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RESUMO 

 

SIMÃO, Mariela Justiniano. Investigação de aspectos fitoquímicos e do potencial 

farmacológico de materiais obtidos in vivo, in vitro e criopreservados de Passiflora pohlii 

Mast. 2019. 123f. Tese (Doutorado em Biologia Vegetal) – Instituto Roberto Alcantara 

Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019. 

 

Passiflora pohlii Mast. é uma espécie nativa do Brasil que apresenta características de 

interesse agronômico, principalmente em relação à tolerância a patógenos do solo que 

provocam grandes prejuízos à cultura de maracujá. Embora existam poucos trabalhos sobre 

esta espécie, estudos biotecnológicos recentes resultaram no desenvolvimento de sistemas 

para a produção in vitro de plantas e de cultura de raízes adventícias. Além disso, o perfil 

fitoquímico e potencial antioxidante de diferentes materiais in vitro foi comparado com o de 

plantas mantidas em condições naturais, sendo observada a presença de flavonoides em 

extratos de folhas, e de saponinas, com alta atividade antioxidante, em extratos de raízes. 

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi o aprofundamento dos estudos já realizados, com o 

estabelecimento de novos sistemas de cultura e de criopreservação para P. pohlii, com a 

investigação de aspectos fitoquímicos e histológicos, e do potencial farmacológico de 

materiais obtidos in vivo e produzidos e conservados in vitro. Para isso, a técnica de 

Ressonância Magnética Nuclear foi utilizada visando à elucidação estrutural dos flavonoides 

presentes nos extratos de folhas da espécie estudada. Foram identificados dois isômeros, 

denominados iso-spinosina, a substância majoritária, e spinosina. Posteriormente, segmentos 

foliares foram excisados de plantas propagadas in vitro e cultivados na presença de auxinas e 

elevadas concentrações de sacarose visando ao estabelecimento de culturas de calos para a 

produção em larga escala de substâncias bioativas. Apesar da indução de calos friáveis ter 

ocorrido em resposta a ANA e PIC, calos obtidos na presença de PIC a 20,7 µM e sacarose a 

0,3 ou 0,5 M apresentaram intensa proliferação celular e a produção de substâncias fenólicas 

com potencial antioxidante. No entanto, não foi observada a produção dos flavonoides nestes 

materiais. Considerando a recente descrição da presença de saponinas em extratos de raízes de 

P. pohlii, foi também estabelecida uma metodologia para a criopreservação de ápices 

radiculares de plantas in vitro pela técnica de V-Crioplaca, utilizando PVS2 como solução 

crioprotetora. Foi obtida uma alta taxa de recuperação, indicando a eficiência da metodologia 

para o armazenamento em longo prazo desses materiais biotecnológicos. Análises histológicas 

realizadas durante as diferentes etapas do protocolo evidenciaram danos estruturais nos 

materiais criopreservados, incluindo altas taxas de plasmólise, os quais foram revertidos após 

transferência para meio de recuperação. Não foram observadas alterações na capacidade 

biossintética das raízes criopreservadas, quando comparadas aos materiais não-

criopreservados. O potencial antibacteriano de folhas e raízes de plantas in vitro de P. pohlii 

também foi investigado e comparado com os de outras espécies do gênero. No entanto, 

extratos de P. pohlii promoveram um aumento no crescimento das cepas bacterianas testadas, 

ao contrário do observado nos materiais das outras espécies, principalmente daquelas 

pertencentes ao subgênero Passiflora, o que sugere uma influência genotípica na produção de 

substâncias com ação antibacteriana. As estratégias biotecnológicas descritas neste trabalho 

foram aplicadas com sucesso para a produção e a conservação in vitro de substâncias 

fenólicas com ação antioxidante de P. pohlii. Além disso, a identificação dos flavonoides 

presentes em extratos de folhas foi realizada pela primeira vez para a espécie.  

 

Palavras-chave: Maracujá. Calogênese. Cromatografia. Criopreservação. Flavonoides. 

Saponinas.  



 
 

ABSTRACT 

 

SIMÃO, Mariela Justiniano. Investigation of phytochemical aspects and pharmacological 

potential of in vivo, in vitro and cryopreserved materials of Passiflora pohlii Mast. 2019. 

123f. Tese (Doutorado em Biologia Vegetal) – Instituto Roberto Alcantara Gomes, 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019. 

 

Passiflora pohlii Mast. is a native species of Brazil that presents characteristics of 

agronomic interest, especially regarding to the tolerance to soil pathogens that cause great 

damage to passion fruit culture. Although there are few studies on this species, recent 

biotechnological studies have resulted in the development of systems for in vitro plant 

production and adventitious root culture. In addition, the phytochemical profile and 

antioxidant potential of different in vitro materials were compared with plants kept under 

natural conditions, with the presence of flavonoids in leaf extracts and saponins with high 

antioxidant activity in root extracts. Thus, the aim of this work was to provide further studies 

with the establishment of new culture and cryopreservation systems for P. pohlii, with the 

investigation of phytochemical and histological aspects, and the pharmacological potential of 

materials obtained in vivo and produced and preserved in vitro. For this, the technique of 

Nuclear Magnetic Resonance was used for the structural elucidation of the flavonoids present 

in the leaf extracts of the studied species. Two isomers, called iso-spinosyn, the major 

compound, and spinosyn were identified. Subsequently, leaf segments were excised from in 

vitro-propagated and cultivated in the presence of auxins and high concentrations of sucrose, 

aiming at the establishment of callus cultures for the large scale production of bioactive 

compounds. Although the induction of friable calli had occurred in response to NAA and PIC, 

callus obtained in the presence of PIC at 20.7 μM and sucrose at 0.3 or 0.5 M showed intense 

cellular proliferation and the production of phenolic substances with antioxidant potential. 

However, the production of flavonoids in these materials was not observed. Considering the 

recent description of the presence of saponins in P. pohlii root extracts, a methodology was 

also established for the cryopreservation of root apices of in vitro plants with the V-Cryoplate 

technique, using PVS2 as a cryoprotectant solution. A high recovery rate was obtained 

indicating the efficiency of the methodology for the long-term storage of these 

biotechnological materials. Histological analyzes performed during the different stages of the 

protocol showed structural damages in the cryopreserved materials, including high 

plasmolysis rates, which were reverted after transfer to recovery medium. No changes were 

observed in biosynthetic capacity of cryopreserved roots when compared to non-

cryopreserved materials. The antibacterial potential of leaves and roots of in vitro plants of P. 

pohlii was also investigated and compared with those of other species of the genus. However, 

extracts of P. pohlii promoted an increase in the growth of the tested bacterial strains, unlike 

that observed in the materials of other species, especially those belonging to the Passiflora 

subgenus, which suggests a genotypic influence in the production of substances with 

antibacterial activity. The biotechnological strategies described in this work were successfully 

applied to the production and in vitro conservation of phenolic compounds with antioxidant 

activity of P. pohlii. In addition, the identification of the flavonoids present in leaf extracts 

was achieved for the first time for this species. 

 

Keywords: Passionfruit. Callogenesis. Cromatography, Criopreservation, Flavonoids, 

Saponins. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

 Produção e conservação in vitro aplicadas a plantas com potencial medicinal 

 

A constante interação das plantas com o seu ambiente resultou em complexos 

processos bioquímicos durante a evolução, tornando-as importantes fontes de substâncias 

classificadas como metabólitos secundários ou especiais. Essas substâncias desempenham um 

papel importante para a sobrevivência das plantas, estando envolvidas diretamente na atração 

de polinizadores, na defesa contra predadores e doenças, assim como na proteção contra raios 

UV e perda excessiva de água (DEWICK, 2002; HARTMANN, 2007). Além disso, por serem 

biologicamente ativas, são também potencialmente úteis como fármacos, agroquímicos, 

cosméticos, pigmentos, biopesticidas, aditivos alimentares e nutracêuticos (CANTRELL et 

al., 2012; DAVIES; DEROLE, 2014; FULDA; EFFERTH, 2014; MASSON et al., 2014). 

O reconhecimento e a comprovação científica da eficácia terapêutica de muitos desses 

metabólitos, associados à demanda por terapias com menor risco à saúde humana e o menor 

custo envolvido nos tratamentos, aumentou significativamente o uso das plantas para fins 

medicinais nos últimos anos. Contudo, a obtenção de metabólitos secundários utilizando 

métodos tradicionais de cultivo nem sempre é satisfatória. Fatores externos, como 

disponibilidade de nutrientes, clima, condições de luz e concentração de gás carbônico 

atmosférico, assim como a fase de crescimento e desenvolvimento das plantas, podem limitar 

a produção das substâncias de interesse, elevando o custo para a sua extração (FINE et al., 

2006; VERPOORTE; CONTIN; MEMELINK, 2002). Além disso, a coleta indiscriminada 

das plantas diretamente da natureza, associada à destruição de habitats por ações antrópicas, 

ameaçam cada vez mais a flora medicinal.  

Nesse sentido, a produção de metabólitos in vitro por meio de métodos de cultura de 

tecidos e células vegetais é considerada uma alternativa ao cultivo tradicional, devido à 

possibilidade de produção constante e em larga escala de material uniforme, sob condições 

controladas, independente de fatores externos ou fases de crescimento. Adicionalmente, os 

sistemas in vitro permitem a modulação da produção de metabólitos de interesse pelas 

condições de cultura, e podem ser utilizados para a compreensão das vias biossintéticas.  

Os métodos de cultura de tecidos são baseados na totipotência das células vegetais, 

que são capazes de voltar a um estágio similar ao meristemático e redefinir seus padrões de 

diferenciação e, assim, dar origem a novos órgãos ou a uma planta completa, em resposta a 
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estímulos adequados (GEORGE; HALL; DE KLERK, 2008). No entanto, apesar de 

totipotentes, algumas células vegetais podem não ser competentes, ou seja, podem não ter a 

capacidade de reagir a esses sinais específicos de desenvolvimento. 

A produção de plantas in vitro ocorre por diferentes vias morfogênicas, incluindo 

multiplicação de brotos a partir de meristemas pré-existentes, embriogênese somática e 

organogênese (GEORGE; HALL; DE KLERK, 2008). Tecidos meristemáticos, como os 

ápices caulinares e radiculares e gemas axilares, são formados por células indiferenciadas em 

constante processo de divisão, sendo naturalmente competentes para a formação de novos 

órgãos ou plantas inteiras. Assim, a cultura de tecidos meristemáticos é frequentemente 

utilizada para a propagação clonal in vitro de plantas livres de vírus e também indicada para a 

conservação de germoplasma, já que envolve menores riscos de surgimento de variação 

somaclonal, por reproduzir o processo natural de proliferação, sem passar pelos processos de 

desdiferenciação e rediferenciação (HITMI; BARTHOMEUF; SALLANON, 2000; KATOH 

et al., 2004).  

A embriogênese somática é um processo pelo qual as células somáticas dão origem a 

embriões, que passam pelos mesmos estádios de desenvolvimento observados na 

embriogênese zigótica (globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar). A estrutura bipolar dos 

embriões somáticos constitui uma vantagem desse sistema, permitindo, em geral, a obtenção 

de plantas completas sem necessidade de uma etapa de enraizamento (VON ARNOLD, 

2008). A embriogênese somática pode ser direta, quando a formação de embriões ocorre 

diretamente a partir dos tecidos, ou indireta, quando a regeneração é precedida pela formação 

de calos, que são massas de células com multiplicação desordenada. Embora a grande maioria 

dos sistemas embriogênicos ocorra pela via indireta, a passagem por uma fase intermediária 

de calo pode levar a uma maior variabilidade genética entre os clones obtidos (GEORGE; 

HALL; DE KLERK, 2008; GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).  

Na organogênese in vitro, novos órgãos, como brotos ou raízes adventícias, podem ser 

formados a partir de tecidos já diferenciados. Dessa forma, a regeneração de plantas via 

organogênese inclui a desdiferenciação do tecido de origem, a aquisição de novas 

competências, a determinação da nova via de desenvolvimento e a rediferenciação. Assim 

como a embriogênese somática, a organogênese pode ocorrer de forma direta ou indireta 

(GEORGE; HALL; DE KLERK, 2008; GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).  

