a 100 mM (pH 7,2), contendo ácido 

etilenodiamino tetra-acético(EDTA) a 1 mM e 1,4-Ditiotreitol (DTT) a 3 mM, antes da 

centrifugação a 10.000 rpm por 30 minutos, a 4°C. As alíquotas do sobrenadante foram 

coletadas e mantidas em gelo até o momento das análises.  

 

3.3.2.1 Quantificação de proteínas totais  

A determinação da concentração de proteínas totais presentes nos extratos foi realizada 

de acordo com o método de Bradford (1976), em triplicatas, utilizando albumina de soro 

bovino (BSA) como padrão (Figura 12). Os valores de proteínas obtidos, calculados por meio 

da equação gerada a partir da curva padrão, foram utilizados para a determinação das 

atividades enzimáticas em cada extrato.  

 

Figura12– Curva padrão de albumina de soro bovino (BSA) obtida pelo método de 
Bradford  
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3.3.2.2 Avaliação da atividade da superóxido dismutase (SOD)  

A atividade da enzima SOD foi avaliada espectrofotometricamente pela sua capacidade 

de inibir a redução fotoquímica do nitroazultetrazólio (NBT), levando à formação de um 

precipitado de cor azul violáceo, denominado formazana (BEAUCHAMP; FRIDOVICH, 

1971). O ensaio foi realizado em sistema fechado, em uma cuba de madeira (28 × 65 × 33 

cm), contendo uma lâmpada tubular de LED branca fria, revestimento de alumínio e uma 

placa de isopor (63 x 26 x 0,15 cm), como suporte para os tubos de ensaio (2 x 10 cm), 

disposta a 15 cm da fonte luminosa(Figura13).  

 

 

Figura13– Sistema desenvolvido para avaliação da atividade da enzima 
superóxido dismutase no NBV/UERJ 

 

Legenda: Visão frontal do sistema para avaliação de SOD (A); suporte de isopor 
revestido de alumínio para encaixe dos tubos (B e C); visão da fonte de 
iluminação do sistema fornecida por lâmpada do tipo LED (D). Fonte: Da 
autora 

 

 

Tubos de ensaio contendo 3 mL de solução de reação (tampão fosfato de sódio a 50 mM 

pH 7,8, metionina a 13 mM, NBT a 75 μM, EDTA 0,1 mM e riboflavina a 5 μM) e 50 µl de 
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extrato vegetal foram transferidos para o suporte de isopor da cuba de madeira e expostos à 

luz por 5 minutos. Após este período, a reação foi interrompida pela incubação do material no 

escuro. Em seguida, a fotorredução das amostras foi avaliada em espectrofotômetro a 560 nm.  

Uma mistura contendo apenas solução de reação, sem extrato vegetal, e não exposta à 

luz, foi designada como branco. Tubos contendo a solução de reação, sem extratos vegetais, 

mas expostos à luz, foram utilizados como controles da produção de formazana. Os valores 

foram expressos em unidades de SOD por miligrama de proteína (U SOD mg-1 proteína). 

U SOD = (Absformazana total/ Absamostra) – 1*(1000/vol amostra* 1/ [] proteína totais) 

Onde: 
Abs formazana total = valor máximo da fotorredução do NBT à formazana; 
Abs amostra = valor da absorbância da amostra; 
vol amostra = volume do extrato vegetal em µL; 
 

 

3.3.2.3 Avaliação da atividade da catalase (CAT)  

A atividade da CAT foi determinada por meio do monitoramento do consumo de H2O2, 

de acordo com a metodologia descrita por Havir e McHale (1987) e adaptada por Azevedo e 

colaboradores (1998).Para isso, 50 µL de extrato vegetal e 60 µL de H2O2a 0,34M foram 

adicionados a 1390 µL de tampão fosfato a 100 mM (pH 7,5), a 25°C.A reação foi iniciada 

com a adição de H2O2 e o seu consumo foi monitorado espectrofotometricamente pelo 

declínio da absorbância a 240 nm, durante um minuto, em intervalos de cinco segundos. Uma 

solução constituída por tampão fosfato de potássio a 100 mM (pH 7,5) e H2O2 foi utilizada 

como branco. 

Para o cálculo da atividade enzimática, foi considerado o coeficiente de extinção molar 

(CE) do H2O2 (39,4 mM-1 cm-1), e os resultados foram expressos emµmol.min-1.mg-1proteína.  

 

 

 

Onde: 
Abs= valor da diferença entre a absorbância inicial (A0) e absorbância final (A1); 
Vtotal = volume total da solução de reação em µL (1500µL); 
Vextrato = volume do extrato vegetal em µL (50µL) 

 

∆ 𝑎𝑏𝑠

𝐶𝐸
×  

𝑉𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙

𝑉𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜
× 

1

𝑝𝑟𝑜𝑡.𝑡𝑜𝑡𝑎𝑖𝑠
× 1000 = [] CAT 
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3.3.2.4 Avaliação da atividade da ascorbato peroxidase (APX) 

A determinação da atividade da enzima APX foi realizada segundo Nakano e Asada 

(1981), com modificações. Inicialmente, 50µL de extrato vegetal foram adicionados a uma 

solução de reação contendo 650 µL de tampão fosfato a 80mM, pH 7,0, 100 µL de ácido 

ascórbico a 0,5mM e 100 µL de EDTA a 1mM, mantida em banho-maria a 30°C. A reação foi 

iniciada com a adição de 100 µL H2O2 a 10mM e a atividade enzimática foi avaliada por meio 

do monitoramento espectrofotométrico do declínio da absorbância a 290 nm, durante um 

minuto, em intervalos de cinco segundos. 

Para o cálculo da atividade enzimática foi considerado o coeficiente de extinção molar 

da APX (2,8 mM-1 cm -1) e os resultados foram expressos em µMol H2O2. min-1. mg-

1proteína.  

 

 

 

Onde: 
Abs= valor da diferença entre a absorbância inicial (A0) e absorbância final (A1); 
Vtotal = volume total da solução de reação em µL (1000µL); 
Vextrato = volume do extrato vegetal em µL (50µL) 
 

 

 

3.4 Avaliação do uso de substâncias antioxidantes em diferentes etapas do protocolo de 

criopreservação por V-Crioplaca 

 Após análise do estresse oxidativo durante a criopreservação de ápices caulinares de 

P. suberosa utilizando a técnica de V-Crioplaca, diferentes substâncias com ação antioxidante 

foram adicionadas nas etapas consideradas críticas do protocolo, visando aumentar as taxas de 

recuperação de plantas. 

Diferentes concentrações de ácido ascórbico (0,15mM ou 0,30mM) e glutationa 

(0,08mM ou 0,16mM) foram adicionadas, de modo independente, em diferentes etapas do 

protocolo de V-Crioplaca. As soluções contendo as substâncias antioxidantes foram 

preparadas e filtradas em membrana milipore (0,45µm), imediatamente antes de serem 

adicionadas às soluções de loading e PVS3 e da exposição do material vegetal. A avaliação da 

∆ 𝑎𝑏𝑠

𝐶𝐸
×  

𝑉𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙

𝑉𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜
× 

1

𝑝𝑟𝑜𝑡.  𝑡𝑜𝑡𝑎𝑖𝑠
× 1000 = [] APX 



58 
 

porcentagem de recuperação dos ápices submetidos aos diferentes tratamentos foi realizada 60 

ou 90 dias após o reaquecimento. 

 

3.5. Preparo de extratos vegetais 

Com intuito de avaliar a influência do processo de criopreservação na capacidade 

biossintética das plantas, foram preparados extratos brutos de folhas excisadas de plantas 

derivadas de ápices caulinares criopreservados pela técnica de V-Crioplaca, com ou sem 

tratamento com glutationa na etapa de osmoproteção (exposição à solução de loading) e 

desidratação (exposição a PVS3), em comparação com plantas derivadas da germinação in 

vitro e mantidas em condições padrão de cultura, em meio MSM ½.  

Para o preparo dos extratos, foram selecionadas folhas de aspecto saudável, de plantas 

mantidas in vitro por, pelo menos, seis meses após a criopreservação. As folhas foram secas 

em estufa a 40°C, por 48 horas e, em seguida, os extratos foram preparados utilizando-se 

etanol a 40%, na proporção 1:50 (p/v), em sistema de refluxo, por 1 hora (BIRK et al., 2005). 

Após este período, o material foi filtrado, seco em banho maria a 90°C, e armazenado a -

20°C. Para a caracterização fitoquímica e ensaios de atividade antioxidante, os extratos foram 

ressolubilizados em metanol (Tedia®, Brasil) com auxílio de ultrassom. 

 

3.6 Análise por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) 

A análise da produção de substâncias bioativas nos diferentes materiais foi realizada 

por meio de três diferentes sistemas de CCD. Para isso, 20 µL de cada extrato (5 mg/mL) 

foram aplicados em placas de cromatografia de sílica gel 60 com indicador de fluorescência 

UV254nm (Marcherey-Nagel), com auxílio de pipeta.  

A detecção de flavonoides foi realizada por incubação da placa cromatográfica, em 

sistema saturado com fase móvel constituída por acetato de etila:ácidofórmico:ácido acético 

glacial:água (100:11:11:26 v/v)(WAGNER; BLADT, 2001). Para a revelação foi utilizada 

solução de NP/PEG 4000 (Natural Products - polietilenoglicol), pulverizando na placa 

cromatográfica a solução metanólica de 2-aminoetil difenilborinato (NP) (Sigma Aldrich®) a 

1%, seguida de solução etanólica de polietilenoglicol 4000 (PEG) a 5%, e posterior 

visualização em câmara de UV365nm (WAGNER; BLADT, 2001). Como referência, foram 
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aplicados 5 µL dos flavonoides vitexina, vitexina-2’’-O-ramnosídeo, rutina e quercetina na 

concentração de1 mg/mL (Sigma- Aldrich®).  

A análise de ácidos fenólicos foi realizada empregando fase móvel composta por 

clorofórmio:acetato de etila:acetona: ácido fórmico (40:30:20:10 v/v), com revelação por 

NP/PEG 4000 (Natural Products - polietilenoglicol), e visualização em câmara UV365nm 

(JESIONEK et al., 2015). Para fins de comparação, foram também aplicadas na placa 

cromatográfica soluções metanólicas na concentração de10mg/mL dos ácidos cafeico, gálico, 

clorogênico e ferúlico (Sigma- Aldrich®). 

Para a detecção de saponinas, foi utilizada fase móvel contendo 

clorofórmio:ácidoacético:metanol:água (60:32:12:8 v/v). A revelação foi realizada com uma 

solução constituída por anisaldeído (0,5 mL), ácido acético glacial (10 mL), metanol (85 mL) 

e ácido sulfúrico concentrado (5 mL). A visualização ocorreu sob luz visível, após 

aquecimento da placa a 100°C por 5 minutos (WAGNER; BLADT, 2001). 

 

O cálculo do RF dos padrões e das amostras foi realizado conforme a equação abaixo: 

Rf = 𝑑𝑖𝑠𝑡â𝑛𝑐𝑖𝑎𝑝𝑒𝑟𝑐𝑜𝑟𝑟𝑖𝑑𝑎𝑝𝑒𝑙𝑎𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 (𝑐𝑚) 

𝑑𝑖𝑠𝑡â𝑛𝑐𝑖𝑎𝑝𝑒𝑟𝑐𝑜𝑟𝑟𝑖𝑑𝑎𝑝𝑒𝑙𝑜𝑒𝑙𝑢𝑒𝑛𝑡𝑒 (𝑐𝑚) 
 

 

3.7 Análises por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE-DAD-UV) 

Para as análises por CLAE-DAD-UV, extratos hidroalcoólicos de P. suberosa foram 

diluídos em metanol grau HPLC (Tedia®, Brasil) na concentração de 1 mg/mL. Em seguida, 

foram solubilizados com auxílio de banho de ultrassom por 15 minutos, filtrados em filtros 

Millipore de 0,45 μm (Merck®, Alemanha) e submetidos à análise em cromatógrafo líquido 

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-M10A. As amostras foram separadas em coluna Thermo-

scientific© Hypersil Gold RP18 (250 mm x 4,6 mm com partícula de 5 Å).   

Para a determinação do perfil cromatográfico, a fase móvel foi constituída por 95% de 

água ultrapura MilliQ® acidificada com ácido acético PA (Sigma®) a pH 3,3, e 5% de 

acetonitrila grau HPLC (Tedia®), mantendo-se por 3 minutos de forma isocrática. Em seguida 

(3 – 40 minutos), aplicou-seum gradiente com inversão para 100% de acetonitrila, mantendo-

se novamente isocrático até 45 minutos, e finalmente regressando à condição inicial em 47 
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minutos. O fluxo da fase móvel 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 atualização de 1 Hz.  

As análises foram realizadas em colaboração com a Central Analítica Fernanda 

Coutinho, do Instituto de Química da UERJ, sob a coordenação da Prof.ª Dr.ª Mônica Regina 

da Costa Marques. 

 

3.8 Avaliação da atividade antioxidante 

A avaliação comparativa do potencial antioxidante de plantas mantidas in vitro e 

daquelas derivadas de ápices caulinares criopreservados de P. suberosa foi realizada, 

quantitativamente, pela análise da capacidade de captura do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil 

(DPPH) e da atividade quelante de íon ferrosos (Fe2+). A avaliação qualitativa foi realizada 

pelo ensaio de CCD-DPPH. 

 

3.8.1 Ensaio de captura do radical DPPH 

 A avaliação da capacidade de captura do radical DPPH foi realizada conforme a 

metodologia descrita por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995), e modificada por 

Sánchez-Moreno, Larrauri e Saura-Calixto (1998).  

 Extratos ressolubilizado sem metanol 100% foram diluídos em diferentes 

concentrações (0,25 -5 mg/mL). Alíquotas de 25µL dos extratos foram então adicionadas a 

975 µL solução metanólica de DPPH (Sigma-Aldrich®) a 60 µM, e incubados no escuro por 

1h. Como controle negativo, foi utilizada a solução de DPPH a 60 µM (975 µL) acrescida de 

metanol (25µL). Os valores obtidos foram comparados com a solução metanólica de 

quercetina, em diferentes concentrações (20 – 100 µg/mL). As leituras de absorbância foram 

efetuadas em espectrofotômetro a 515 nm (Shimadzu UV-B382), e o percentual de captura do 

radical foi determinado conforme a equação: 

% Captura do DPPH = (𝐴𝑐−𝐴𝑎 

𝐴𝑐
)  𝑥 100 

Onde: 

 Ac = absorbância do controle negativo 

Aa= absorbância da amostra 
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       A concentração eficaz de extrato necessária para reduzir em 50% a concentração inicial 

do radical DPPH (CE50) foi calculada por regressão linear dos gráficos obtidos, a partir do 

percentual de captura do DPPH (y= eixo das ordenadas), para as concentrações de extratos 

avaliadas (x= eixo das abscissas). Para fins de comparação, os valores obtidos foram 

comparados com a quercetina, em diferentes concentrações (Figura 14).Os resultados foram 

calculados considerando as médias das triplicatas, de acordo com a equação: 

 

𝑦 = −𝑎𝑥 + 𝑏 

Onde: y = 50 e x = CE50 (mg/mL) 

 

 

Figura 14 – Curva padrão de quercetina 
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3.8.2 Ensaio de avaliação da capacidade quelante de íons ferrosos 

A capacidade quelante de íons ferrosos foi determinada de acordo com o método 

descrito por Chew e colaboradores (2009), com algumas modificações. Os extratos foram 

ressolubilizados em metanol 100% e diluídos em diferentes concentrações (0,5 – 5mg/mL). 

Alíquotas (250 µL) de cada diluição foram incubadas com 250 µL de sulfato ferroso (FeSO4) 

a 0,1mM, por 5 minutos. Em seguida, foram adicionados de 250µL de ferrozina a 0,25mM e 

as amostras incubadas por 10 minutos no escuro, à temperatura ambiente. Após este período, 

as leituras de absorbância foram efetuadas a 562nm, em espectrofotômetro UV-Vis BioMate 

3S (ThermoScientific). 

A capacidade quelante de íons ferrososfoi calculada com a equação abaixo: 

Atividade quelante de 𝐹𝑒+2(%) =  
𝐴𝑐 − (𝐴𝑎 − 𝐴𝑏)

𝐴𝑐
∗ 100 

 

 

Onde: 

𝐴𝑐 = absorbância do controle 

𝐴𝑎= absorbância da amostra 

𝐴𝑏= absorbância do branco 

 

Os resultados foram também calculados através da concentração eficaz (CE50) para a 

capacidade quelante de íons ferrosos, de forma similar ao descrito anteriormente. Os 

resultados foram comparados à curva padrão obtida com o EDTA, concentrações entre 5 e 50 

µg/mL (Figura 15). 
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Figura 15 – Curva padrão de EDTA 

 

 

 

3.8.3 Análise por CCD-DPPH 

A avaliação qualitativa da atividade antioxidante foi realizada utilizando a técnica de 

CCD associada ao ensaio de DPPH (MASOKO; ELOFF, 2007). Para isso, as amostras foram 

aplicadas sobre placas cromatográficas e submetidas às condições de detecção de flavonoides, 

ácidos fenólicos e saponinas, conforme descrito no item 3.6. Em seguida, as placas foram 

pulverizadas com solução metanólica de DPPH a 0,2%, e mantidas no escuro por 30 minutos 

(SIMÃO, 2019). A atividade antioxidante foi observada a partir da mudança de coloração 

roxa para amarelo, nas manchas correspondentes às substâncias detectadas. 

 

 

3.9 Determinação do conteúdo fenólico e correlação com a atividade antioxidante 

A avaliação do conteúdo fenólico foi realizada utilizando-se o ensaio de Folin-

Ciocalteau (HOLLAND et al., 2011). Amostras dos extratos (90 µL), em três diferentes 

concentrações (0,25 a 2,5 mg/mL) foram adicionadas a uma solução aquosa do reagente 

Folin-Ciocalteau (Sigma - Aldrich®) a 10%. Após cinco minutos, foi adicionado NaCO3 a 2% 

e a reação foi incubada a 25ºC, no escuro, por 2 h, sendo a leitura das absorbâncias efetuada 

em espectrofotômetro (Shimadzu UV duplo-feixe - B382), a 765 nm. 
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Os resultados foram comparados à curva de calibração obtida com ácido gálico, 

elaborada nas concentrações entre 20 e 120 mg/L (Figura 16). O conteúdo total de fenóis das 

amostras foi representado como equivalentes de ácido gálico (EAG), em mg/g de extrato seco. 

A curva padrão de ácido gálico foi representada pela equação: y = 0,0043x + 0,0155, onde x = 

concentração de polifenóis correspondente a ácido gálico e y = absorbância. 

Para testar a correlação entre potencial antioxidante e conteúdo de fenóis totais, foi 

utilizado o coeficiente de correlação de Pearson, com o auxílio do programa GraphpadInStat, 

sendo considerada significativa as diferenças com valores de p ≤ 0,05. 

 

 

Figura 16 - Curva padrão de ácido gálico 

 
 

3.10 Análise estatística 

As análises bioquímicas para determinação do conteúdo de MDA e a quantificação das 

atividades enzimáticas foram realizadas em triplicatas. Para a avaliação do efeito da adição de 

substâncias antioxidantes no protocolo de criopreservação, os experimentos foram realizados 

em triplicatas, utilizando 10 explantes em cada repetição. 