Muitos sistemas in vitro utilizados para a síntese de metabólitos secundários baseiam-

se no crescimento organizado de tecidos e órgãos, tais como brotos e raízes, uma vez que as 

culturas organizadas geralmente apresentam perfis metabólicos comparáveis aos da planta na 
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natureza. As culturas de raízes adventícias in vitro são consideradas sistemas potenciais para a 

produção de substâncias bioativas, uma vez que estes órgãos são naturalmente capazes de 

sintetizar e armazenar diversos metabólitos secundários. Essas raízes podem ser obtidas por 

meio da transformação genética com Agrobacterium rhizogenes, ou pela simples manipulação 

do meio e das condições de cultura. Diversos trabalhos relatam o desenvolvimento de culturas 

de raízes adventícias a partir de explantes radiculares (BETSUI; TANAKA-NISHIKAWA; 

SHIMOMURA, 2004; SIMÃO et al., 2016; SUBOTIĆ et al., 2009; YIN et al., 2013), brotos, 

folhas e segmentos caulinares (AMISSAH et al., 2008; LEE et al., 2011; HASAN; HUSSEIN, 

2013; MARTIN et al., 2008), assim como de calos (LUDWIG-MÜLLER; VERTOCNIK; 

TOWN, 2005). 

Culturas desorganizadas, como calos e suspensões celulares, também constituem 

técnicas bastante utilizadas para a produção in vitro de metabólitos secundários (ALI; 

ABBASI; IHSAN-UL-HAQ, 2013; CAI; KNORR; SMETANSKA, 2012; GADZOVSKA-

SIMIC, et al., 2012; GONÇALVES; ROMANO, 2013; GUPTA et al., 2012; NAGELLA; 

MURTHY, 2010). Entretanto, esses sistemas podem sofrer perdas na capacidade de produção 

e acúmulo de metabólitos, considerando que o metabolismo pode ser controlado de maneira 

tecido-específica.  

Independente do sistema de cultura adotado, os mecanismos genéticos, fisiológicos e 

morfológicos de controle da morfogênese e de acúmulo de substâncias bioativas devem ser 

observados durante o estabelecimento de sistemas in vitro para a produção de metabólitos de 

interesse (FRANÇA, 2010). Outro importante aspecto a ser considerado é a manutenção 

desses sistemas, que requerem subculturas periódicas, tornando o processo dispendioso, 

suscetível a erros e contaminações. Além disso, existe ainda a possibilidade de perda do 

potencial morfogênico e biossintético, e de ocorrência de alterações genéticas e/ou 

epigenéticas. Desta forma, metodologias de conservação in vitro, como o crescimento lento e 

a criopreservação, são consideradas fundamentais para a manutenção, em médio e longo 

prazo, de materiais biotecnológicos produtores de substâncias de interesse (ENGELMANN, 

2011; MATSUMOTO; NIINO, 2017). 

 

 

Conservação in vitro 

 

Sistemas de crescimento lento caracterizam-se pelo aumento dos intervalos entre as 

subculturas, como consequência da redução do desenvolvimento e do metabolismo das 
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plantas (ASHMORE, 1997). A redução da atividade metabólica e da taxa de crescimento das 

culturas pode ser obtida pela manipulação das condições ambientais, incluindo a redução de 

temperatura, luminosidade e oxigênio (LEMOS et al., 2002; ROMANO; MARTINS-

LOUÇÃO, 1999), modificações na constituição do meio de cultura, como a adição de 

substâncias com propriedades osmorreguladoras (BORGES et al., 2004; GOPAL et al., 2002) 

e a utilização de reguladores de crescimento, como o ácido abscísico (ABA) (LEMOS et al., 

2002; WATT et al., 2000).  

A criopreservação baseia-se no resfriamento a temperaturas ultrabaixas, com o uso de 

nitrogênio líquido (NL, -196°C) ou sua fase vapor (-150°C), condição que interrompe os 

processos metabólicos e divisões celulares, reduzindo os riscos de alterações genéticas. Dessa 

forma, o material pode ser estocado por períodos teoricamente indeterminados, requerendo 

um mínimo de espaço e manutenção. A importância da criopreservação de espécies vegetais 

tem crescido nos últimos anos e seu uso prioritário em programas de conservação é 

recomendado, por assegurar o armazenamento de forma segura e eficaz de espécies 

propagadas vegetativamente, raras, ameaçadas, ou que produzem sementes não-ortodoxas, 

além de produtos biotecnológicos, especialmente aqueles produtores de substâncias de 

interesse (ENGELMANN, 2011). 

Um importante aspecto que deve ser considerado na criopreservação é a formação de 

cristais de gelo, que podem afetar a integridade celular (KACZMARCZYK et al., 2012). 

Assim, a desidratação é considerada uma das etapas críticas do processo, visando à remoção 

parcial da água e à redução das injúrias causadas pela cristalização. Nas técnicas clássicas ou 

convencionais de criopreservação de plantas, a desidratação é obtida durante o resfriamento, 

pela redução gradual da temperatura. Esse processo provoca, inicialmente, o congelamento do 

meio extracelular, criando uma diferença de pressão de vapor entre os dois lados da 

membrana, o que induz a saída da água do meio interno para atingir o equilíbrio osmótico, 

reduzindo a possibilidade de formação de cristais. Contudo, essa técnica não é indicada para 

tecidos multicelulares complexos, que requerem condições específicas para desidratação, e 

para espécies tropicais que não possuem mecanismos fisiológicos específicos de tolerância ao 

frio. Para esses materiais, a tolerância ao resfriamento pode ser induzida pela utilização de 

substâncias capazes de desidratar e proteger, simultaneamente, os sistemas celulares. 

As técnicas contemporâneas, desenvolvidas após a década de 1990, são baseadas no 

processo de vitrificação, que consiste na solidificação amorfa do meio intracelular, sem 

cristalização (ENGELMANN, 2011). Nessas técnicas, a remoção da água é obtida antes do 

resfriamento, pela exposição dos tecidos a soluções altamente concentradas ou pela 
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desidratação evaporativa (BENSON, 2008). Diferentes técnicas baseadas no processo de 

vitrificação já foram desenvolvidas, incluindo dessecação, vitrificação, encapsulamento, 

vitrificação em gota e, mais recentemente, a vitrificação e a desidratação em placas de 

alumínio (ENGELMANN, 2011; MATSUMOTO; NIINO, 2017).  

Apesar da ampla utilização das metodologias de conservação in vitro para o 

armazenamento em médio e longo prazo de materiais vegetais, possíveis danos estruturais, 

como plasmólise, injúrias de membrana e mudanças genéticas e epigenéticas, além de 

alterações da capacidade biossintética, têm sido associados às condições de estresse 

promovidas pela manipulação in vitro. Portanto, a avaliação da estabilidade morfológica, 

molecular e biossintética dos materiais conservados in vitro é também de grande relevância e 

deve ser considerada. 

 

 

Gênero Passiflora L. 

 

A família Passifloraceae possui aproximadamente 700 espécies, distribuídas em 25 

gêneros, sendo o gênero Passiflora L. o mais representativo, com cerca de 560 espécies 

descritas (FEUILLET; MACDOUGAL, 2007), conhecidas popularmente como maracujás. O 

Brasil é considerado um importante centro de origem do gênero com 150 espécies descritas, 

das quais 87 são consideradas endêmicas, concentradas principalmente nas regiões Sudeste e 

Norte, com 72 e 68 espécies identificadas, respectivamente (BERNACCI et al., 2015). 

Inicialmente, as espécies do gênero foram classificadas em quatro subgêneros: 

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

(FEUILLET; MACDOUGAL, 2003). O subgênero Astrophea possui 57 espécies de lianas e 

arbustos, com grande diversidade na América do Sul, enquanto que Deidamioides apresenta 

somente 13 espécies conhecidas, encontradas na América Central e América do Sul. Cerca de 

230 espécies foram descritas para o subgênero Decaloba, distribuídas por toda a América, 

Ásia e Oceania, enquanto que Passiflora inclui cerca de 250 espécies, sendo considerado o 

subgênero com o maior número de espécies conhecidas e estudadas. Sua distribuição é ampla, 

sendo a América do Sul considerada o maior centro de diversidade (ULMER; 

MACDOUGAL, 2004; KROSNICK et al., 2013). Há cerca de 10 anos, Krosnick, Ford e 

Freudenstein (2009), reconheceram um novo subgênero, Tetrapathea (DC.) P. S. Green, 

contendo apenas três espécies de lianas encontradas na Austrália, Papua-Nova Guiné e Nova 

Zelândia, aumentando o número de subgêneros para cinco. 
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Os maracujás são plantas trepadeiras, com hábito lenhoso ou herbáceo, apresentando 

folhas inteiras ou lobadas, simples, podendo variar nas formas dentro de uma mesma espécie. 

A maioria das espécies apresenta flores grandes, actinomorfas, com formas e cores variadas, o 

que justifica a sua utilização ornamental crescente. Os frutos são indeiscentes, geralmente 

globosos ou ovoides, com casca espessa, contendo em seu interior sementes envolvidas por 

um arilo mucilaginoso (CERVI, 1997).  

A cultura do maracujá é amplamente difundida devido à qualidade de seus frutos, que 

podem ser consumidos in natura ou processados industrialmente para a fabricação de sucos, 

doces e sorvetes. A valorização destes produtos está associada ao seu sabor e conteúdo de 

ácido ascórbico, açúcar, caroteno, riboflavonas e minerais (ULMER; MACDOUGAL, 2004), 

sendo considerado também um importante alimento funcional.  

A produção brasileira de maracujá ganhou importância econômica há cerca de 30 

anos, pelo incentivo da agroindústria e pela crescente demanda no mercado de frutas frescas. 

Embora exista uma grande diversidade de espécies de maracujá, apenas cerca de 30 espécies 

nativas apresentam frutos comestíveis, sendo poucas cultivadas comercialmente. Entre estas, 

destacam-se o maracujá-roxo (Passiflora edulis Sims), o maracujá-amarelo (P. edulis f. 

flavicarpa Degener) e o maracujá-doce (P. alata Curtis). Embora a expansão da produção de 

maracujá tenha sido significativa nos últimos anos, sendo cultivado em quase todo o território 

nacional, cerca de 95 % dos pomares são constituídos por uma única espécie, o maracujá-

amarelo (JANZANTTI; MONTEIRO, 2014; MALACRIDA; JORGE, 2012). O Brasil é 

considerado o maior produtor mundial de maracujá-amarelo, com aproximadamente 700,000 

toneladas produzidas em uma área aproximada de 50,000 hectares, principalmente na região 

Nordeste (IBGE, 2015).  

O maracujá-doce, apesar de ter origem local, ainda é pouco comercializado no Brasil, 

com preços relativamente altos para o consumidor, e é utilizado principalmente como fruta 

fresca. Sua área cultivada no país é cerca de 3% em relação ao total ocupado pela cultura do 

maracujá-amarelo (MACIEL et al., 2009). Por outro lado, o maracujá-roxo, assim chamado 

devido à coloração púrpura da casca do fruto maduro, é muito utilizado na Austrália e África 

do Sul, possuindo maior porcentagem de açúcares que o maracujá-amarelo, com rendimento e 

qualidade de suco semelhantes. Além disso, apresenta potencial de produção de até 30 - 40 

toneladas por hectare, podendo ser destinado para indústria, consumo in natura e exportação. 

Além do potencial agronômico e ornamental, algumas espécies de Passiflora 

despertam também interesse do ponto de vista medicinal, com base no seu uso popular, sendo 

utilizadas desde o século XIX para o tratamento de insônia, ansiedade e irritabilidade, por 
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meio de chás e infusões de folhas, frutos e raízes (DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004; 

MIRODDI et al., 2013). Tendo em vista a grande diversidade de atividades biológicas já 

descritas para o gênero, algumas espécies de Passiflora, como P. incarnata, P. alata e P. 

edulis são consideradas drogas oficiais nas Farmacopeias de diversos países e indicadas, no 

Brasil, como fitoterápicos pelo Sistema Único de Saúde. Nos últimos 10 anos, estudos 

farmacológicos realizados com diversas espécies do gênero comprovaram diferentes 

atividades biológicas, incluindo atividades ansiolítica, anti-inflamatória, antibacteriana e 

antioxidante (Quadro 1). 