 A avaliação estatística dos dados experimentais foi realizada pela análise de variância 

(ANOVA), e as médias foram comparadas pelo teste Tukey, com o auxílio do programa 

GaphpadPrism 6 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA), sendo consideradas 

significativas as diferenças com valores de p < 0,05. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Análise da peroxidação de lipídios pela quantificação do MDA 

Um aumento sutil no conteúdo de MDA foi observado nos ápices caulinares nas 

etapas iniciais do protocolo, incluindo pré-cultura (0,5717 μmol L
−1

) e exposição à solução de 

loading(0,6635 μmol L
−1

), quando comparados com o controle (0,4099 μmol L
−1

), embora 

não tenha apresentado diferenças significativas. Por outro lado, uma peroxidação de lipídios 

significativa ocorreu após a exposição ao tratamento com PVS3 e imediatamente após a etapa 

de reaquecimento (1,775 μmol L
−1

and 1.703 μmol L
−1

, respectivamente). Após 10 dias em 

meio de recuperação, os níveis de MDA foram reduzidos, alcançando valores similares aos 

observados no controle (Figura 17). 

 

Figura17-Determinação do conteúdo de malondialdeído (MDA) em ápices 

caulinares de Passiflora suberosa L. após as diferentes etapas do protocolo de 

criopreservação utilizando a técnica de V-Crioplaca 

 
Legenda: Ápices caulinares derivados de plantas mantidas em condições padrão de cultura 

(Controle) e submetidos às etapas de: pré-cultura em meio com sacarose a 0,3 M (Pré-

cultura);exposição à solução de loading (Osmoproteção); desidratação em PVS3 por 90 
minutos (Desidratação); imersão direta em NL (NL+); recuperação por 10 dias em meio 
MSM suplementado com BAP a 0,44 M (Recuperação 10 dias).Os resultados expressam 
média ± erro padrão. Letras iguais não apresentam diferenças estatísticas pelo teste de 
Tukey (p< 0.05). 
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4.2 Análise das atividades das enzimas antioxidantes 

 

4.2.1 Quantificação de proteínas totais 

As atividades das enzimas antioxidantes SOD, CAT, APX, assim como o teor total de 

proteínas solúveis, apresentaram variações significativas ao longo do protocolo de 

criopreservação. Explantes submetidos às etapas de pré-cultura (1,02 mg/ml) e osmoproteção 

(1,13 mg/ml) apresentaram um aumento significativo no teor de proteínas solúveis, quando 

comparados ao controle (0,77 mg/ml). Após as etapas de desidratação e imersão em NL foi 

observado um decréscimo nos níveis de proteínas, que foi mais significativo nos materiais 

mantidos por 10 dias no meio de recuperação pós-resfriamento, tendo sido obtido um valor 

menor que o do controle (Figura 18).  

 

Figura 18 – Teor de proteínas totais em ápices caulinares de Passiflora suberosa L. após as 
diferentes etapas do protocolo de criopreservação por V-Crioplaca 

 

Legenda: Ápices caulinares derivados de plantas mantidas em condições padrão de cultura (Controle) e 
submetidos às etapas de: pré-cultura em meio com sacarose a 0,3 M (Pré-cultura); exposição à 
solução de loading (Osmoproteção); desidratação em PVS3 por 90 minutos (Desidratação); 
imersão direta em NL (NL+); recuperação por 10 dias em meio MSM suplementado com BAP a 
0,44 M (Recuperação 10 dias). Os resultados expressam média ± erro padrão. Letras iguais não 
apresentam diferenças estatísticas pelo teste de Tukey (p< 0.05). 
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4.2.2 Avaliação da atividade da SOD 

Foi observada uma intensa atividade da SOD durante o protocolo de criopreservação, 

com valores significativamente maiores que o controle. A atividade máxima foi observada em 

ápices após o tratamento de pré-cultura, com uma taxa 2,5 vezes maior do que a apresentada 

pelo controle (137,0 e 54,0 U SOD. mg-1 proteínas, respectivamente). Nas etapas seguintes, 

por outro lado, ocorreu um decréscimo significativo e os valores permaneceram constantes 

imediatamente após a imersão em NL (cerca de 90U SOD. mg-1 proteínas) e em materiais 

mantidos por 10 dias no meio de recuperação(84,5 U SOD. mg-1 proteínas) (Figura 19). 

 

Figura 19 – Atividade específica de superóxido dismutase (SOD) em ápices caulinares de 
Passiflora suberosa L. após as diferentes etapas do protocolo de 
criopreservação por V-Crioplaca 

 

Legenda: Ápices caulinares derivados de plantas mantidas em condições padrão de cultura (Controle) e 
submetidos às etapas de: pré-cultura em meio com sacarose a 0,3 M (Pré-cultura); exposição à 
solução de loading (Osmoproteção); desidratação em PVS3 por 90 minutos (Desidratação); 
imersão direta em NL (NL+); recuperação por 10 dias em meio MSM suplementado com BAP a 
0,44 M (Recuperação 10 dias). Os resultados expressam média ± erro padrão. Letras iguais 
não apresentam diferenças estatísticas pelo teste de Tukey (p< 0.05). 
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4.2.3 Avaliação da atividade da CAT 

Ápices caulinares submetidos a pré-cultura exibiram valores de atividade de CAT 

semelhantes ao do controle (11,78 e 11,01 H2O2.mg-1.min-1 proteínas, respectivamente). 

Entretanto, após a etapa de osmoproteção, foi observado um aumento significativo da 

atividade da enzima (32,2 µmol H2O2.mg-1.min-1 proteínas), seguido pela redução desses 

valores após as etapas de desidratação e imersão em NL (20,4 e 17,51 µmol H2O2.mg-

1.min-1 proteínas, respectivamente). Os explantes criopreservados mantidos em meio de 

recuperação por 10 dias também apresentaram um aumento expressivo na atividade de 

CAT (37,0 µmol H2O2.mg-1.min-1 proteínas) (Figura 20). 

 

Figura 20 – Atividade específica de catalase (CAT) em ápices caulinares de Passiflora 

suberosa L.após diferentes etapas do protocolo de criopreservação por V-Crioplaca 

 

Legenda: Ápices caulinares derivados de plantas mantidas em condições padrão de cultura (controle) e 
submetidos às etapas de: pré-cultura em meio com sacarose a 0,3 M (Pré-cultura); exposição à 
solução de loading (Osmoproteção); desidratação em PVS3 por 90 minutos (Desidratação); 
imersão direta em NL (NL+); recuperação por 10 dias em meio MSM suplementado com BAP a 
0,44 M (Recuperação 10 dias). Os resultados expressam média ± desvio padrão. Letras iguais 
não apresentam diferenças estatísticas pelo teste de Tukey (p< 0.05). 
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4.2.4 Avaliação da atividade da APX 

 A avaliação da atividade específica de APX revelou que os ápices caulinares 

submetidos às etapas de osmoproteção, desidratação com PVS3 e imersão em NL 

apresentaram um aumento significativo na atividade desta enzima (1025,8; 1049,5 e 

1065,7 µmol H2O2.mg-1.min-1 proteínas, respectivamente). Por outro lado, não houve 

variação significativa da atividade de APX nos explantes submetidos à pré-cultura e nos 

materiais criopreservados mantidos em meio de recuperação por 10 dias, quando 

comparados ao controle (338,4; 293,5 e 236,1 µmol H2O2.mg-1.min-1 proteínas, 

respectivamente) (Figura21). 

 

Figura 21 – Atividade específica de ascorbato peroxidase (APX) em ápices caulinares de 
Passiflora suberosa L. após as diferentes etapas do protocolo de criopreservação 
por V-Crioplaca 

 

Legenda: Ápices caulinares derivados de plantas mantidas em condições padrão de cultura (Controle) e 
submetidos às etapas de: pré-cultura em meio com sacarose a 0,3 M (Pré-cultura); exposição à 
solução de loading (Osmoproteção); desidratação em PVS3 por 90 minutos (Desidratação); imersão 
direta em NL (NL+); recuperação por 10 dias em meio MSM suplementado com BAP a 0,44 M 
(Recuperação 10 dias). Os resultados expressam média ± erro padrão. Letras iguais não apresentam 
diferenças estatísticas pelo teste de Tukey (p< 0.05). 

 

Considerando o aumento acentuado nos níveis de MDA e a redução da atividade de 

SOD e CAT, as etapas de osmoproteção e exposição a PVS3 foram consideradas as mais 

críticas do protocolo de criopreservação de ápices caulinares de P. suberosa por V-Crioplaca. 
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Dessa forma, na continuação deste trabalho, foi avaliada a aplicação direcionada de 

substâncias antioxidantes nessas etapas específicas do protocolo.  

 

4.3 Avaliação do uso de substâncias antioxidantes em diferentes etapas do protocolo de 

criopreservação por V-Crioplaca 

 

4.3.1 Avaliação da influência do ácido ascórbico 

A adição de ácido ascórbico no protocolo de criopreservação de ápices caulinares de 

P. suberosa permitiu a recuperação pós-resfriamento de brotos a partir de ápices caulinares, 

em diferentes taxas, nas duas concentrações testadas. 

Quando adicionado na etapa de loading, o ácido ascórbico mostrou-se mais eficiente 

para a recuperação de brotos (56,6%) na maior concentração testada (0,30 mM), embora não 

tenha diferido estatisticamente do controle. Por outro lado, a reposta ao tratamento com a 

concentração inferior (0,15 mM) nesta mesma etapa foi influenciada negativamente, 

provocando um decréscimo na porcentagem de recuperação (33,3%). Quando adicionado ao 

PVS3, o uso desde antioxidante resultou em uma diminuição significativa na recuperação de 

brotos, em ambas as concentrações testadas (0,15mM – 40% e 0,30 mM – 36,6%) (Figura 

22). 

Figura 22 - Efeito da adição de ácido ascórbico em diferentes etapas do protocolo de 
criopreservação de ápices caulinares de Passiflora suberosa L. pela 
técnica de V-Crioplaca 

 
Legenda: Os resultados expressam média ± erro padrão. Letras iguais não apresentam diferenças 

estatísticas pelo teste de Tukey (p< 0.05). 
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De maneira geral, ápices caulinares tratados com ácido ascórbico, independente da 

concentração e da etapa do protocolo de criopreservação, apresentaram o desenvolvimento de 

brotos de forma lenta, quando comparado ao controle, com sinais de regeneração após 60 dias 

e recuperação de brotos somente 90 dias após o reaquecimento (Figura 23). 