O potencial medicinal das espécies de Passiflora está associado à presença de diversas 

substâncias nos diferentes materiais vegetais. Estudos sobre a composição química destes 

materiais vêm sendo realizados há décadas, descrevendo principalmente a presença de 

alcaloides (FRYE; HAUSTEIN, 2007; LUTOMSKI; MALEK, 1975; REHWALD; 

STICHER; MEIER, 1995; TSUCHIYA  et  al.,  1999), flavonoides (BARBALHO et al., 

2011; FERRERES et al., 2007; MORAES; VILEGAS; LANÇAS, 1997; MÜLLER et al., 

2005; RAFFAELLI et al., 1997; ZERAIK; YARIWAKE, 2010) e saponinas (BIRK; 

PROVENSI; GOSMANN, 2005; DOYAMA et al., 2005; REGINATTO et al., 2004; WANG 

et al., 2013; YOSHIKAWA et al., 2000a; 2000b). Contudo, outros constituintes foram 

também isolados de espécies de Passiflora, como glicosídeos cianogênicos, carotenoides, 

aminoácidos, carboidratos e óleos essenciais, além de vitaminas, fibras e minerais 

(DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004; SPARG; LIGHT; VAN STADEN, 2004; 

STRASSER, 2011; ZIBADI et al., 2007). 
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Quadro 1 - Atividades biológicas descritas em espécies do gênero Passiflora nos últimos 15 

anos. 

Atividade 

Biológica 
Espécie 

Material 

Vegetal 
Referência 

Analgésica 

P. foetida Folhas SASIKALA et al., 2011 

P. incarnata Folhas INGALE; KASTURE, 2012 

P. foetida Planta Inteira ASADUJJAMAN et al., 2014 

P. subpeltata Folhas SHANMUGAM et al., 2014 

P. leschenaultii Folhas SHANMUGAM et al., 2016 

Antioxidante 

P. edulis f. 

flavicarpa 
Fruto JANZANTTI et al., 2012 

P. edulis Fruto ROTILI et al., 2013 

P. manicata Folhas MORRONE et al., 2013 

P. edulis Folhas SILVA et al., 2013 

P. edulis,  

P. edulis f. 

flavicarpa,  

P. maliformis,  

P. quadrangularis 

Fruto RAMAIYA et al., 2013 

P. alata Folhas COLOMEU et al., 2014 

P. alata Folhas LUGATO et al., 2014 

P. pohlii Raízes SIMÃO et al., 2016 

P. alata Folha FIGUEREDO et al., 2016 

P. mollissima Fruto GARCÍA-RUIZ et al., 2017 

Antibacteriana 

P. foetida Folhas e Frutos 
MOHANASUNDARI et al., 

2007 

P. incarnata Parte Aérea PATIL, 2010 

P. edulisf. 

flavicarpa 

Frutos e 

Sementes 

LOPES-VARGAS et al., 

2013 

P. edulis, P. 

quadrangularis, P. 

maliformis 

Folhas e Caule RAMAIYA et al., 2014 

Antiviral P. edulis Raízes MULLER et al., 2007 
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Atividade 

Biológica 
Espécie 

Material 

Vegetal 
Referência 

Ansiolítica 

P. actinia Folhas LOLLI et al., 2007 

P. quadrangularis Folhas CASTRO et al., 2007 

P. incarnata - MOVAFEGH et al., 2008 

P. edulis f. 

flavicarpa 
Parte Aérea DENG et al., 2010 

P. incarnata Parte Aérea SAMPATH et al., 2011 

P. edulis, P. edulis 

f. flavicarpa 
Parte Aérea LI; GAO; LI, 2011 

P. incarnata Parte Aérea ASLANARGUN et al., 2012 

Antidepressiva P. edulis Folhas e Caule WANG et al., 2013 

Anticonvulsivante P. incarnata Parte Aérea 

NASSIRI-ASL, SHARIATI-

RAD, ZAMANSOLTANI, 

2007 

Anti-inflamatória 

P. edulis f. 

flavicarpa 
Folhas MONTANHER et al., 2007 

P. edulis, P. alata Folhas VARGAS et al., 2007 

P. edulis Folhas ZUCOLOTTO et al., 2009 

P. foetida Folhas SASIKALA et al., 2011 

P. nitida Folhas 
MONTEFUSCO-PEREIRA 

et al., 2013 

P. alata Folha FIGUEREDO et al., 2016 

P. edulis Sementes MIZUSAKI et al., 2017 

Antihiperglicêmica 

P. edulis Frutos SALGADO et al., 2010 

P. edulis Frutos BARBALHO et al., 2011 

P. incarnata Folhas GUPTA et al., 2012 

P. nitida Folhas 
MONTEFUSCO-PEREIRA 

et al., 2013 

P. alata Folhas COLOMEU et al., 2014 

Antipirética 
P. subpeltata Folhas SHANMUGAM et al., 2014 

P. leschenaultii Folhas SHANMUGAM et al., 2016 

Atividade Espécie Material Referência 
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Biológica Vegetal 

Anti-hipertensiva P. nepalensis Planta inteira PATEL et al., 2011 

Antifúngica 
P. edulis f. 

flavicarpa 
Sementes RIBEIRO et al., 2012 

Anti-osteoporose P. foetida Planta Inteira AHMAD et al., 2017 

Antidiarreica P. foetida Planta Inteira ASADUJJAMAN et al., 2014 

Imunoestimulante P. alata Folhas SILVEIRA et al., 2011 

 

 

Os flavonoides já descritos em Passiflora estão presentes principalmente nas folhas e 

nos frutos e são, em sua maioria, C-glicosídeos, nos quais os açúcares estão diretamente 

ligados ao núcleo aromático por uma ligação carbono-carbono, embora já tenham sido 

encontrados também flavonoides O-glicosilados (DOYAMA et al., 2005). Já foi relatada a 

ocorrência de cerca de 50 diferentes flavonoides em espécies de Passiflora, sendo os 

principais vitexina, isovitexina, orientina, isoorientina, schaftosídeo e swertisina 

(ZUCOLOTTO et al., 2012). A atividade antioxidante de extratos de algumas espécies de 

maracujás é associada à presença desses flavonoides C-glicosilados. Estes antioxidantes 

naturais, que apresentam uma grande diversidade estrutural, vêm sendo amplamente 

utilizados nos últimos anos pelos seus efeitos benéficos para a saúde, especialmente na 

prevenção de doenças cardiovasculares e doenças neurodegenerativas (KRIS-ETHERTON et 

al., 2002; NILSSON et al., 2005). Além disso, também vêm sendo explorados pela indústria 

de cosméticos (GESZTESI; DA LUZ, 2007). 

Alguns trabalhos descrevem também a presença de alcaloides do tipo indólico, 

derivados do sistema β-carbolina, como harmana, harmina, harmalina, harmol e harmalol, 

encontrados principalmente em extratos de folhas e caules de P. incarnata, P. alata e P. 

edulis f. flavicarpa (FRYE; HAUSTEIN, 2007; LUTOMSKI; MALEK, 1975; REHWALD; 

STICHER; MEIER, 1995; TSUCHIYA et al., 1999). Os alcaloides do tipo indólico 

constituem um dos grandes grupos dessa classe e muitos possuem atividade biológica 

comprovada, podendo ser utilizados no tratamento de distúrbios de ansiedade e hipertensão, 

além de possuir propriedades sedativas e tranquilizantes (MÜLLER, 2006; PEREIRA; 

VILEGAS, 2000).   

As saponinas, um grande grupo de glicosídeos amplamente distribuídos em plantas 

superiores, com vasta diversidade estrutural e funcional, são também frequentemente 
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encontradas em espécies de Passifloras. A primeira saponina descrita no gênero foi uma 

substância derivada de lanostato e foi detectada em extratos de folhas de P. edulis, sendo 

denominada passiflorina (BOMBARDELLI et al., 1975). Posteriormente, outras saponinas 

esteroidais e triterpênicas foram isoladas de folhas e de caules da mesma espécie 

(REGINATTO et al. 2001; YOSHIKAWA et al., 2000b) e também encontradas em P. alata e 

P. pohlii (GOSMANN et al., 2011; REGINATTO et al., 2001; SIMÃO et al., 2016). 

 

 

Passiflora pohlii Mast.  

 

Passiflora pohlii Mast., a espécie estudada neste trabalho, pertence ao subgênero 

Decaloba e é conhecida como maracujá-do-campo, maracujá-do-mato, maracujá-pintado, 

maracujá-silvestre ou maracujazinho. É uma espécie nativa do Brasil, sendo encontrada no 

Cerrado, Mata Atlântica e Pantanal (Figura 1), biomas sob forte impacto antrópico 

(BERNACCI et al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 - Distribuição geográfica de Passiflora 

pohlii Mast. 

 

Fonte: http://floradobrasil.jbrj.gov.br/ 
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As plantas são trepadeiras de caule herbáceo, com folhas cuneiformes. Suas flores 

possuem de 2,5 a 4,5 cm de diâmetro, com sépalas lanceoladas, oblongas e de coloração 

esverdeada, enquanto as pétalas são linear-lanceoladas e brancas (Figura 2A). A corona é 

branca, com duas séries de filamentos, enquanto o androginóforo é de coloração arroxeada, 

com base anular. O fruto é uma baga globosa púrpura-escuro, com até dois centímetros de 

diâmetro (Figura 2B), e as sementes são oblongiformes e sulcadas transversalmente (FARIA; 

STEHMANN, 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Passiflora pohlii floresce ao longo de todo o ano, com o pico da floração ocorrendo 

entre os meses de setembro e outubro. As flores se desenvolvem aos pares, duram apenas um 

dia e apresentam estrutura semelhante à uma plataforma para os visitantes, com peças florais 

resistentes, odor agradável, néctar protegido e em quantidades moderadas. Estudos sobre a 

biologia reprodutiva classificaram a espécie como xenógama obrigatória, auto-incompatível, 

sendo dependente de polinizadores para sua reprodução sexuada. Entre os seus polinizadores 

estão as abelhas do gênero Ptiloglossa, moscas (Drosophila melanogaster) e formigas do 

gênero Acromyrmex (FARIA; STEHMANN, 2010). 

Segundo Junqueira e colaboradores (2005), P. pohlii apresenta tolerância a patógenos 

do solo pertencentes ao gênero Phytophtora, que provocam grandes prejuízos à cultura de 

maracujá. Essa característica confere à espécie grande potencial agronômico, podendo servir 

Figura 2 - Passiflora pohlii Mast. 

B A 

Legenda: A) Flor; B) Fruto (http: //www. traium.andesamazon.org). 
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como base para estudos visando à sua utilização como porta-enxerto e no controle de 

patógenos do solo. 

Passiflora pohlii tem sido objeto de estudos biotecnológicos no Núcleo de 

Biotecnologia Vegetal da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (NBV/UERJ) nos 

últimos 13 anos. Esses estudos resultaram no estabelecimento de estratégias eficientes de 

micropropagação a partir de explantes caulinares, com a formação de brotos por organogênese 

direta e indireta (MERHY, 2014). Os sistemas de regeneração de plantas desenvolvidos foram 

ainda utilizados como base para metodologias de criopreservação de segmentos nodais 

utilizando a técnica de vitrificação (MERHY et al., 2014). 

Mais recentemente, foram também estabelecidas condições para a obtenção de culturas 

de raízes adventícias a partir de segmentos caulinares e radiculares excisados de plantas 

propagadas in vitro, utilizando diferentes tipos de auxinas e sistemas de cultura. Além disso, 

foi avaliado o perfil fitoquímico e potencial antioxidante dos extratos obtidos a partir de 

diferentes materiais obtidos in vitro, em comparação com plantas mantidas em condições 

naturais, sendo observada a presença de flavonoides em extratos de folhas, e de saponinas, 

com alta atividade antioxidante, em extratos de raízes (SIMÃO, 2015; SIMÃO et al., 2016). 

Diante do exposto, dando continuidade aos estudos já realizados com P. pohlii, este 

trabalho é integrado por abordagens que visam ao estabelecimento de novos sistemas de cultura e 

de protocolos de criopreservação, assim como o aprofundamento dos estudos já realizados, 

investigando aspectos fitoquímicos e histológicos, e o potencial farmacológico dos materiais 

obtidos in vivo e in vitro. Desta forma, o trabalho será apresentado em forma de ítens, dentro dos 

objetivos propostos, conforme a seguir.  

 

 



33 
 

1  OBJETIVOS 

 

O objetivo geral deste trabalho foi investigar aspectos fitoquímicos e o potencial 

farmacológico de materiais obtidos in vivo, in vitro e criopreservados de Passiflora pohlii 

Mast.  

 

 

1.1 Objetivos específicos: 

 

• Identificar os flavonoides presentes nos extratos de folhas de plantas mantidas em 

condições naturais, por meio de Cromatografia Líquida de Alta Eficiência Acoplada a 

Espectrometria de Massas (CLAE-UV-IES-EM) e Ressonância Magnética Nuclear 

(RMN); 

• Estabelecer culturas de calos a partir de segmentos foliares excisados de plantas in 

vitro, visando à produção em larga escala de metabólitos de interesse;  

• Estabelecer um protocolo de criopreservação para segmentos radiculares excisados de 

plantas in vitro utilizando a técnica de V-Crioplaca; 

• Caracterizar as alterações celulares e avaliar a capacidade biossintética de segmentos 

radiculares submetidos à criopreservação;  

• Comparar o perfil fitoquímico de extratos dos diferentes materiais vegetais obtidos e 

conservados in vitro, por meio de análises cromatográficas; 

• Avaliar os potenciais antioxidante e antibacteriano de extratos dos diferentes materiais 

vegetais obtidos in vitro. 
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2 IDENTIFICAÇÃO DE FLAVONOIDES EM EXTRATOS DE FOLHAS DE 

Passiflora pohlii Mast. 

 

 

Introdução 

 

Os flavonoides representam um dos grupos mais importantes de substâncias 

polifenólicas, sendo amplamente encontrados no reino vegetal. Sua presença já foi descrita 

em algumas espécies de briófitas e pteridófitas, mas sua maior distribuição ocorre nas 

angiospermas (ZUANAZZI; MONTANHA, 2010).  

Derivados da via dos fenilpropanoides, os flavonoides são formados a partir da junção 

de três moléculas de malonil-CoA com uma molécula 4-cumaril-CoA. Sua estrutura básica 

inclui 15 átomos de carbono em seu núcleo fundamental, constituído de dois radicais fenilas, 

denominados anéis A e B, ligados por uma cadeia de carbonos (ZUANAZZI; MONTANHA, 

2010) (Figura 3). 

Grande parte dos flavonoides ocorre conjugada com moléculas de açúcares, sendo 

conhecidos como glicosídeos ou heterosídeos. São denominados de O-glicosilados (ou O-

heterosídeos) quando essa ligação ocorre por meio de um átomo de oxigênio, e de C-

glicosilados quando a ligação é feita com um átomo de carbono. Flavonoides não conjugados 

a açúcares são denominados agliconas ou, mais frequentemente, flavonoides de forma livre 

(PANCHE; DIWAN, CHANDRA, 2016). 

Devido à sua grande diversidade estrutural, os flavonoides foram distribuídos em 

diferentes subgrupos. Aqueles que possuem o anel B ligado à posição 3 do anel C são 

chamados de isoflavonas, enquanto os que possuem o anel B ligado na posição 4 são 

classificados como neoflavonoides. Os flavonoides que apresentam o anel B ligado na posição 

2 são divididos em outros subgrupos, com base nas características estruturais do anel C: 

flavonas, flavonois, flavanonas, catequinas, antocianinas e chalconas (PANCHE; DIWAN, 

CHANDRA, 2016; ZUANAZZI; MONTANHA, 2010) (Figura 4). 
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Figura 3 - Via biossintética de flavonoides em células vegetais 

 

 

Fonte: ZUANAZZI e MONTANHA (2010) 
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   Figura 4 - Estrutura básica dos subgrupos de flavonoides 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    Fonte: adaptado de PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016. 

 

 

 

Nos vegetais, os flavonoides são responsáveis pela coloração e aroma das flores, pela 

atração de polinizadores e, consequentemente, na dispersão dos frutos para auxiliar na 

germinação de sementes e esporos, e no crescimento e desenvolvimento de brotos. Também 

auxiliam na proteção das plantas contra diferentes estresses bióticos e abióticos, 

principalmente contra a radiação UV. Flavonoides também funcionam como moléculas 

sinalizadoras, substâncias alelopáticas, fitoalexinas, agentes detoxificantes, além de atuarem 

na defesa contra microrganismos (PANCHE; DIWAN, CHANDRA, 2016). Devido às suas 

propriedades bioativas, os flavonoides também estão associados à redução do risco de 

doenças em humanos, sendo amplamente conhecidos pelo seu grande potencial antioxidante, 

anti-inflamatório, antiviral, antibacteriano e antitumoral (KUMAR; PANDEY, 2013).  

No gênero Passiflora, os flavonoides constituem uma das principais classes de 

substâncias bioativas. Os mais comumente encontrados são os flavonoides C-glicosilados, 

Apigenina 
Luteolina 

Quercetina Kaempferol 

Genisteína Floretina 

Chalconarigenina 
Dadzeína 

Narigenina Hesperetina Cianidina Delfinidina Antocianinas 

Chalconas 

Flavonois Flavonas 

 

Isoflavonas 

Flavonois 

Esqueleto básico 
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classificados como C-glicosilflavonas derivadas das agliconas apigenina e luteolina 

(LANÇAS, 1997; MORAES; VILEGAS; OGA et al., 1984; PETRY et al., 2001), ocorrendo 

frequentemente como isômeros (PEREIRA; VILEGAS, 2000) (Figura 5). Devido à grande 

diversidade estrutural e estabilidade química são consideradas substâncias essenciais para 

serem utilizadas como marcadores químicos no gênero (GOSMANN et al., 2011). 

  

 

Figura 5 - Flavonoides C-glicosilados encontrados em espécies de Passiflora 

 
 

Flavonoides  

C-glicosilados 

Peso 

molecular 
[M-H] m/z Aglicona R1 R2 R3 R4 R5 

2-vicenina 594 593 Apigenina Gli Gli H OH H 

6,8-di-

glicosilcrisina 

578 577 Crisina Gli Gli H H H 

Spinosina 608 607 Apigenina Gli-O-Gli H H OH CH3 

Isoorientina 448 447 Luteolina Gli H OH OH H 

Svertisina 446 445 Apigenina Gli H H OH CH3 

Isovitexina 432 431 Apigenina Gli H H OH H 

Vitexina-2’’-O-

raminosídeo 

578 577 Apigenina H Gli-O-

Ram 

H OH H 

Orientina 448 447 Luteolina H Gli OH OH H 

Vitexina 432 431 Apigenina H Gli H OH H 

Legenda: Gli = Glicose; Ram = Ramnose. Adaptado de ZUCOLOTTO et al., 2011. 

 

 

 

A detecção e identificação dessas substâncias em espécies de Passiflora têm sido 

amplamente realizadas por meio de análises cromatográficas, incluindo a Cromatografia em 

Camada Delgada (CCD), a Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) e a 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência acoplada a Espectrometria de Massas (CLAE-EM).   
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A técnica de CCD consiste na separação dos componentes de uma mistura através da 

migração diferencial, sobre uma camada delgada de um adsorvente retido em uma superfície 

plana, geralmente placas de vidro ou folhas de alumínio revestidas com sílica gel. A 

identificação das substâncias de interesse pode ser realizada pela comparação do fator de 

retenção (RF) com um padrão. Esta técnica permite a análise simultânea de várias amostras de 

forma fácil, rápida e barata, em um curto espaço de tempo, sendo considerada uma estratégia 

valiosa para a identificação e avaliação qualitativa de substâncias vegetais (BIRK; 

PROVENSI; GOSMANN, 2005; WAGNER; BLADT, 2001).  

A CLAE é um método físico-químico bastante utilizado para separação de substâncias 

encontradas em misturas simples ou complexas, devido à sua grande versatilidade, 

reprodutibilidade, estabilidade e precisão, permitindo a análise de uma grande variedade de 

substâncias (ZERAIK, 2010). Além disso, é mais específica e, portanto, mais precisa, que a 

técnica de CCD. Nas análises por CLAE, a separação de substâncias é baseada no 

deslocamento seletivo em consequência das interações entre o soluto, a fase estacionária e a 

fase móvel, podendo variar, de acordo com o tipo da interação. Na cromatografia em fase 

normal, por exemplo, a polaridade da fase estacionária é maior que a da fase móvel, enquanto 

na cromatografia em fase reversa, a fase móvel é a mais polar (RODRIGUES, 2013; 

ZERAIK, 2010).  

Na técnica de CLAE, a fase estacionária, geralmente composta por sílica, encontra-se 

na coluna cromatográfica, enquanto a fase móvel é constituída pelos solventes utilizados para 

a análise. A fase móvel pode ser utilizada em condição isocrática, sem a variação das 

proporções dos solventes, ou em gradiente, com dois ou mais sistemas de solventes variando 

durante o tempo da análise. O método de CLAE permite ainda a detecção das substâncias 

separadas, por meio de detectores acoplados ao sistema (RODRIGUES, 2013), incluindo os 

de UV, o de índice de refração, de fluorescência, de condutividade elétrica e eletroquímico 

(ZERAIK, 2010).  

Apesar de a CLAE possuir alta sensibilidade e exatidão, a determinação da estrutura 

química de uma substância requer ainda a utilização de uma técnica confirmatória. Dessa 

forma, a espectrometria de massas acoplada à cromatografia líquida (CLAE-EM) constitui 

uma ferramenta analítica de grande interesse para análises qualitativas e quantitativas, uma 

vez que fornece informações estruturais de substâncias presentes em extratos, utilizando 

pequenas quantidades de material (LANÇAS, 2009).  

O espectrômetro de massas é um detector universal, que fornece informações sobre a 

massa molecular e características estruturais de amostras simples ou complexas. Inicialmente, 
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a espectrometria de massas era utilizada apenas para a determinação de massas moleculares. 

Além disso, os modos de ionização mais antigos, como a ionização por impacto de elétrons, 

limitavam o seu uso para análise de substâncias não polares, voláteis e termoestáveis. 

Posteriormente, no entanto, a utilização de técnicas de ionização suave, como por 

electrospray (ESI), possibilitou a análise de substâncias polares, não voláteis e termolábeis, 

permitindo também a análise de suas propriedades físicas e/ou químicas por EM (CABRERA, 

2006). Além disso, é possível ainda obter informações estruturais mais detalhadas utilizando a 

espectrometria de massas sequencial (EM/EM), em combinação com a dissociação induzida 

por colisão (DIC) (CUYCKENS; CLAEYS, 2004). 

A elucidação estrutural de substâncias orgânicas não conhecidas também pode ser 

realizada pela associação da espectrometria de massas à Ressonância Magnética Nuclear 

(RMN). Nessa técnica, os espectros de ressonância são obtidos a partir da exposição da 

amostra a um campo magnético, de forma que os núcleos que apresentem um momento 

magnético nuclear (núcleos com número de massa ímpar, como 1H e 13C, por exemplo) 

possam entrar em ressonância com a radiofrequência aplicada, absorvendo energia 

eletromagnética em frequências características, conforme sua vizinhança química 

(FALKENBERG; SANTOS; SIMÕES, 2010).  

Os espectros de RMN de 1H e 13C são os mais utilizados e sua interpretação permite 

caracterizar o número e o tipo de átomos de hidrogênio e carbono de uma determinada 

substância, em função da localização e do desdobramento dos sinais correspondentes à sua 

absorção de energia eletromagnética (FALKENBERG; SANTOS; SIMÕES, 2010).   

Em um recente trabalho com folhas de P. pohlii, Simão e colaboradores (2016) 

descreveram a presença de saponinas com atividade antioxidante nas raízes de plantas 

mantidas in vivo e cultivadas in vitro. Também foram observadas duas outras substâncias nos 

extratos brutos de folhas de plantas in vivo e in vitro, consideradas majoritárias nesses 

materiais. Essas substâncias foram preliminarmente caracterizadas como flavonoides, por 

apresentarem padrões característicos de absorção em UV. Análises por CLAE-EM revelaram 

ainda que elas apresentavam a mesma massa experimental [M-1] = 607,1738, compatível com 

a de flavonoides ligados a dois açúcares, podendo ser considerados isômeros. Entretanto, não 

foi possível associá-las aos principais flavonoides descritos para espécies do gênero 

Passiflora (SIMÃO, 2015).  

Dessa forma, o objetivo desta parte do trabalho foi identificar os flavonoides presentes 

em folhas de plantas de P. pohlii mantidas em condições naturais, utilizando a técnica de 

RMN.  
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2.1 Material e Métodos 

 

 

2.1.1  Material vegetal 

 

Plantas de P. pohlii mantidas in vivo no telado do Laboratório de Micropropagação e 

Transformação de Plantas do NBV/UERJ foram utilizadas como fontes de materiais botânicos 

para este trabalho. Um exemplar representativo dessas plantas encontra-se depositado no 

Herbário da UERJ, sob o registro HRJ 12198.  