 

 

Figura 23 – Recuperação de brotosa partir de ápices caulinares de Passiflora suberosa L. 
criopreservados utilizando a técnica de V–Crioplaca, após tratamento com 
diferentes concentrações de ácido ascórbico 

 

Legendas: Brotos obtidos 90 dias após o reaquecimento e tratamento com ácido 
ascórbico nas etapas de loading (A e B) ou PVS3 (C e D). Barra = 1cm 
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4.3.2  Avaliação da influência da glutationa 

Não foram observadas diferenças significativas na porcentagem de formação de brotos 

a partir de ápices caulinares tratados com as duas concentrações de glutationa testadas, 

independentemente das etapas do protocolo de criopreservação analisadas. No entanto, 

embora os tratamentos não tenham sido estatisticamente diferentes, o uso de glutationa a 0,16 

mM na etapa de desidratação com PVS3 induziu um maior efeito positivo na porcentagem de 

recuperação dos brotos (60%) (Figura 24).  

Nos materiais tratados com glutationa, a sobrevivência, evidenciada pelo 

desenvolvimento dos primeiros folíolos e, ocasionalmente, pela produção de calos, foi 

observada em resposta aos tratamentos, 30 dias após transferência dos ápices caulinares para 

condições de recuperação (Figura 25 – A-D). A recuperação dos brotos ocorreu 

aproximadamente 60 dias após o reaquecimento, com grande incidência de calos na base dos 

explantes (Figura 25 – E-H).Porém, após a retirada dos calos, foi observado o 

desenvolvimento normal dos brotos. 

 

 

Figura 24- Efeito da adição de glutationa em diferentes etapas do protocolo de 
criopreservação de ápices caulinares de Passiflora suberosa L. utilizando a técnica de V-
Crioplaca 

 
Legenda: Os resultados expressam média ± erro padrão. Letras iguais não apresentam diferenças 

estatísticas pelo teste de Tukey (p< 0.05). 
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Figura 25 – Desenvolvimento de brotos a partir de ápices caulinares de Passiflora suberosa 

L. criopreservados utilizando a técnica de V–Crioplaca, após tratamento com diferentes 
concentrações de glutationa 

 

Legendas: Brotos obtidos30 dias (A-D) ou 60 dias (E-H) após o reaquecimento, tratados com glutationa nas 
etapas de loading (A, B, E e F) ou PVS3 (C, D, G e H). Barra = 1cm. 
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4.4 Avaliação da estabilidade metabólica dos materiais submetidos à criopreservação 

 

4.4.1 Análise por CCD 

 

4.4.1.1 Análise de ácidos fenólicos 

A fase móvel utilizada para a investigação da presença de ácidos fenólicos permitiu a 

separação e a visualização de manchas em todos os materiais analisados (folhas de P. 

suberosa mantidas in vitro e de plantas derivadas de ápices criopreservados, com ou sem 

tratamento com glutationa), sem diferenças em relação aos perfis cromatográficos. Foram 

detectadas três substâncias, representadas por manchas de coloração azul-esverdeado, com 

valores de Rf de 0,48, 0,62 e 0,79, respectivamente. Quando comparadas aos padrões 

utilizados, somente foi possível observar correspondência da substância 3 com o padrão de 

ácido cafeico (Figura 26). 

 

Figura 26 – Perfil cromatográfico, pela técnica de CCD, para a detecção de ácidos fenólicos 
em folhas de plantas de Passiflora suberosa L. mantidas in vitro ou derivadas de 
ápices caulinares criopreservados pela técnica de V-Crioplaca, com ou sem 
tratamento com glutationa 

 

 

Legenda: Fase móvel: clorofórmio:acetato de etila:acetona: ácido fórmico (40:30:20:10). Revelação: 
NP/PEG 4000 (Natural Products/polietilenoglicol). Visualização: UV365nm 
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4.4.1.2  Análise de flavonoides 

A análise por CCD para a detecção de flavonoides revelou a presença de cinco 

manchas intensas nas amostras estudadas, com valores Rf entre 0,28 e 0,88, com exceção das 

manchas de Rf 0,35 e 0,49, que apresentaram baixa intensidade no extrato de folhas de plantas 

in vitro. As quatro manchas de menor Rf (0,28 a 0,49) apresentaram coloração alaranjada 

quando visualizadas em UV a 365 nm, compatível com flavonoides derivados de luteolina, 

como a orientina e a isoorientina. A mancha de maior Rf (0,88) apresentou coloração azulada 

em 365 nm, semelhante à coloração da mancha visualizada no fronte de solvente.As manchas 

observadas não puderam ser relacionadas aos padrões de flavonoides utilizados, embora a 

substância 3 tenha apresentado a mesma coloração e um fator de retenção próximo ao da 

rutina (0,50) (Figura 27). 

 

Figura 27 - Perfil cromatográfico, pela técnica de CCD, para identificação de flavonoides 
em folhas de plantas de Passiflora suberosa L. mantidas in vitro ou derivadas 
de ápices caulinares criopreservados pela técnica de V-Crioplaca, com ou sem 
tratamento com glutationa 

  

Legenda: Fase móvel: acetato de etila:ácidofórmico:ácido acético glacial:água (100:11:11:26 v/v). 
Revelação: NP/PEG 4000 (Natural Products/polietilenoglicol). Visualização: UV365nm 
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4.4.1.3 Análise de saponinas 

Todos os materiais analisados apresentaram manchas sugestivas de saponinas na 

análise por CCD. Seis manchas, com valores de Rf entre 0,22 e 0,73, foram observadas em 

todos os materiais, variando apenas na coloração (Figura 28).  

 

Figura 28 - Perfil cromatográfico, pela técnica de CCD, para identificação de saponinas em 
folhas de plantas de Passiflora suberosa L. mantidas in vitro ou derivadas de 
ápices caulinares criopreservados pela técnica de V-Crioplaca, com ou sem 
tratamento com glutationa 

 

 
 

 
Legenda: Fase móvel: clorofórmio:ácidoacético:metanol:água (60:32:12:8 v/v). Revelação: Anisaldeído 

sulfúrico. Visualização:Luz visível. 
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4.5 Análise por CLAE-DAD-UV 

A análise cromatográfica, realizada a 340 nm, dos extratos de folhas de P. suberosa 

excisadas de plantas mantidas in vitro e daquelas derivadas de ápices criopreservados, com ou 

sem tratamento com glutationa, indicou a presença de um grupo de substâncias, com tempos 

de retenção (tR) entre 13 e 16 minutos, nas três amostras analisadas. O maior número de 

sinais (10) foi observado no extrato de folhas de plantas mantidas in vitro, incluindo duas 

substâncias somente detectadas nesta amostra (7 e 10) (Figura 29). 

 

 

Figura 29 – Perfil cromatográfico, pela técnica de CLAE-DAD-UV, de folhas de plantas de 
Passiflora suberosa L. mantidas in vitro ou derivadas de ápices caulinares 
criopreservados, com ou sem tratamento com glutationa, com detecção em 
UV340nm 

 

Legenda: A) Extrato de folhas de plantas mantidas in vitro; B) Extrato de folhas de plantas criopreservadas; C) 
Extrato de folhas de plantas criopreservadas tratadas com glutationa. 
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Os sinais detectados apresentaram espectros de absorção característicos de ácidos 

fenólicos e flavonoides. Os sinais 3, 4, 5, 8 e 9 apresentaram espectros similares, com maior 

absorção em torno de 330 nm, enquanto os sinais 6 e 7 apresentaram maior absorção a 360 

nm (Figura 30). 

 

 

Figura 30 – Espectros de absorção dos sinais detectados por CLAE-DAD-UV em extratos de 
folhas de plantas de Passiflora suberosa L. mantidas in vitro ou derivadas de 
ápices caulinares criopreservados, com ou sem tratamento com glutationa, com 
detecção em UV340nm 

 

Legenda: A) Sinal 3 - tR = 13,02 min; B) Sinal 4 - tR = 13,38 min; C) Sinal 5 - tR = 13,71 min; D) Sinal 6 - tR 

= 14,37 min; E) Sinal 7 - tR = 14,81 min; F) Sinal 8 - tR = 15,29 min; G) Sinal 9 - tR = 15,68 min. 

Ácidos  fenólicos derivados do ácido cinâmico 

Flavonoide  Flavonoide  

Ácidos  fenólicos 



79 
 

As três amostras analisadas apresentaram, como substância majoritária, o sinal 5 (tR 

= 13,71 minutos). Considerando a área total dos sinais a 340 nm, essa substância 

corresponde a cerca de 68% da composição do extrato de folhas de plantas mantidas in vitro 

e, aproximadamente, a 80% da composição dos extratos de folhas de plantas derivadas de 

ápices criopreservados, com ou sem o tratamento com glutationa (Tabela 1). Além disso, foi 

possível observar uma redução na intensidade de todos os sinais detectados nas amostras 

derivadas da criopreservação, quando comparados ao extrato de folhas de plantas mantidas 

in vitro, com exceção do sinal 2, que se manteve igual nas três amostras analisadas. Os 

sinais 2, 4, 6, 8 e 9 apresentaram áreas ainda menores nas amostras de folhas derivadas de 

ápices criopreservados tratados com glutationa (Tabela 2). 