 

 

2.1.2  Preparo e purificação de extratos vegetais 

 

Para as análises cromatográficas, foram preparados extratos brutos de folhas de plantas 

mantidas em condições naturais, de acordo com a metodologia descrita por Birk e 

colaboradores (2005). Foram utilizados 5 g de material seco em estufa a 45ºC, por 24 horas. 

Os extratos foram preparados utilizando-se etanol a 40% por 1 hora, em refluxo e 

posteriormente foram secos em banho-maria a 90ºC. Em seguida, aproximadamente 10 mg do 

extrato bruto foi purificado utilizando solventes em ordem crescente de polaridade (acetato de 

etila, hexano e metanol - Tedia®, Brasil).  

A fração metanólica do extrato foi utilizada para as análises de CLAE-UV-DAD e 

RMN. Para isso, o extrato foi ressuspenso em 1 a 2 mL de metanol (PA, Tedia®, Brasil), com 

auxílio de ultrassom, por cerca de 5 minutos. 

 

 

2.1.3 Análise por CLAE-UV-DAD 

 

A detecção e a quantificação do flavonoide presente na fração metanólica do extrato 

de folhas foi realizada por CLAE-UV-DAD, de acordo com Costa e colaboradores (2011), 

com modificações. Foi utilizado o aparelho (Dionex Ultimate 3000) acoplado a uma coluna 

C18 (Dionex Bonded Silica Products, 4,6 x 250 mm, 5 µm). A fase móvel foi constituída de 

um gradiente composto pelas soluções A (água ultrapura MilliQ® acidificada com ácido 

acético glacial a 1%, pH ajustado para 3) e B (acetonitrila), como descrito no quadro 2.  
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Quadro 2 - Gradiente composto pelas soluções A (água ultrapura MilliQ® acidificada com 

ácido acético glacial a 1%, com pH 3,0) e B (acetonitrila) para a análise por CLAE-UV-DAD 

 

Gradiente  

(min) 

Solução A  

(%) 

Solução B  

(%) 

0 95 5 

30 80 20 

40 80 20 

47 95 5 

 

 

 

A taxa de fluxo do efluente foi mantida a 1mL/min, em temperatura ambiente, e o 

volume de injeção foi de 10 µL.  

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. 

 

 

2.1.4  Análise por RMN   

 

As análises por RMN 1H (400 MHz) e 13C (125 MHz) foram realizadas utilizando o 

equipamento Bruker Avance II-400, na Plataforma Analítica de Farmanguinhos, localizada na 

Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), em colaboração com o Prof. Dr. Davyson Moreira do 

Laboratório de Toxicologia. As amostras foram diluídas em dimetilsulfóxido deuterado 

(DMSO-d6) (Tedia®, Brasil), e a substância trimetilsilano (TMS) (Tedia®, Brasil) foi utilizada 

como padrão interno. As constantes de deslocamento foram apresentadas ppm e as constantes 

de acoplamento, em Hertz (J). 
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2.2 Resultados 

 

2.2.1. Análise cromatográfica 

 

A análise cromatográfica por CLAE-UV-DAD da fração metanólica do extrato de 

folhas de plantas de P. pohlii mantidas em condições naturais detectou um sinal 

correspondente aos flavonoides (tR = 32,7 minutos), com absorção a 340 nm (Figura 6). 

Devido à sua alta concentração em relação aos demais sinais observados, foi constatado que o 

método utilizado para a purificação dos flavonoides permitiu a separação da substância com 

um grau de pureza de 95%, o suficiente para realizar a análise por RMN.  

 

 

 

   Figura 6 - Perfil cromatográfico obtido por CLAE-UV-DAD da fração metanólica do 

extrato de folhas de plantas de P. pohlii mantidas em condições naturais, com detecção em 

UV340nm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      Legenda: No detalhe, espectro de absorção UV do sinal observado.  
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2.2.2 Análise por RMN 

 

O espectro de RMN 1H da substância presente na fração metanólica do extrato de 

folhas de P. pohlii demonstrou a presença de sinais na região de hidrogênios aromáticos entre 

6,9 e 8,01 ppm e sinal de hidrogênios alifáticos na região entre 2,9 e 5,9 ppm. Foi observada 

também a presença de um simpleto com integração para três hidrogênios em 3,9 ppm, 

compatível com sinal de hidrogênios metoxílicos (-O-CH3). A presença de dois sinais em 5,45 

ppm e em 5,6 ppm com integração para um hidrogênio cada e constante de acoplamento de 

2,0 Hz, denota a presença de dois açúcares na molécula. No entanto, a ausência de sinais de 

hidrogênios de grupo metila (-CH3) entre 1,0 e 2,0 ppm descarta a possibilidade de um desses 

flavonoides ser a rutina. O espectro de RMN 13C demonstrou a presença de sinais na região de 

açúcares entre 60,0 e 103,0 ppm e sinais de carbonos aromáticos entre 100,00 e 182,00 

(Tabela 1).  

Considerando o peso molecular obtido anteriormente por CLAE-EM 

(aproximadamente 608) (SIMÃO, 2015) e os dados de RMN 1H e 13C (Tabela 1), foi possível 

concluir que as substâncias analisadas são flavonas O-metoxiladas e C-glicosiladas, com dois 

resíduos de glicose. Além disso, foram observados, no espectro de RMN 1H e 13C, alguns 

sinais dobrados em menor intensidade, o que confirma se tratar de uma mistura de dois 

isômeros. Os sinais referentes ao grupo carbonila (C=O) no espectro de RMN 13C (dois sinais 

em 181,86 ppm e 182,18 ppm, respectivamente) respalda fortemente essa conclusão.  

A busca na literatura e a comparação dos dados de CLAE-EM e RMN 1H e 13C 

permitiram ainda identificar a substância majoritária presente na fração metanólica do extrato 

de folhas de P. pohlii como iso-spinosina (Figura 7A) e a minoritária, com proporção 

aproximada de 3:1, com base na intensidade do sinal do grupo carbonila, como spinosina 

(Figura 7B). 
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Tabela 1 – Deslocamentos de RMN 13C (ppm) das substâncias presentes na fração metanólica 

de extratos de folhas de P. pohlii mantidas in vivo e diluídas em DMSO-d6 

 

 Posição Substância 1 Substância 2 

Aglicona 

2 164,93 164,93 

3 102,94 102,84 

4 181,86 181,18 

5 161,24 161,24 

6 102,84 163,74 

7 160,42 160,42 

8 163,59 90,33 

9 156,84 156,95 

10 105,17 105,36 

1´ 120,83 120,83 

2´/6´ 128,40 128,40 

3´/ 5´ 115,89 115,89 

4´ 159,55 159,55 

Açúcares 

1´´ 102,90 102,90 

2´´ 74,40 74,40 

3´´ 76,60 76,60 

4´´ 70,30 70,30 

5´´ 76,30 76,30 

6´´ 60,40 60,40 

1´´´ 102,80 102,80 

2´´´ 92,60 92,60 

3´´´ 76,20 76,20 

4´´´ 74,60 74,60 

5´´´ 76,20 76,20 

6´´´ 61,30 61,30 
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A 

 

B 

 

Figura 7 - Flavonoides encontrados nos extratos de folhas de Passiflora pohlii Mast 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

   Legenda: A) Iso-spinosina; B) Spinosina. 

 

 

 

 

2.3 Discussão 

 

Em um estudo anterior (SIMÃO, 2015) visando à caracterização do perfil fitoquímico 

de Passiflora pohlii utilizando as técnicas de CCD, CLAE-UV e CLAE-EM, foi evidenciada 

a presença de dois flavonoides nos extratos de folhas excisadas de plantas mantidas sob 

condições naturais e de plantas obtidas in vitro, com padrões característicos de absorção em 

UV. As análises por CCD indicaram ainda que essas substâncias eram derivadas de apigenina, 

uma vez que apresentaram coloração amarelo-esverdeada quando reveladas com NP/PEG e 

visualizadas em UV 365nm. Além disso, foi também observado que os dois flavonoides 

apresentaram a mesma massa molecular e padrões de fragmentação semelhantes por CLAE-

EM, indicando se tratar de isômeros, presentes em ambos os extratos analisados. Dessa forma, 

neste trabalho, foram realizadas análises por RMN visando à identificação e elucidação 

estrutural dos flavonoides presentes nas folhas dessa espécie.   

A técnica de CLAE-EM tem sido bastante utilizada para a análise de substâncias 

polifenólicas, como os flavonoides, em extratos de plantas, uma vez que permite determinar a 

massa molecular, além de fornecer outras informações sobre a molécula, como a estrutura da 

aglicona e os tipos de carboidratos presentes (mono, di, tri ou oligossacarídeos, e hexoses, 

deoxihexoses ou pentoses). Essa técnica possibilita ainda a detecção de outros substituintes, 
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de ligações interglicosídicas e dos pontos de ligação dos substituintes na aglicona 

(CUYCKENS; CLAEYS, 2004). No gênero Passiflora, por exemplo, a técnica de CLAE-EM 

e suas variações já foram amplamente utilizadas para a descrição e identificação de diversos 

flavonoides (ICHMURA et al., 2006; PEREIRA; YARIWAKE; MCCULLAGH, 2005; 

SAKALEM; NEGRI; TABACH, 2012; SIMIGIOTIS et al., 2013; WOHLMUTH et al., 2010; 

ZUCOLOTTO et al., 2011). No entanto, apesar da grande sensibilidade e precisão, os 

métodos de EM muitas vezes não permitem a identificação das amostras analisadas.  

A RMN é considerada uma importante metodologia para a elucidação estrutural de 

substâncias complexas em extratos vegetais e tem sido utilizada de forma eficiente em 

associação com as técnicas de CLAE-UV e CLAE-EM para a identificação de flavonoides 

glicosilados (BUENO et al., 2016; CHANG; LEE, 2012; CUYCKENS; CLAEYS, 2004; 

MANEECHAI et al., 2012; KIM et al., 2015; PAVIA et al., 2010; RAUTER et al., 2005).  

Os dados obtidos neste trabalho pela análise dos espectros de RMN 1H e 13C, quando 

observados em conjunto com os obtidos anteriormente pelas análises por CLAE-UV e CLAE-

EM (SIMÃO, 2015), permitem sugerir que os flavonoides encontrados nas folhas de P. pohlii 

são os isômeros C-glicosilados spinosina e iso-spinosina, sendo este último considerado a 

substância majoritária presente nos extratos.  

Embora a iso-spinosina ainda não tenha sido descrita em espécies de Passiflora, 

reforçando o caráter inédito do presente trabalho, a presença de spinosina já foi relatada por 

Langassner (2009) e Zucolotto e colaboradores (2011), em extratos de folhas e pericarpo de 

P. edulis var. flavicarpa. Nesses estudos, o valor da massa molecular do flavonoide 

(aproximadamente 608) foi a mesma daquela observada nas análises por CLAE-EM de folhas 

de P. pohlii (SIMÃO, 2015).  

A presença de isômeros de flavonoides C-glicosilados é bastante comum no gênero 

Passiflora, sendo os mais frequentes vitexina e isovitexina, orientina e isoorientina 

(PEREIRA; VILEGAS, 2000). Apesar de possuírem a mesma massa molecular, essas 

substâncias apresentam pequenas diferenças estruturais, como mudanças nas posições de 

glicosilação e hidroxilação, as quais podem acarretar diferenças nas suas atividades biológicas 

(PIKULSKI; BRODBELT, 2003). 

Além das espécies de Passiflora, os flavonoides spinosina e iso-spinosina já foram 

descritos em sementes de Zizyphus jujuba var. spinosa, uma planta utilizada na medicina 

tradicional chinesa (LEE et al., 2016; LIU et al., 2015; WANG et al., 2008, 2012). A presença 

de spinosina também já foi relatada em partes aéreas de Desmodium tortuosum (LEWIS et al., 

2000), e em extratos de folhas e raízes de Wilbrandia ebracteata, planta utilizada na medicina 
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popular chinesa para o tratamento de gastrites, úlceras, constipações, febre e reumatismos, 

devido à sua ação analgésica, anti-inflamatória e antioxidante. Cabe destacar que essa mesma 

espécie apresenta ainda outros flavonoides C-glicosilados bastante comuns em espécies de 

Passiflora, como swertisina, isoswertisina, vitexina, isovitexina, vicenina-2, orientina e 

isoorientina (SGROTT, 2016).  

No trabalho anterior realizado com P. pohlii, além da caracterização fitoquímica 

preliminar, foi avaliado o potencial antioxidante de extratos de folhas e raízes de plantas 

mantidas sob condições naturais e de materiais obtidos in vitro. Contudo, apenas os extratos 

de raízes apresentaram atividade antioxidante, o que foi associado à presença de saponinas 

nesses materiais (SIMÃO, 2015). Além disso, testes preliminares mostraram que a fração 

metanólica do extrato de folhas de plantas de P. pohlii mantidas em condições naturais 

também não apresentaram atividade antibacteriana, antifúngica e antimoluscicida (dados não 

mostrados). Apesar de não terem sido relatados, até o momento, efeitos biológicos associados 

especificamente ao flavonoide iso-spinosina, o potencial farmacológico do flavonoide 

spinosina parece estar associado, principalmente, a seus efeitos tranquilizantes, sendo 

utilizado em tratamentos contra ansiedade (LIU et al., 2014; WANG et al., 2010, 2012). Mais 

recentemente, Lee e colaboradores (2016) apontaram que a spinosina possui também 

potencial neuroprotetor, podendo ser utilizada no tratamento de distúrbios neurológicos (LEE 

et al., 2016).  

Os dados obtidos nesta etapa do trabalho indicam que a RMN se mostrou uma técnica 

eficiente para a elucidação estrutural dos flavonoides presentes nos extratos de folhas de P. 

pohlii, os quais foram identificados, pela primeira vez, como iso-spinosina e spinosina. No 

entanto, ainda são necessários mais estudos acerca do potencial farmacológico destas 

substâncias, principalmente da iso-spinosina, pouco relatada na literatura.  
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3  INDUÇÃO, CARACTERIZAÇÃO DO PERFIL FITOQUÍMICO E AVALIAÇÃO 

DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE CALOS FRIÁVEIS DE Passiflora pohlii 

Mast. 

 

 

Introdução 

 

Técnicas biotecnológicas baseadas na cultura de células, tecidos e órgãos vegetais 

constituem ferramentas importantes para a produção de metabólitos secundários de interesse 

(BAQUE et al., 2012). Entre essas técnicas, as culturas de calos são bastante utilizadas, uma 

vez que permitem altas taxas de multiplicação celular e, portanto, podem ser empregadas para 

a produção contínua e em larga escala de substâncias bioativas (FRANÇA, 2010; MARTIN et 

al., 2008).  

As culturas de calos podem ser muito diversas, e são classificadas em subgrupos com 

base nas suas características macroscópicas. Linhagens que diferem em aparência, cor, grau 

de compactação e potencial morfogenético podem surgir de um mesmo explante. O tipo de 

calo obtido, seu grau de diferenciação celular e sua capacidade de regenerar novas plantas 

dependem, no geral, da origem e da idade do tecido escolhido como explante, assim como dos 

estímulos externos (GEORGE; HALL; DE KLERK, 2008; IKEUCHI; SUGIMOTO; IWASE, 

2013). 

Calos que apresentam regeneração de órgãos, como raízes e brotos, ou de embriões 

somáticos, são chamados organogênicos ou embriogênicos, respectivamente. Por outro lado, 

aqueles que não apresentam vias de regeneração são denominados não-morfogênicos. Além 

disso, os calos podem ser considerados friáveis ou compactos, de acordo com o grau de 

coesão de suas células (GEORGE; HALL; DE KLERK, 2008; IKEUCHI; SUGIMOTO; 

IWASE, 2013). Existem ainda os calos mistos, que apresentam regiões com diferentes 

características morfogênicas, de acordo com seu perfil de expressão gênica (IWASE et al., 

2011).  

As características morfológicas, a capacidade morfogênica, assim como os tipos e 

concentrações das substâncias de interesse produzidas em culturas de calos, podem ser 

influenciadas por fatores como genótipo, estado fisiológico dos explantes, disponibilidade de 

nutrientes no meio de cultura, luz, temperatura e o tipo de regulador de crescimento. Também 

é importante considerar a relação entre a multiplicação e o desenvolvimento celular com a 

síntese dos metabólitos, uma vez que, na maioria dos casos, a multiplicação celular e a 
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biossíntese dessas substâncias são fenômenos distintos e que possuem condições favoráveis 

específicas (FRANÇA, 2010; GEORGE; HALL; DE KLERK, 2008).   

A composição dos meios de cultura utilizados para a indução e a manutenção das 

culturas de calos in vitro é considerada um dos principais fatores que podem influenciar a 

proliferação celular e a síntese de metabólitos, com destaque para o tipo e a concentração de 

reguladores de crescimento, de açúcares e da proporção amônia/nitrato (FRANÇA, 2010; 

GEORGE; HALL; DE KLERK, 2008). Entre esses, os açúcares constituem importantes 

fontes de carbono para o desenvolvimento in vitro e, dessa forma, possuem um papel 

essencial no metabolismo celular, podendo atuar também como hormônios, moléculas 

sinalizadoras e/ou como reguladores da expressão gênica no processo de desenvolvimento 

vegetal (EVELAND; JACKSON, 2012; ROLLAND; MOORE; SHEEN, 2002).  

No entanto, quando presentes em excesso nos meios de cultura, os açúcares podem 

também induzir estresse osmótico e levar à produção exacerbada de espécies reativas de 

oxigênio (ERO), como os radicais superóxido (O2
-) e hidroxila (OH-). Como consequência, 

induzem a ativação do sistema antioxidante celular, com o aumento da expressão das enzimas 

específicas que atuam na neutralização das moléculas reativas, assim como estimulam a 

biossíntese de substâncias com ação antioxidante, como os polifenóis, em diferentes órgãos 

vegetais (HARA et al., 2003; KILAYRI; BAHRANY, 2002; ROLLAND; MOORE; SHEEN, 

2002; SHENG et al., 2005).  

A capacidade antioxidante dos diferentes materiais vegetais pode ser analisada por 

diversos ensaios in vitro, como os de captura dos radicais 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-

ácido sulfônico) (ABTS), 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) e peroxila (ORAC), além da 

avaliação do poder de redução do íon ferro (FRAP) e da quantificação de produtos formados 

durante a peroxidação de lipídios (SÁNCHEZ-MORENO, 2002). Entre esses, o mais 

comumente utilizado é a determinação da capacidade de captura do radical livre DPPH 

(BRAND-WILLIAMS; CUVELIER;  BERSET, 1995; KIKUZAKI; KONISHI, 2008; 

LUGATO et al., 2014; NSIMBA; ZERAIK et al., 2011; ZHANG, YANG, ZHOU, 2018), 

caracterizado como um radical livre estável devido à deslocalização de um elétron 

desemparelhado por toda a molécula, impedindo sua dimerização. Essa deslocalização 

também é responsável pela cor violeta das soluções etanólica ou metanólica de DPPH, com 

absorção a 515 ou 517 nm. Ao entrar em contato com uma substância capaz de doar um 

átomo de hidrogênio, o DPPH é reduzido, provocando a mudança da coloração da solução 

para amarelo, o que possibilita a mensuração da capacidade de captura do radical pela 
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substância e, portanto, do seu potencial antioxidante, através de espectrofotometria (Figura 8) 

(BRAND-WILLIAMS, CUVELIER; BERSET, 1995; KEDARE; SINGH, 2011).  

 

 

                  Figura 8 - Reação de redução do radical livre DPPH 

 

 

Legenda: A) Representação estrutural da reação de redução do radical livre DPPH. A 

letra A representa a molécula doadora de elétrons; B) Representação da diferença 

colorimétrica de amostras em diferentes concentrações após reação com a solução de 

DPPH. Fontes: A) Adaptado de Behrendorff e colaboradores (2013) 

Foto: A autora. 

 

 

 

Na etapa anterior deste trabalho, foi descrita a presença dos flavonoides spinosina e 

iso-spinosina, com elevado grau de pureza, em frações metanólicas de extratos de folhas de P. 

pohlii. Dessa forma, o objetivo deste item foi desenvolver um protocolo para a indução e 

multiplicação de calos friáveis a partir de segmentos foliares excisados de plantas in vitro, em 

resposta a diferentes auxinas e concentrações de açúcares, visando à produção em larga escala 

dos flavonoides. Além disso, considerando a reconhecida capacidade antioxidante apresentada 

pelas espécies do gênero Passiflora, foi também avaliado o potencial antioxidante dos calos 

obtidos in vitro. 

 

 

 

A 

B 



51 
 

3.1 Material e Métodos 

 

 

3.1.1  Material vegetal e condições de cultura 

 

Plantas de P. pohlii mantidas in vitro por seis anos no Laboratório de 

Micropropagação e Transformação de Plantas do NBV/UERJ foram utilizadas como fontes de 

materiais botânicos para este trabalho (MERHY, 2014).  

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

meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) e sacarose a 3%, gelificado com ágar a 0,7%. O 

pH dos meios foi ajustado para 5,8 e os reguladores de crescimento foram acrescentados em 

diferentes concentrações, antes da esterilização em autoclave (15 minutos a 121°C e 1,0 atm).  

As plantas de P. pohlii foram mantidas em meio MSM ½ (meio MSM com metade da 

concentração de sais, vitaminas e sacarose a 1,5%) e utilizadas quatro semanas após a 

subcultura de segmentos caulinares contendo de dois a quatro nós.  

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

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

fluorescentes do tipo branca fria.  

 

 

3.1.2   Indução de calos a partir de explantes foliares  

 

Segmentos foliares (1,0 cm²), contendo a nervura central, foram excisados de plantas 

mantidas in vitro e inoculados em meio MSM suplementado com diferentes concentrações de 

picloram (PIC) (12,4; 20,7; 28,9 µM), ácido diclorofenóxiacético  (2,4-D) (13,5; 22,6; 31,6 

µM) ou ácido α-naftalenoacético (ANA) (16,2; 26,9; 37,8 µM), com a face abaxial em contato 

com o meio de cultura. Os explantes foram cultivados na presença de luz, por 60 dias. Para 

cada tratamento foram utilizados cinco frascos de vidro (10 cm x 6 cm), vedados com tampa 

de polipropileno, contendo 30 mL de meio de cultura, com três explantes cada.  

O acúmulo de biomassa dos calos obtidos foi avaliado após 60 dias de cultura, por 

meio da aferição dos pesos de matéria fresca e seca. O peso seco foi aferido após secagem a 

60ºC em estufa por 24 h. 
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3.1.3 Indução da produção de substâncias bioativas em calos derivados de explantes foliares 

 

 Visando avaliar o efeito da sacarose na produção de substâncias bioativas, calos 

friáveis cultivados por 30 dias em meio MSM suplementado com PIC a 20,7 µM foram 

transferidos para meio fresco de igual composição, mas suplementado com sacarose a 0,09; 

0,3 ou 0,5 M. Simultaneamente, segmentos foliares excisados de plantas in vitro foram 

inoculados em meio MSM suplementado com PIC a 20,7 µM e diferentes concentrações de 

sacarose (0,09; 0,3 ou 0,5 M), para avaliar o efeito do açúcar durante o processo de indução 

da calogênese. Para cada tratamento, foram utilizados cinco frascos de vidro (10 cm x 6 cm), 

vedados com tampas de polipropileno contendo 30 ml de meio de cultura, com três explantes 

cada.  

O acúmulo de biomassa dos calos foi avaliado após 60 dias de cultura, conforme 

descrito no item 4.2.2. 

 

 

3.1.4  Análise fitoquímica 

 

3.1.4.1  Preparo de extratos vegetais 

 

Para as análises cromatográficas, foram preparados extratos brutos de calos obtidos a 

partir de explantes foliares de P. pohlii, de acordo com a metodologia descrita anteriormente 

(item 3.2.2). Os extratos foram ressuspensos em metanol (Tedia®, Brasil), com auxílio de 

ultrassom. 

                                                                                                                                    

3.1.4.2  Cromatografia em Camada Delgada (CCD) 

 

Para a caracterização fitoquímica dos extratos, foram selecionados diferentes sistemas 

de CCD, utilizando placas de cromatografia de sílica gel 60 com indicador de fluorescência 

UV254nm (Marcherey-Nagel).   

Para a análise de flavonoides, foi usada fase móvel constituída de acetato de 

etila:ácidofórmico:ácido acético glacial:água (100:11:11:26 v/v) (WAGNER; BLADT, 2001). 