 

 

Tabela 1 – Áreas dos sinais detectados por CLAE-DAD-UV em extratos de folhas de 
plantas de Passiflora suberosa L. mantidas in vitro ou derivadas de ápices 
caulinares criopreservados, com ou sem tratamento com glutationa, com 
detecção em UV340nm 

Sinais Área em UV340 nm (mAU*s) / Intensidade (% relativa) 

Nº tR (min) Folha in vitro Folha crio 
Folha crio + 

glutationa 

1 3,38 26,91 (2,1%) 14,34 (1,7%) 16,21 (2,0%) 

2 3,98 9,60 (0,7%) 10,05 (1,2%) 6,52 (0,8%) 

3 13,02 55,68 (4,3%) 20,32 (2,4%) 20,73 (2,6%) 

4 13,38 121,67 (9,3%) 68,71 (8,1%) 51,60 (6,4%) 

5 13,71 886,64 (68,1%) 662,53 (78,2%) 658,78 (81,7%) 

6 14,37 56,99 (4,4%) 10,72 (1,3%) 9,43 (1,2%) 

7 14,81 24,35 (1,9%) ND ND 

8 15,29 42,41 (3,3%) 14,84 (1,8%) 11,87 (1,5%) 

9 15,68 69,93 (5,4%) 45,76 (5,4%) 31,57 (3,9%) 

10 39,56 7,88 (0,6%) ND ND 
Legenda: ND – não detectado. 
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Tabela 2 – Comparação das áreas dos sinais detectados por CLAE-DAD-UV, 
com detecção em UV340nm,em extratos de folhas de plantas de 
Passiflora suberosa L. mantidas in vitro e daquelas derivadas de ápices 
caulinares criopreservados, com ou sem tratamento com glutationa 

 

 

 

 

  

Nº tR (min) Folha in vitro Folha Crio Folha glutationa

1 3,38 100 53,3 60,2

2 3,98 100 104,7 67,9

3 13,02 100 36,5 37,2

4 13,38 100 56,5 42,4

5 13,71 100 74,7 74,3

6 14,37 100 18,8 16,5

7 14,81 100 0,0 0,0

8 15,29 100 35,0 28,0

9 15,68 100 65,4 45,1

10 39,56 100 0,0 0,0

Influência dos tratamentos 

(% relativa da área)
Sinais
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4.6 Avaliação da atividade antioxidante 

 

4.6.1 Avaliação da capacidade de captura do radical DPPH  

Extratos de folhas de Passiflora suberosa excisadas de plantas mantidas in vitro ou 

derivadas de ápices caulinares criopreservados pela técnica de V-Crioplaca, com ou sem 

tratamento com glutationa, apresentaram elevada capacidade antioxidante, evidenciada pela 

redução do radical DPPH em até 90% (Figura 31). 

Os valores de CE50 variaram de 2,58 a 2,72 mg/mL, sem diferenças significativas entre 

as amostras. Contudo, o potencial antioxidante observado correspondeu a, aproximadamente, 

60 vezes menos do que o apresentado pela quercetina (0,042 mg/mL), utilizada como controle 

positivo para esse ensaio (Tabela 3). 

 

 

Figura 31 – Porcentagem de captura do radical DPPH por extratos de folhas de plantas 
de Passiflora suberosa L. mantidas in vitro ou criopreservadas pela técnica 
de V-Crioplaca, com ou sem tratamento com glutationa 
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Tabela 3 – Capacidade de captura do radical DPPH por extratos de folhas de plantas de 
Passiflora suberosa L. mantidas in vitro ou criopreservadas pela técnica de V-
Crioplaca, com ou sem tratamento com glutationa 

Amostras 
Concentração 

(mg/mL) 

Captura DPPH 

 (%) 

CE50 

(mg/mL) 

Quercetina 0,02 – 0,1 28,1 – 94,2 0,042± 0,0a 

Plantas in vitro 0,25 – 5,0 5,5 – 90,6 2,58 ± 0,0b 

Plantas criopreservadas 0,25 – 5,0 4,3 – 88,7 2,68 ± 0,047b 

Plantas criopreservadas 

+ Glutationa 
0,25 – 5,0 4,9 – 88,6 2,72 ± 0,044b 

Os resultados expressam média ± desvio padrão. Médias em cada coluna seguidas pela mesma letra não 
apresentam diferenças estatísticas pelo teste de Tukey-Kramer (p < 0,05). 

 

 

4.6.2 Avaliação da capacidade quelante de íons ferrosos  

Extratos de todas as amostras analisadas apresentaram elevado potencial antioxidante 

como quelantes de íons metálicos, com baixos valores de CE50 (0,92 a 0,99 mg/mL), sem 

diferenças significativas (Tabela 4). 

 

 

Tabela 4 – Potencial antioxidante avaliado pela capacidade quelante de íons ferrosos em 
extratos de folhas de plantas de Passiflora suberosa L. mantidas in vitro ou 
criopreservadas pela técnica de V-Crioplaca, com ou sem tratamento com 
glutationa 

Amostras 
Concentração 

(mg/mL) 

Atividade Quelante 

(%) 

CE50 

(mg/mL) 

EDTA 0,005 -0,02 24,6– 96,2 0,098 ± 0,0a 

Plantas in vitro 0,25 – 2,0 23,3 – 79,2 0,92 ± 0,06b 

Plantas criopreservadas 0,25 – 2,0 15,5 – 83,0 0,98 ± 0,03b 

Plantas criopreservadas + 

Glutationa 
0,25 – 2,0 16,1 – 84,4 0,99 ± 0,06b 

Os resultados expressam média ± desvio padrão. Médias em cada coluna seguidas pela mesma letra não 
apresentam diferenças estatísticas pelo teste de Tukey-Kramer (p < 0,05). 
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4.6.3 Análise qualitativa da atividade antioxidante CCD-DPPH 

Para a análise qualitativa do potencial antioxidante dos extratos de folhas de plantas de 

Passiflora suberosa L. mantidas in vitro ou criopreservadas pela técnica de V-Crioplaca, com 

ou sem tratamento com glutationa, foi realizada a separação das substâncias em placas de 

CCD utilizando fases móveis especificas para flavonoides, ácidos fenólicos e saponinas, antes 

da determinação da capacidade de captura do radical DPPH in situ. 

Na análise para ácidos fenólicos foram observadas manchas amarelas sobre o fundo 

arroxeado, correspondentes à captura do radical DPPH, nas três substâncias previamente 

detectadas nos extratos de folhas de plantas mantidas in vitro e daquelas derivadas de ápices 

caulinares criopreservados com ou sem tratamento com glutationa. As substâncias 1 e 3 (Rf = 

0,48 e Rf = 0,79, respectivamente) apresentaram fraca atividade antioxidante, associada à 

suavidade na intensidade das manchas, enquanto a substância 2 (Rf = 0,62) apresentou uma 

mancha amarela de alta intensidade, indicando elevado potencial antioxidante. A ação 

antioxidante também foi evidente nas manchas referentes aos padrões de referência utilizados 

(Figura 32).  

 

Figura 32 - Perfil cromatográfico para a avaliação da atividade antioxidante de flavonoides 
em extratos de folhas de plantas de Passiflora suberosa L. mantidas in vitro ou 
criopreservadas pela técnica de V-Crioplaca, com ou sem tratamento com 
glutationa 

 
Legenda: Fase móvel: clorofórmio:acetato de etila:acetona: ácido fórmico (40:30:20:10). Revelação: A) 

NP/PEG 4000 (visualização sob UV365nm); B) Solução metanólica de DPPH a 0,02%. 
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Na análise para flavonoides foi observado que todas as manchas previamente 

observadas nas três amostras analisadas apresentaram ação antioxidante, evidenciada por 

bandas amarelas sobre o fundo arroxeado (Figura 33). Por outro lado, na análise para 

saponinas foram visualizadas três manchas amarelas com alta intensidade nas amostras 

analisadas, com Rf = 0,56 e 0,46, indicando que a capacidade antioxidante apresentada por 

esses extratos também pode estar associada à presença dessas substâncias. Cabe destacar 

que uma dessas manchas (Rf = 0,50), não foi visualizada com a revelação por anisaldeído 

sulfúrico (Figura 34). 

 

 

Figura 33 - Perfil cromatográfico para a avaliação da atividade antioxidante de flavonoides 
em extratos de folhas de plantas de Passiflora suberosa L. mantidas in vitro ou 
criopreservadas pela técnica de V-Crioplaca, com ou sem tratamento com 
glutationa 

 

Legenda: Fase móvel: acetato de etila:ácidofórmico:ácido acético glacial:água (100:11:11:26 v/v). 
Revelação: A) NP/PEG 4000 (Visualização: UV365 nm); B) Solução metanólica de DPPH a 0,2%.  

 

 

 



85 
 

Figura 34 - Perfil cromatográfico para a avaliação da atividade antioxidante de saponinas em 
extratos de folhas de plantas de Passiflora suberosa L. mantidas in vitro ou 
criopreservadas pela técnica de V-Crioplaca, com ou sem tratamento com 
glutationa 

 

Legenda: Fase móvel: clorofórmio:ácidoacético:metanol:água (60:32:12:8 v/v). Revelação: A) 

anialdeído sulfúrico; B) Solução metanólica de DPPH a 0,2%. 
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4.6.4 Determinação do conteúdo fenólico e correlação com a capacidade de captura do radical 

DPPH 

Não foram observadas diferenças significativas na produção de substâncias fenólicas 

entre os materiais de P. suberosa analisados. Além disso, houve uma correlação positiva entre 

o teor de fenóis totais e o potencial antioxidante desses materiais, evidenciado pela 

capacidade de captura do radical DPPH (Figura 35).   

 

Figura 35 - Correlação entre conteúdo fenólico e atividade antioxidante de extratos de 
folhas de plantas de Passiflora suberosa L. mantidas in vitro ou 
criopreservadas pela técnica de V-Crioplaca, com ou sem tratamento com 
glutationa 
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5 DISCUSSÃO 

  

 Nos últimos anos, o sucesso e fracasso dos protocolos de criopreservação deixaram 

de ser relacionados apenas à formação de cristais de gelo. Estudos mais recentes têm 

mostrado que outros fatores, além das injúrias mecânicas, podem induzir e/ou e amplificar os 

danos celulares durante as diferentes etapas dos protocolos, embora só possam ser constatados 

após o armazenamento, em função de baixas taxas de recuperação (JOHNSTON et al., 2007a; 

SKYBA et al., 2010; KACZMARCZYK et al., 2012).  