A revelação foi realizada com NP/PEG 4000 (Natural Products – polietilenoglicol), revelador 

indicado para a identificação de flavonoides (WAGNER; BLADT, 2001). A solução foi 

preparada utilizando solução metanólica de 2-aminoetil difenilborinato (NP) (Sigma 
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Aldrich®) a 1%, seguida de solução etanólica de polietilenoglicol 4000 (PEG) a 5%, com 

visualização em câmara de UV365nm. 

Para a análise de saponinas, a fase móvel foi constituída por uma solução contendo 

clorofórmio:ácidoacético:metanol:água (60:32:12:8 v/v), como descrito por Wagner e Bladt 

(2001). A placa de cromatografia foi revelada com solução composta por 0,5 mL de 

anisaldeído sulfúrico, 10 mL de ácido acético glacial, 85 mL de metanol e 5 mL de ácido 

sulfúrico concentrado. Após a exposição à solução reveladora, a placa foi aquecida a 100ºC 

por 5 a 10 minutos, para visualização das bandas. 

 

O RF dos padrões e das amostras foi calculado conforme a equação abaixo: 

 

RF = 
𝑑𝑖𝑠𝑡â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑝𝑒𝑟𝑐𝑜𝑟𝑟𝑖𝑑𝑎 𝑝𝑒𝑙𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 (𝑐𝑚) 

𝑑𝑖𝑠𝑡â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑝𝑒𝑟𝑐𝑜𝑟𝑟𝑖𝑑𝑎 𝑝𝑒𝑙𝑜 𝑒𝑙𝑢𝑒𝑛𝑡𝑒 (𝑐𝑚) 
 

 

 

3.1.4.3 Análise por CLAE-UV-DAD 

 

A detecção das substâncias presentes nos extratos foi realizada por CLAE-UV-DAD, 

de acordo com metodologia descrita por Costa e colaboradores (2011), com modificações. Os 

extratos foram filtrados (Millipore de 0,45 μm, Merck®, Alemanha) e analisados utilizando 

cromatógrafo líquido (Agilent© 1260 Infinity), acoplado a uma coluna RP18 (Thermo-

Scientific© Hypersil Gold (4,6 x 250 mm, 5 µm), e detector de UV com arranjo de diodos 

(DAD-UV).  

A fase móvel foi constituída de um gradiente composto por soluções A (água ultrapura 

MilliQ® acidificada com ácido acético glacial a 1%, com pH 3,0) e B (acetonitrila, Tedia®), 

como descrito no quadro a seguir: 

A taxa de fluxo do efluente foi mantida a 1mL/min, em temperatura ambiente e o 

volume de injeção foi de 10 µL. Os espectros de UV foram obtidos nos comprimentos de 

onda 200, 220, 240, 280, 300 e 340 nm. 
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Quadro 3 - Gradiente composto pelas soluções A (água ultrapura MilliQ® acidificada com 

ácido acético glacial a 1%, com pH 3,0) e B (acetonitrila) para a análise por CLAE-UV-DAD 

 

Gradiente  

(min) 

Solução A  

(%) 

Solução B  

(%) 

0 95 5 

2 95 5 

45 0 100 

55 0 100 

61 95 5 

 

 

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. 

 

 

3.1.5  Determinação do conteúdo fenólico  

 

O conteúdo fenólico total dos extratos foi avaliado utilizando-se o ensaio de Folin-

Ciocalteau (HOLLAND et al., 2011). Amostras dos extratos (90 µL), em três diferentes 

concentrações (12,5; 25 e 50 mg/mL) foram misturadas 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. 

Os resultados foram comparados à curva de calibração obtida com ácido gálico, 

elaborada nas concentrações entre 20 e 160 mg/L (Figura 9). O conteúdo fenólico total dos 

extratos foi expresso em equivalentes de ácido gálico (EAG), em mg/g de extrato seco. A 

curva padrão de ácido gálico foi representada pela equação: y = 0,0028x + 0,0031, onde x = 

concentração de polifenóis correspondente a ácido gálico e y = absorbância. 
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           Figura 9 - Curva padrão de ácido gálico 

 

 

 

 

3.1.6  Avaliação da atividade antioxidante 

 

O potencial antioxidante dos extratos foi avaliado através da capacidade de captura do 

radical DPPH (Sigma-Aldrich®), utilizando-se a metodologia descrita por Brand-Williams, 

Cuvelier e Berset (1995) e modificada por Sánchez-Moreno, Larrauri e Saura-Calixto (1998). 

Os extratos foram ressuspensos em metanol 100% e diluídos em, no mínimo, três 

concentrações. As soluções obtidas (25 µL) foram adicionadas a 975 µL de solução 

metanólica de DPPH a 60 µM e incubadas no escuro por 1 h. A solução de DPPH a 60 µM 

(975 µL) acrescida de metanol (25 µL) foi utilizada como controle negativo. As leituras de 

absorbância foram efetuadas em espectrofotômetro a 515 nm Shimadzu UV- B382), sendo a 

porcentagem de captura do radical determinada conforme a equação abaixo: 

 

% 𝐷𝑃𝑃𝐻 𝑠𝑒𝑞𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎𝑑𝑜 =  (
𝐴𝑐 − 𝐴𝑎

𝐴𝑐
) 𝑥 100 

 

Onde: Ac = absorbância do controle negativo 

           Aa = absorbância da amostra. 

y = 0,0028x + 0,0031

R² = 0,9998
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3.1.7  Análise estatística 

 

Nas análises de indução de calogênese foram realizadas três repetições de cada 

experimento e os dados experimentais obtidos foram analisados estatisticamente por análise 

de variância (ANOVA). As médias obtidas foram diferenciadas por meio do teste de Tukey a 

um nível de significância de p ≤ 0,05, utilizando o software GraphPad Prism 6 (GraphPad© 

Software Inc). O coeficiente de correlação de Pearson foi utilizado para testar a correlação 

entre potencial antioxidante e conteúdo de fenóis totais, com o auxílio do programa Graphpad 

InStat, sendo considerada significativa as diferenças com valores de p ≤ 0,05. 

 

 

 

3.2  Resultados 

 

3.2.1 Indução de calos a partir de explantes foliares  

 

Os segmentos foliares cultivados na presença de PIC apresentaram as maiores taxas de 

formação de calos friáveis, em resposta a todas as concentrações testadas, com a maior taxa 

(100%) observada a partir dos explantes cultivados em meio suplementado com PIC a 28,9 

µM (Tabela 2). Esses calos apresentaram coloração amarelada (Figura 10A-C) e começaram a 

se desenvolver a partir do 10º dia de cultura, a partir da nervura central.  

Quando os explantes foram cultivados na presença de ANA, ocorreu a formação de 

calos friáveis de coloração esverdeada, em frequências distintas, em resposta a todas as 

concentrações testadas (Tabela 2, Figura 10D-F). Foi também observada a formação de raízes 

adventícias finas e esbranquiçadas a partir dos explantes (Figura 10D) ou dos calos (Figura 

10F).  

Não houve morfogênese quando os segmentos foliares foram cultivados na presença 

de 2,4-D (dados não mostrados). 
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Tabela 2 – Morfogênese a partir de explantes foliares excisados de plantas in vitro de P. 

pohlii e cultivados em meio MSM suplementado com diferentes tipos e concentrações de 

auxinas  

 

Tipo e concentração de 

auxina (µM) 

Calogênese 

(%) 

Rizogênese 

(%) 

PIC 12,4 93 - 

PIC 20,7 93 - 

PIC 28,9 100 - 

ANA 16,2 0 100 

ANA 26,9 78 45 

ANA 37,8 70 100 
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Figura 10 - Formação de calos friáveis e raízes adventícias a partir de 

segmentos foliares excisados de plantas in vitro de P. pohlii e 

cultivados em meio MSM suplementado com diferentes concentrações 

de ANA ou PIC, por 60 dias, na presença de luz 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Calos e raízes obtidos em resposta a: A) PIC a 12,4 µM; B) PIC a 20,7 

µM; C) PIC a 28,9 µM; D) Segmento foliar apresentando regeneração 

direta de raízes adventícias em meio MSM suplementado com ANA a 

16,2 µM; E) Calo obtido em resposta a ANA a 26,9 µM; F) Calo 

obtido em resposta a ANA a 37,8 µM, com produção de raízes 

adventícias. Barra = 1 cm. 

 

 

  

A B 

C D 

E F 
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Apesar de apresentarem a menor frequência de indução de calogênese, os calos 

obtidos em resposta a ANA a 37,8 µM apresentaram o maior acúmulo de biomassa. Além 

disso, não foram observadas diferenças estatisticamente significativas em relação à biomassa 

dos calos obtidos em meios suplementados com ANA a 26,9 µM ou PIC a 20,7 µM (Figura 

11). Dessa forma, os calos friáveis obtidos nessas três condições foram submetidos a uma 

análise cromatográfica preliminar, por CCD, para avaliação qualitativa da produção de 

metabólitos. No entanto, a presença de metabólitos secundários somente foi detectada no 

extrato de calos derivados de segmentos foliares cultivados em meio com PIC a 20,7 µM 

(dados não mostrados). Portanto, essa condição foi utilizada para os experimentos seguintes. 

       

 

 

Figura 11 - Biomassa (g) de calos friáveis derivados de segmentos foliares de P. 

pohlii cultivados em meio MSM suplementado com diferentes concentrações de 

ANA e PIC, por 60 dias, na presença de luz 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Médias em cada coluna seguidas pela mesma letra não apresentam diferenças 

estatísticas pelo teste de Tukey (p ≤ 0,05). 
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3.2.2  Indução da produção de substâncias bioativas em calos derivados de explantes foliares 

 

 Segmentos foliares cultivados na presença de PIC a 20,7 µM e sacarose a 0,3 ou 0,5 M 

não apresentaram a formação de calos, ao contrário do que foi observado quando utilizada a 

concentração padrão de sacarose (0,09 M). Por outro lado, quando calos friáveis foram 

induzidos em meio contendo sacarose a 0,09 M e PIC a 20,7 µM e, posteriormente, 

transferidos para meios contendo concentrações mais elevadas de sacarose (0,3 ou 0,5 M), foi 

observada a continuação da proliferação celular, embora sem diferenças estatísticas em 

relação ao acúmulo de biomassa (Figura 12).  

Os calos transferidos para meio suplementado com concentrações mais elevadas de 

sacarose também apresentaram alterações de coloração, com o surgimento de regiões verde-

amareladas na superfície. 

 

 

Figura 12 - Biomassa (g) de calos obtidos a partir de segmentos 

foliares de plantas de P. pohlii mantidas in vitro em meio MSM 

suplementado com PIC a 20,7 µM, contendo diferentes 

concentrações de sacarose.  

 

 

  
Legenda: Médias em cada coluna seguidas pela mesma letra não apresentam 

diferenças estatísticas pelo teste de Tukey (p ≤ 0,05).  
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3.2.3  Análise fitoquímica 

 

3.2.3.1 Análise por CCD 

 

A análise por CCD dos calos friáveis cultivados na presença de PIC a 20,7 µM e 

diferentes concentrações de sacarose (0,09; 0,3 ou 0,5 M) revelou a presença de três bandas 

indicativas de saponinas nos três extratos, com coloração castanho escuro e valores de RF de 

0.25, 0.38 e 0.43 (Figura 13). Por outro lado, não foram observadas bandas indicativas de 

flavonoides (dados não mostrados). 

 

 

Figura 13 - Perfil cromatográfico para identificação de saponinas 

em extratos de calos derivados de segmentos foliares de plantas in 

vitro de P. pohlii cultivados em meio MSM suplementado com PIC 

a 20,7 µM, contendo diferentes concentrações de sacarose  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Extratos de calos cultivados em meio MSM suplementado com PIC 

a 20,7 µM e sacarose a: 1) 0,09 M; 2) 0,3 M e 3) 0,5 M. 

 

0.25 

0.38 
0.43 

1 2 3 
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3.2.3.2 Análise por CLAE-UV-DAD 

 

Os cromatogramas obtidos a partir da análise por CLAE-UV-DAD a 280 nm dos 

extratos de calos cultivados em PIC a 20,7 µM com diferentes concentrações de sacarose estão 

representados na figura 14. Foi possível observar dois sinais em comum nos extratos de calos 

cultivados em meio com sacarose a 0,3 e 0,5 M e ausentes no meio contendo concentração 

padrão de sacarose (0,09 M), com tempos de retenção (tR) de 12,28 e 17,4 minutos, o que 

sugere se tratar das mesmas substâncias. A diferença observada na área do sinal de tR = 17,4, 

que é maior na amostra cultivada na presença de sacarose a 0,5 M, indica um aumento na 

concentração da substância de acordo com o aumento da concentração de sacarose no meio de 

cultura (Figura 14). Não foram detectados sinais de absorção nos outros comprimentos de 

onda utilizados na análise (dados não mostrados). 