 O conhecimento dos mecanismos celulares de resposta à desidratação e a baixas 

temperaturas, assim como a caracterização das injúrias resultantes, são consideradas 

ferramentas importantes para a implementação de ações que minimizem os danos celulares, 

permitindo a obtenção de maiores taxas de recuperação após o armazenamento (JOHNSTON 

et al., 2007a; SKYBA et al., 2010; LYNCH et al., 2011). Contudo, embora as respostas 

fisiológicas sejam bem conhecidas para espécies de clima temperado, os impactos desse tipo 

de estresse em espécies tropicais ainda não são muito conhecidos (ZHANG et al., 2018).  

 As diferentes técnicas de criopreservação envolvem adaptações e ajustes 

específicos para atenuação de injúrias, embora as condições indutoras de criotolerância 

também sejam potencialmente geradoras de estresse. A técnica de V-Crioplaca vem sendo 

considerada bastante eficaz para o armazenamento de materiais vegetais em NL, por resultar 

em altas taxas de recuperação de plantas (NIINO et al., 2013; YAMAMOTO et al., 2011; 

2012; 2015; CORDEIRO et al., 2015; RAFIQUE et al., 2015; SIMÃO et al., 2018). Os 

resultados obtidos estão associados, principalmente, à diminuição da quantidade de solução 

crioprotetora e à velocidade de troca de temperatura na base de alumínio, o que resulta em 

menor toxicidade e reduz a probabilidade de danos físicos causados pela formação de cristais 

de gelo (NIINO et al., 2013).  

 Em P. suberosa, a utilização da técnica de V-Crioplaca se mostrou mais eficiente 

para a criopreservação de ápices caulinares, quando comparada às técnicas de vitrificação e 

encapsulamento-vitrificação. No estabelecimento do protocolo utilizando a técnica de V-

Crioplaca foram avaliadas a influência da idade dos explantes e do tempo de exposição às 

soluções crioprotetoras PVS2 e PVS3, sendo as maiores taxas de recuperação de plantas 

observadas em explantes de 40 dias expostos a PVS3 por 90 minutos (60%) (VIANNA et al., 

2019). Esse resultado representou um aumento significativo em relação aos obtidos 
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anteriormente, quando foram observadas taxas de recuperação de 8 e 28% (GARCIA et al., 

2011b). Além disso, o desenvolvimento de plantas após a criopreservação por V-Crioplaca 

ocorreu de forma mais rápida que nos outros protocolos, com uma redução do período de 

recuperação dos explantes cerca de 30 dias (VIANNA, 2016). 

 Como as principais injúrias observadas durante a criopreservação estão associadas a 

danos oxidativos provocados pelas baixas temperaturas e pelo desbalanço osmótico, a 

avaliação do estresse oxidativo é de grande relevância e deve ser realizada durante todo o 

protocolo, uma vez que cada tratamento pode contribuir de forma isolada e/ou em conjunto 

para o fracasso da técnica, levando ao acúmulo progressivo de injúrias (RAHMAH et al., 

2015). Assim, neste trabalho, foram avaliados aspectos bioquímicos, como a peroxidação de 

lipídios e a atividade de enzimas antioxidantes, visando à identificação das etapas críticas do 

protocolo e o posterior direcionamento da aplicação de substâncias antioxidantes. 

 A osmoproteção e a desidratação são, no geral, consideradas as etapas mais 

determinantes dos estresses osmóticos e oxidativo, já que a remoção acentuada da água que 

provoca alterações na dinâmica dos fosfolipídios de membrana e aumento na concentração de 

eletrólitos, além de mudanças no pH e nas interações entre macromoléculas (REINHOUD et 

al., 2000). Adicionalmente, as etapas de resfriamento rápido e reaquecimento também estão 

associadas a ocorrência de injúrias, principalmente aquelas causadas pela cristalização 

intracelular da água, quando há distribuição desigual dos crioprotetores nas etapas anteriores 

(RAHMAH et al., 2015). Contudo, a quantificação desses danos nos materiais derivados de 

sistemas in vitro é dificultada, principalmente, pelo tamanho reduzido dos explantes, o que 

torna necessária a utilização de uma grande quantidade de material vegetal para as análises. 

Além disso, os tecidos vegetais possuem um elevado conteúdo de carboidratos e metabólitos 

secundários, que podem dificultar ainda mais a detecção de danos oxidativos (FANG et al., 

2008). 

 As estruturas-chave nas respostas induzidas pelas baixas temperaturas são as 

membranas celulares, visto que as alterações em sua composição e propriedades físicas 

(redução da fluidez e aumento da rigidez) são desencadeadoras de mecanismos de sinalização 

de tolerância ao frio e atenuantes de danos (LISSARE et al. 2010; MIURA; FURUMOTO, 

2013; RIHAN et al., 2017). No entanto, as baixas temperaturas e a utilização de agentes 

osmóticos (crioprotetores) podem afetá-las, não só pela formação de cristais de gelo, mas 

também pela peroxidação de fosfolipídios (FUNNEKOTTER et al., 2013). Essas lesões 

aumentam a permeabilidade, afetando os processos de osmose e difusão, alterando as trocas 
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iônicas e comprometendo sua função (GEORGIEVA et al., 2014).Portanto, o impacto de 

crioinjúrias nas membranas celulares tem recebido atenção especial nos últimos anos 

(FUNNEKOTTER et al., 2017). 

Neste trabalho, a peroxidação de fosfolipídios foi avaliada nos materiais submetidos às 

diferentes etapas do protocolo de criopreservação por V-Crioplaca, por meio da quantificação 

de MDA. Esse ensaio foi escolhido, uma vez que o MDA é um produto da peroxidação de 

lipídios e tem sido bastante utilizado como biomarcador de danos oxidativos em diversos 

materiais criopreservados, como embriões zigóticos de milho e palmeira (WEN et al., 2010; 

2012), embriões somáticos de Olea europaea (LYNCH et al., 2011), ápices caulinares 

deRubus (UCHENDU et al. 2010b) e Hypericum perforatum (SKYBA et al., 2010; 

DANOVA et al., 2012; GEORGIEVA et al., 2014), calos embriogênicos de Agapanthus 

praecox (ZHANG et al., 2015; CHEN et al., 2016), protocormos de Dendrobium 

(POOBATHY et al., 2013), plântulas de Arabidopsis thaliana e Oryza sativa (REN et al., 

2015; HUANG et al., 2018) e gemas laterais de Hancornia speciosa (PRUDENTE et al., 

2017).  

Embora a quantificação espectrofotométrica do MDA seja considerada um ensaio 

sensível, o teste pode superestimar os níveis dessa substância, devido à alta reatividade do 

MDA com carboidratos e alguns metabólitos secundários, como as antocianinas (HODGES et 

al., 1999; WANG et al., 2014). Dessa forma, com o objetivo de eliminar essas interferências 

para uma estimativa mais adequada da taxa de peroxidação de lipídios nos tecidos estudados, 

optamos por utilizar a metodologia ajustada por Hodges e colaboradores (1999), a qual inclui 

a leitura em outros comprimentos de onda (440 e 600 nm). Altas taxas de MDA foram 

detectadas nos ápices caulinares de P. suberosa após a desidratação com PVS3 e 

imediatamente após a retirada do NL, mas não 10 dias após o reaquecimento. Esses resultados 

sugerem que, embora tenha ocorrido peroxidação lipídica durante o processo de 

criopreservação, houve também a ação do sistema antioxidante celular com a consequente 

redução dos danos às membranas celulares após o reaquecimento. 

 Resultados similares foram observados em calos embriogênicos de Agapanthus 

praecox, que apresentaram um aumento significativo na produção de MDA durante o 

processo de criopreservação, principalmente nas etapas de desidratação e reaquecimento, 

alcançando valores até 2,5 vezes maiores do que os observados nos materiais controle 

(ZHANG et al., 2015).Da mesma forma, picos de produção de MDA foram observados em 

plântulas de Arabidopsis thaliana após a desidratação e o reaquecimento (CHEN et al., 2015, 
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REN et al., 2015), enquanto para embriões de arroz, as maiores taxas de peroxidação de 

lipídios foram observadas após a desidratação (HUANG et al., 2018).No entanto, a elevação 

dos níveis de MDA pode também ocorrer em outras etapas dos protocolos, incluindo a 

osmoproteção, como demonstrado por Uchendu e colaboradores (2010b).  

 Alguns autores estabeleceram também uma relação positiva entre a produção de 

MDA e o aumento dos níveis de H2O2 e OH• durante a criopreservação (ZHANG et al., 2015; 

CHEN et al., 2015; 2016), principalmente nas etapas de desidratação e reaquecimento 

(ZHANG et al., 2015; REN et al., 2015; HUANG et al., 2018). Dessa forma, outro aspecto 

abordado no presente trabalho foi a avaliação da ação do sistema antioxidante celular durante 

a criopreservação dos ápices caulinares de P. suberosa, por meio da quantificação de 

proteínas totais e da atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e APX nas diferentes 

etapas do protocolo.  

O teor de proteínas totais dos ápices caulinares de P. suberosa variou no decorrer do 

processo de criopreservação, tendo aumentado nas etapas de pré-cultura e osmoproteção. A 

influência dos tratamentos crioprotetores na produção de proteínas tem sido observada por 

diversos pesquisadores (FOLGADO et al., 2014, GONZÁLEZ-ARNAO et al., 2018). 

Rahmah e colaboradores (2015) constataram um acúmulo de proteínas totais em explantes de 

Brassidium, com aumentos consideráveis nas etapas de osmoproteção e resfriamento em NL. 

Ápices caulinares de Vanilla planifolia também apresentaram mudanças no perfil proteico em 

resposta, principalmente, ao pré-cultivo em sacarose, à osmoproteção e à desidratação com 

PVS3, as quais foram associadas ao aumento da produção de enzimas do sistema antioxidante 

e à diminuição de proteínas de choque térmico (GONZÁLEZ-ARNAO et al., 2018). 

O acúmulo progressivo de proteínas durante o processo de criopreservação tem sido 

apontado como uma das alterações fisiológicas de tolerância ao frio (LISSARE et al., 2010; 

MIURA; FURUMOTO, 2013; RAHMAH et al., 2015; RIHAN et al., 2017). Essa expressão 

diferencial de proteínas pode ocorrer na parede celular, no apoplasto e no citoplasma, como 

um mecanismo de crioproteção (HEIDARVAND; AMIRI, 2010). Estudos recentes de 

proteômica têm demostrado que a resposta aos tratamentos crioprotetores envolve alterações 

no metabolismo proteico, abrangendo síntese, enovelamento e degradação de proteínas, 

principalmente aquelas participantes de vias de sinalização de estresse e do metabolismo de 

carboidratos, assim como enzimas antioxidantes, proteínas estruturais de membrana e 

proteínas de choque térmico (DI et al., 2018; GONZÁLEZ-ARNAO et al., 2018). Dessa 

forma, as proteínas podem atuar na proteção e prevenção das crioinjúrias pela estabilização de 
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estruturas e membranas celulares, interagindo com fosfolipídios, açúcares e outros 

componentes durante o estresse osmótico e resfriamento, além de atuarem como 

omorreguladores e participarem da captura de radicais (HEIDARVAND; AMIRI, 2010; 

FOLGADO et al., 2014; GONZÁLEZ-ARNAO et al., 2018). Além disso, o aporte de 

proteínas poderia ser uma fonte potencial de nitrogênio para a célula após condições de 

estresse (LISSARE et al., 2010; RAHMAH et al., 2015; RIHAN et al., 2017).  

A avaliação da atividade de SOD revelou um aumento nos estágios iniciais do 

protocolo de criopreservação por V-Crioplaca, principalmente após a pré-cultura e a 

osmoproteção, o que foi associado a ocorrência de estresse oxidativo em resposta às primeiras 

etapas de desidratação. Dessa forma, a SOD estaria participando da prevenção da cascata 

oxidativa, visto que o radical superóxido é o primeiro a ser formado e pode atuar como 

precursor de outras moléculas reativas (ALSCHER et al., 2002; GILL; TUTEJA, 2010; 

SHARMA et al., 2012; DEMIDCHIK, 2015). Por outro lado, o aumento na atividade de SOD 

também pode ocorrer após o resfriamento, conforme observado na criopreservação de 

Agapanthus praecox e Oryza sativa, tendo sido associado com a desintoxicação de ERO 

induzidas pelas condições criogênicas (ZHANG et al., 2015; HUANG et al., 2018).  

Neste trabalho, a atividade de SOD também foi reduzida após a etapa de 

osmoproteção, mantendo-se constante nas etapas seguintes do protocolo. Esse comportamento 

poderia ter resultado no aumento dos níveis de MDA detectados após a desidratação e 

imediatamente após o reaquecimento, considerando que a atividade insuficiente de SOD gera 

um desbalanço dos níveis de O2
•-, os quais podem reagir com H2O2dando origem ao 

OH•(ŞEN, 2012; SHARMA et al., 2012, DEMIDCHIK,2015), uma ERO altamente reativa 

que interage com fosfolipídios, afetando a integridade da membrana (FUNNEKOTTER et al., 

2013; 2017). Dessa forma, considerando a possibilidade do acúmulo de moléculas H2O2 como 

uma condição potencialmente causadora de danos nas membranas, foram também 

quantificadas as atividades das enzimas CAT e APX. 

Durante o processo de criopreservação de ápices caulinares de P. suberosa foi 

observada uma redução da atividade de CAT, com a manutenção de elevada atividade de 

APX, após a etapa de osmoproteção. Apesar de a atividade de APX sugerir uma ação do 

sistema antioxidante contra os altos níveis de H2O2, eles podem não ter sido totalmente 

reduzidos, devido à baixa atividade de CAT durante as etapas de desidratação em PVS3 e 

resfriamento em NL. Assim, é possível que o H2O2 possa estar induzindo, sozinho ou em 

associação com o OH• gerado pela sua reação com o excesso de O2
•-, injúrias oxidativas nas 
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membranas celulares dos ápices caulinares de P. suberosa, o que corrobora a ideia da 

atividade insuficiente de SOD nas etapas após a pré-cultura.  

Apesar de vários autores terem detectado variações nos níveis de enzimas 

antioxidantes para a neutralização do excesso de ERO durante a criopreservação (SKYBA et 

al., 2010; WEN et al., 2010; 2012; DANOVA et al., 2012; REN et al., 2013; 2015; 

POOBATHY et al., 2013; ZHANG et al., 2015; PRUDENTE et al., 2017; HUANG et al., 

2018), não existe um padrão específico para essas alterações, uma vez que a produção de 

ERO é variável ao longo do processo (GEORGIEVA et al., 2014). Wen e colaboradores 

(2010, 2012) observaram que a baixa atividade de SOD, CAT e APX influenciaram 

negativamente a recuperação após as etapas de dessecação e imersão em NL em embriões de 

Zea mays e de Livistona chinensis. Em protocormos de orquídeas, a baixa taxa de recuperação 

de plantas (13%) foi atribuída a um expressivo estresse oxidativo associado, principalmente, 

ao decréscimo dos níveis de CAT nas etapas de reaquecimento e recuperação (POOBATHY 

et al., 2013). Zhang e colaboradores (2015) também observaram baixos níveis de SOD e CAT 

durante as etapas anteriores ao armazenamento em NL, apresentando aumento somente após a 

diluição (CAT) e a recuperação (CAT e SOD). Embora o estresse oxidativo tenha sido 

detectado, a atividade das enzimas ao longo do processo de criopreservação não exerceu forte 

influência na viabilidade celular, a qual foi associada à ação de componentes não enzimáticos 

do sistema antioxidante endógeno, como ácido ascórbico e GSH. 

Com base na observação dos processos naturais de proteção ao estresse por 

substâncias antioxidantes, a aplicação exógena de ácido ascórbico e glutationa em diferentes 

etapas dos protocolos de criopreservação com o objetivo de complementar a ação do sistema 

antioxidante celular têm sido um mecanismo chave para a otimização do armazenamento em 

longo prazo de diversas espécies (UCHENDU et al., 2010a, b; ZHANG et al., 2015; CHEN et 

al., 2016; BI et al., 2018).Embora o uso dessas substâncias seja frequentemente associado à 

inibição da produção de H2O2, redução das taxas de peroxidação de lipídios, aumento da 

atividade de enzimas antioxidantes e inibição de morte celular, os mecanismos de ação desses 

e de outros antioxidantes na recuperação de explantes ainda não foram completamente 

elucidados (CHEN et al., 2016). 

Apesar de ouso de antioxidantes exógenos ser considerado importante para o sucesso 

de protocolos criopreservação, no presente trabalho, a aplicação de substâncias antioxidantes 

não contribuiu para o aumento da taxa de recuperação dos brotos a partir de ápices caulinares 

de P. suberosa. Embora o uso de glutationa não tenha afetado as taxas de formação de brotos 
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pós-resfriamento, a aplicação de ácido ascórbico induziu uma redução significativa na 

recuperação de plantas. Resultados similares foram descritos após o uso de antioxidantes na 

criopreservação de ápices caulinares de Nephelium ramboutan-ake (CHUA; NORMAH, 

2011) e de Mentha× piperita L. (GONZÁLEZ-BENITO et al., 2016), assim como para 

protocormos de orquídea (KHOR et al., 2020). Em contrapartida, Zhang e colaboradores 

(2015) observaram um efeito positivo na criopreservação de calos embrionários de 

Agapanthus praecox, após tratamentos com ácido ascórbico ou glutationa na etapa de 

desidratação por PVS2. Nestas condições, o uso de glutationaa 0,08 mM foi mais eficiente 

para o aumento da viabilidade dos calos, enquanto concentrações superiores não promoveram 

aumento ou reduziram drasticamente a recuperação do material vegetal (0,16 nm ou 0,32mM, 

respectivamente) (CHEN et al., 2016).  

A implementação de sistemas de monitoramento é considerada essencial para o 

sucesso dos protocolos de armazenamento em longo prazo de materiais biotecnológicos. Para 

plantas com potencial medicinal, a avaliação da capacidade biossintética após a 

criopreservação é fundamental para avaliar a preservação de suas características metabólicas e 

o não comprometimento das vias de produção de substâncias bioativas, assim como de suas 

propriedades terapêuticas. Contudo, poucos estudos relatam a análise da estabilidade 

metabólica de materiais vegetais após a criopreservação (MARCO-MEDINA; CASAS, 2013) 

Neste trabalho, duas técnicas cromatográficas (CCD e CLAE-DAD-UV) foram 

utilizadas para avaliar a manutenção do perfil biossintético de plantas de P. suberosa 

derivadas de ápices caulinares submetidos a criopreservação, com ou sem tratamento com 

glutationa nas etapas prévias ao armazenamento em NL.  

A técnica de CCD foi selecionada, uma vez que permite a obtenção de resultados mais 

rápidos, além de apresentar baixo custo e ser de fácil execução e interpretação (BIRK; 

PROVENSI; GOSMANN, 2005). Considerando as substâncias já detectadas em P. suberosa e 

em outras espécies do gênero, foram selecionados sistemas de CCD para a detecção de 

flavonoides, ácidos fenólicos e saponinas. Foram observadas manchas indicativas dos três 

grupos de substâncias analisadas, porém sem diferenças entre os perfis cromatográficos das 

amostras submetidas ou não à criopreservação, independente do tratamento com glutationa, 

indicando a manutenção das características biossintéticas dos materiais criopreservados. 

A análise de flavonoides revelou a presença de três substâncias nos extratos foliares 

estudados, identificadas por manchas de coloração laranja, as quais não puderam ser 

correlacionadas aos padrões utilizados nas análises por CCD. No entanto, é possível sugerir 
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que essas substâncias sejam flavonas de luteolina, como a orientina e a isoorientina, uma vez 

que apresentam a fluorescência alaranjada característica dessas substâncias, quando 

visualizadas a 365nm (MARSTON; HOSTETTMANN, 2006). Foi observada ainda uma 

mancha de coloração azulada, provavelmente associada a um ácido fenólico presente nas 

amostras. Estes resultados estão de acordo com os descritos anteriormente para a espécie 

(BIRK et al., 2005; GOSMANN et al., 2011; SIMÃO et al., 2018).  

A investigação por CCD revelou ainda a presença de saponinas e de ácidos fenólicos 

nos extratos foliares de P. suberosa. Nas análises de ácidos fenólicos foram detectadas três 

substâncias, sendo uma delas associada ao padrão de ácido cafeico. De um modo geral, os 

maracujás apresentam uma variedade de ácidos fenólicos, principalmente ácido cafeico, ácido 

clorogênico, ácido p-cumárico, ácido ferúlico, ácido gálico, ácido trans-cinânmico e ácido 

hidrobenzoico (GADIOLI et al., 2018; SHANMUGAM et al., 2018; ROTTA et al., 2018; 

SANTOS et al., 2021). Essas substâncias são conhecidas, principalmente, por sua ação 

antioxidante (GOLENIOWSKI et al., 2013; TANASE et al., 2019).  

Análises mais específicas dos extratos foliares de P. suberosa foram realizadas por 

CLAE-DAD-UV. Essa técnica é uma importante ferramenta para a separação analítica de 

substâncias em extratos de Passiflora, devido à sua sensibilidade e ampla aplicação para 

grupos de metabólitos de interesse (SILVA; BOTTOLI, 2015; GADIOLI et al., 2018; 

OZAROWSKI et al., 2018; ALVES et al., 2020). 

Neste trabalho, a análise por CLAE evidenciou a presença de substâncias 

caracterizadas como ácidos fenólicos e flavonoides, com base em seus espectros de absorção 

a UV (ABAD-GARCÍA et al., 2009; SIMÕES et al., 2017). Além disso, foi também 

observado que o armazenamento em NL não afetou, qualitativamente, a composição 

fitoquímica das plantas derivadas de ápices caulinares criopreservados, corroborando os dados 

obtidos nas análises por CCD. Entretanto, ocorreu uma redução na intensidade de alguns 

sinais nas amostras criopreservadas, quando comparadas ao grupo controle, sugerindo que o 

processo de criopreservação pode ter influenciado quantitativamente a produção das 

substâncias detectadas. 

Análises por CLAE têm sido utilizadas em estudos de criopreservação com o intuito 

de avaliar a manutenção das características fitoquímicas após o processo criogênico. Bi e 

colaboradores (2016) observaram que o armazenamento em NL de ápices caulinares 

Chrysanthemum morifolium pela técnica de vitrificação em gota não afetou a composição 

fitoquímicados regenerantes. O mesmo foi observado para a produção de diosgenina em 
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plantas derivadas de ápices caulinares de Dioscorea floribunda criopreservados por 

vitrificação (AHUJA et al., 2002), assim como para a produção de flavonóis em ápices 

caulinares Allium sp. (WANG et al., 2021) e sinigrina em ápices de Wasabia japonica 

(MATSUMOTO et al., 2013), ambos criopreservados pela técnica de vitrificação. Por outro 

lado, as condições de estresse durante o armazenamento podem modular a produção e a 

resposta bioquímica de materiais crioppreservados, como observado por alguns autores. 

Bruňáková e Cellárová (2017), por exemplo, observaram um aumento de três vezes na 

produção de hipericina e de 38 vezes nos níveis de floroglucinol em plantas derivadas de 

ápices criopreservados de Hypericum perforatum e H. tetrapterum, respectivamente. 

Metabólitos secundários, como os detectados nas análises cromatográficas realizadas 

neste trabalho, podem participar do sistema antioxidante celular capturando diretamente 

radicais livres, ou impedindo processos potencialmente indutores de moléculas oxidativas, 

como a remoção de íons metálicos e a inibição de sistemas enzimáticos produtores de radicais 

livres (SOOBRATTEE et al., 2005). Essas substâncias podem ainda aumentar a eficiência de 

processos antioxidantes celulares pela indução da expressão de genes relacionados à síntese 

de enzimas antioxidantes (TAN et al., 2018; KAURINOVIC; VASTANG, 2019). Dessa 

forma, a avaliação do potencial antioxidante de extratos foliares de plantas de P. suberosa 

derivadas da criopreservação foi um outro aspecto estudado neste trabalho. 

Duas diferentes abordagens foram utilizadas neste trabalho para a análise quantitativa 

da capacidade antioxidante dos diferentes extratos. O ensaio de captura do radical DPPH 

avalia o potencial redutor tendo como base o sequestro de radicais livres, e tem sido 

amplamente utilizado para determinar o potencial antioxidante em Passiflora (ANTOGNONI 

et al. 2007; ZERAIK et al., 2012; COLOMEU et al., 2014; LUGATO et al., 2014; SIMÃO et 

al., 2016). Por outro lado, a avaliação da capacidade quelante de íons metálicos, que evidencia 

o potencial de inibição das reações de Fenton e de Haber Weiss, nas quais esses íons estão 

envolvidos (HARB et al., 2016), ainda é pouco descrita em espécies do gênero (DA SILVA, 

2021; SANTOS-TIERNO et al., 2021). 

Os extratos de folhas de P. suberosa excisadas de plantas mantidas in vitro ou 

derivadas de ápices caulinares criopreservados, com ou sem tratamento com glutationa, 

apresentaram elevado potencial antioxidante, evidenciado pela redução do radical DPPH e 

pela capacidade de quelar íons metálicos. Esses dados, somados às respostas obtidas a partir 

dos ensaios de CCD-DDPH e da correlação entre conteúdo fenólico e atividade antioxidante, 

também realizados neste trabalho, sugerem que o potencial antioxidante dos extratos pode 
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estar associado à presença de substâncias fenólicas, principalmente flavonoides e ácidos 

fenólicos, conforme já observado para outras espécies do gênero (LUGATO et al., 2014; 

SIMÃO, 2019).  

Substâncias fenólicas são, frequentemente, associadas à atividade antioxidante devido 

às suas propriedades redutoras, que as tornam eficientes na captura de radicais livres. Além 

disso, essas substâncias podem também quelar metais, especialmente ferro e cobre, inibindo a 

formação de radicais livres (VUOLO et al., 2019). No entanto, sua eficiência antioxidante 

pode variar, dependendo do número e disposição de grupos hidroxilas na sua estrutura 

(SROKA; CISOWSKI, 2003). 

Cabe ressaltar que as análises por CCD-DPPH realizadas neste trabalho também 

indicaram que a capacidade antioxidante apresentada pelos extratos foliares de P. suberosa 

também podem estar associadas à presença de saponinas. Resultados similares já foram 

descritos para diversas espécies (FRANCIS et al., 2002; ASHRAF et al., 2013; CHEN et al., 

2014), incluindo para materiais biotecnológicos de Passiflora, como culturas de raízes 

adventícias de P. pohlii (SIMÃO et al., 2016) e calos friáveis de P. alata (DA SILVA, 2021). 

O conjunto dos resultados descritos neste trabalho confirma a eficiência do uso da 

criopreservação como uma estratégia de conservação em longo prazo para P. suberosa. As 

alterações bioquímicas induzidas pela criopreservação, descritas pela primeira vez em uma 

espécie do gênero Passiflora, contribuem para uma maior compreensão das respostas 

celulares de plantas tropicais ao estresse induzido pelo frio e pela desidratação. Ademais, a 

manutenção da capacidade biossintética em plantas derivadas de ápices criopreservados, 

principalmente do ponto de vista qualitativo, agrega informações relevantes para o estudo do 

funcionamento e modulação do metabolismo secundário durante e após a criopreservação.  
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CONCLUSÕES 

 

A partir dos diferentes estudos desenvolvidos neste trabalho com a espécie Passiflora 

suberosa L., podemos concluir que: 

 A detecção de altas taxas de MDA nos ápices caulinares de P. suberosa submetidos à 

desidratação com PVS3 e imediatamente após a retirada do NL indica que o MDA 

pode ser considerado um eficiente biomarcador de danos oxidativos nas membranas 

celulares induzidos pelo processo de criopreservação;  

 Os danos oxidativos nas membranas celulares observados nos ápices caulinares de P. 

suberosa podem estar associados ao decréscimo das atividades de SOD e CAT após as 

etapas de osmoproteção, desidratação e imersão em NL; 

 As análises do teor de MDA e das atividades das enzimas antioxidantes ao longo do 

protocolo de criopreservação de ápices de P. suberosa utilizando a técnica de V-

Crioplacas, permitiram a identificação das etapas de osmoproteção e desidratação em 

PVS3 como as mais críticas do processo; 

 As ações direcionadas para o aperfeiçoamento do protocolo de criopreservação de 

ápices caulinares de P. suberosa por V-Crioplaca destacam a necessidade de maior 

investigação na aplicação de outras substâncias antioxidantes e/ou atenuantes de 

processos indutores de morte celular; 

 Análises por CCD e CLAE-DAD-UV não apontaram diferenças entre os perfis 

cromatográficos dos extratos de folhas derivadas de plantas submetidas ou não à 

criopreservação; 

 Extratos foliares de P. suberosa apresentaram alto potencial antioxidante, tanto por 

mecanismos diretos, de captura de radicais, quanto mecanismos indiretos, de 

capacidade quelante de íons ferrosos; 

  O protocolo de V-Crioplaca previamente estabelecido para ápices caulinares de P. 

suberosa não afetou a capacidade biossintética do material criopreservado, 

preservando as características do material original.  
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PERSPECTIVAS 

 

   Avaliar a influência de outras substâncias com ação antioxidante, isoladamente e/ou 

em combinação, nas etapas críticas do protocolo de criopreservação; 

 Monitorar a estabilidade genética e epigenética dos materiais criopreservados, por 

meio dos marcadores RAPD, ISSR e MSAP. 
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