 

 

Figura 14 - Cromatogramas dos extratos de calos derivados de segmentos foliares de P. pohlii 

cultivados em meio MSM suplementado com PIC a 20,7 µM, contendo diferentes concentrações 

de sacarose.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Extratos de calos cultivados em meio MSM suplementado com PIC a 20,7 µM e sacarose a: A) 0,09 M; 

B) 0,3 M e C) 0,5 M. No detalhe, o espectro de UV280nm do sinal com tempo de retenção de 17,4 

minutos.  

 

A 

B 

C 
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3.2.4  Determinação do conteúdo fenólico e avaliação da atividade antioxidante 

 

Foi observado um aumento estatisticamente significativo da produção de substâncias 

fenólicas em calos friáveis cultivados na presença de PIC a 20,7 µM e de sacarose a 0,3 ou 

0,5 M (4,45 ± 0,021 e 5,98 ± 0,004 mg EAG/g de extrato, respectivamente), quando 

comparados aos calos cultivados em meio contendo a concentração padrão de sacarose (0,09 

M) (3,95 ± 0,014 mg EAG/g de extrato). 

Extratos de calos induzidos em meio suplementado com PIC e sacarose a 0,09 M e 

posteriormente transferidos para meio contendo concentrações mais elevadas de sacarose (0,3 

ou 0,5 M) também apresentaram maior potencial antioxidante, evidenciado pela redução do 

radical DPPH (Figura 15). A maior porcentagem de captura do radical (78%) foi observada 

em extratos dos calos cultivados em meio contendo sacarose a 0,5 M.  

 

 

Figura 15 - Porcentagem de captura do radical DPPH por extratos de calos 

friáveis derivados de segmentos foliares de P. pohlii cultivados em meio MSM 

suplementado com PIC a 20,7 µM, contendo diferentes concentrações de sacarose 
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O conteúdo de fenóis totais e a atividade antioxidante dos extratos de calos avaliados 

apresentou uma correlação positiva, indicando que a maior atividade antioxidante está 

relacionada à maior produção de substâncias fenólicas pelos materiais analisados (Figura 16). 

 

 

 

Figura 16 - Relação entre conteúdo de fenóis totais e potencial antioxidante de extratos de 

calos friáveis derivados de segmentos foliares de P. pohlii cultivados em meio MSM 

suplementado com PIC a 20,7 µM, contendo diferentes concentrações de sacarose 

 

 

 

 

 

3.3  Discussão 

 

Culturas desorganizadas como calos e células em suspensão constituem técnicas 

bastante utilizadas para a produção in vitro de metabólitos de interesse comercial (ALI et al., 

2016; ALI; ABBASI; IHSAN-UL-HAQ, 2013; CAI; KNORR; SMETANSKA, 2012; 

GADZOVSKA-SIMIC et al., 2012; GONÇALVES; ROMANO, 2013; GUPTA et al., 2012; 

NAGELLA; MURTHY, 2010), uma vez que são capazes de manter uma produção constante e 

em larga escala dessas substâncias, por um longo período de tempo (RAMACHANDRA 

RAO; RAVISHANKAR, 2002).  
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No presente estudo, culturas de calos friáveis foram obtidas a partir de segmentos 

foliares excisados de plantas de P. pohlii mantidas in vitro e cultivados em meio MSM 

contendo diferentes concentrações das auxinas ANA e PIC. Embora os calos formados em 

resposta às duas auxinas tenham sido friáveis, variaram quanto à coloração e produção de 

metabólitos. Enquanto calos induzidos na presença de PIC eram amarelados e apresentaram a 

produção de possíveis saponinas, calos induzidos em resposta a ANA eram esverdeados, 

apresentaram a formação de raízes adventícias e não produziram substâncias detectáveis com 

os métodos de análise utilizados. Essas respostas podem estar relacionadas à sensibilidade das 

células do explante a essas auxinas, a qual é dependente da presença de transportadores ou 

receptores proteicos específicos nas membranas celulares (BENJAMINS; SCHERES, 2008). 

Além disso, é também possível que as duas auxinas tenham induzido reprogramações 

genéticas distintas, resultando na ativação diferencial de genes associados aos padrões 

morfogênicos e biossintéticos observados. 

Outro aspecto analisado nesta parte do trabalho foi a influência de diferentes 

concentrações de sacarose na indução e multiplicação de calos friáveis de P. pohlii visando à 

síntese de flavonoides e outras substâncias com potencial antioxidante. Embora a indução de 

calos na presença de sacarose a 0,3 ou 0,5 M não tenha sido eficiente, foi observado que a 

transferência dos calos para meios contendo concentrações mais elevadas do açúcar estimulou 

a produção de substâncias fenólicas. 

A influência da sacarose na biossíntese de substâncias fenólicas também já foi relatada 

por diferentes autores (BAQUE et al., 2012; SOLFANELLI et al., 2006; WU et al., 2006). Em 

culturas de células em suspensão de Artemisia absinthium, por exemplo, foi observado um 

aumento proporcional do conteúdo fenólico em resposta a sacarose a 3 ou 5% (ALI et al., 

2016). O aumento da concentração de sacarose também promoveu um maior acúmulo de 

compostos fenólicos em culturas de células em suspensão de Glycyrrhiza inflata (YANG; HE; 

YU, 2008) e culturas de calos de Eryngium planum (KIKOWSKA et al., 2012), além de 

outros materiais obtidos in vitro, como brotos de Exacum affine (SKRZYPCZAK-

PIETRASZEK; SLOTA; PIETRASZEK, 2014) e raízes de Echinacea angustifolia (WU et al., 

2006). Entretanto, Fazal e colaboradores (2016) observaram que concentrações elevadas de 

sacarose foram inibitórias tanto para a produção de compostos fenólicos quanto para o 

acúmulo de biomassa de suspensões celulares de Prunella vulgaris. Além disso, Baque e 

colaboradores (2012) também observaram que uma menor concentração de sacarose foi mais 

eficiente para a síntese de substâncias fenólicas em cultura de raízes de Morinda citrifolia.  
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Substâncias fenólicas possuem reconhecido potencial antioxidante devido às suas 

propriedades de óxido-redução, sendo capazes de inibir a oxidação das biomoléculas, mesmo 

em baixas concentrações. Com isso, desempenham um papel importante na neutralização de 

radicais livres, juntamente com o sistema antioxidante enzimático celular, composto por 

enzimas como a superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPX) 

(MATKOWSKI, 2008).  

Nos últimos anos, o interesse na utilização de substâncias antioxidantes naturais vem 

crescendo consideravelmente devido aos seus efeitos benéficos para a saúde humana. Estudos 

relatam que doenças causadas por reações oxidativas celulares, como as neurodegenerativas e 

cardiovasculares, podem ser retardadas pela ingestão regular de alimentos ricos em 

substâncias antioxidantes (NANGEDRAN; SUNDRAN; SAMMAN, 2006; NILSSON et al., 

2005). Entre esses, os maracujás são considerados importantes alimentos funcionais, por 

serem fontes naturais de substâncias antioxidantes, como flavonoides e carotenoides, além de 

fibras e vitaminas.   

Neste trabalho, a capacidade antioxidante de calos friáveis derivados de explantes 

foliares de P. pohlii foi avaliada através do ensaio de dosagem da captura do radical livre 

DPPH. Esse ensaio é considerado um método rápido, simples e barato para medir a 

capacidade de determinada substância em agir como sequestradora de radicais livres ou 

doadora de hidrogênio. A vantagem deste método é que o DPPH pode reagir com qualquer 

amostra durante diferentes períodos de tempo, permitindo até mesmo a avaliação de 

substâncias que atuam lentamente, como antioxidantes fracos (KEDARE; SINGH, 2011). 

O aumento da atividade antioxidante dos extratos de calos friáveis de P. pohlii foi 

diretamente proporcional ao seu conteúdo fenólico, induzido pelo aumento da concentração 

de sacarose no meio de cultura. Esse mesmo comportamento foi observado em culturas de 

células de Prunella vulgaris e Artemisia absinthium (ALI et al., 2016; FAZAL et al., 2016). A 

correlação positiva entre o teor de fenóis totais e a capacidade antioxidante de diferentes 

materiais vegetais obtidos in vitro também já foi relatada para Passiflora alata (LUGATO et 

al., 2014).   

A fim de se obter mais informações sobre as substâncias fenólicas com potencial 

antioxidante presentes nos extratos de calos de P. pohlii, foram realizadas análises 

cromatográficas utilizando as técnicas de CCD e CLAE. As análises por CCD mostraram que, 

apesar de não haver a produção de flavonoides, foram observadas bandas indicativas de 

saponinas em todos os extratos analisados, com os mesmos valores de RF, indicando se tratar 

das mesmas substâncias. Esses resultados diferem dos obtidos anteriormente com folhas de 
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plantas in vitro de P. pohlii (SIMÃO, 2015), explante que deu origem aos calos analisados e 

que apresenta a produção de dois flavonoides isômeros, caracterizados aqui neste trabalho 

como spinosina e iso-spinosina. Além disso, as bandas indicativas de saponinas observadas 

nos extratos de calos também diferiram em cor e no valor de RF quando comparadas com as 

bandas observadas nos extratos de folhas in vitro analisados anteriormente, demonstrando que 

os calos friáveis aqui obtidos possuem um metabolismo diferente dos seus explantes originais.  

As análises cromatográficas por CLAE realizadas neste trabalho também mostraram a 

presença de outra substância (tR = 17,4 min), cuja concentração aumenta proporcionalmente à 

elevação da concentração de sacarose no meio de cultura. Essa substância possui espectro de 

absorção constituído de dois sinais, entre 240 e 340 nm, característica das substâncias das 

classes das saponinas ou dos taninos, de acordo com Negri e Tabach (2013). No entanto, 

estudos mais aprofundados são necessários para sua identificação.  

 Com base nos resultados obtidos nessa parte do trabalho, foi possível concluir que a 

presença de altas concentrações de sacarose no meio de cultura influencia não só a capacidade 

morfogênica, como também a produção de substâncias fenólicas e o potencial antioxidante de 

calos derivados de explantes foliares de P. pohlii. Dessa forma, apesar de não ter sido 

evidenciada a produção de flavonoides nesses materiais e de ainda serem necessários estudos 

mais aprofundados visando à eliciação e à elucidação das moléculas produzidas, calos friáveis 

de P. pohlii podem representar um sistema biotecnológico importante para a produção em 

larga escala de substâncias fenólicas com atividade antioxidante.  
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4  CRIOPRESERVAÇÃO, CARACTERIZAÇÃO ANATÔMICA E AVALIAÇÃO DA 

CAPACIDADE BIOSSINTÉTICA DE RAÍZES DE Passiflora pohlii Mast. 

 

 

Introdução 

 

Culturas de células e tecidos de plantas são consideradas estratégias alternativas para a 

produção de metabólitos secundários, uma vez que os métodos tradicionais de cultivo podem 

ser prejudicados por exigências específicas de solo e clima, bem como pelos estágios de 

crescimento e desenvolvimento das plantas, aumentando os custos de extração de substâncias 

bioativas (VERPOORTE; CONTIN; MEMELINK, 2002). Entretanto, a manutenção dos 

sistemas in vitro requer subculturas periódicas, tornando o processo dispendioso, suscetível a 

erros, contaminações e à perda de potencial morfogênico e biossintético, além de alterações 

genéticas. Desta forma, o desenvolvimento de metodologias de conservação in vitro é 

considerado de grande importância para a manutenção de materiais biotecnológicos que 

produzem substâncias bioativas de interesse (MURCH et al., 2004). 

Entre as estratégias de conservação in vitro, a criopreservação é considerada a única 

opção disponível para o armazenamento de germoplasma em longo prazo, de forma segura e 

com custos de manutenção reduzidos (ENGELMANN, 2011). 

Como a integridade dos materiais criopreservados e, consequentemente, sua capacidade 

de recuperação, podem ser afetados pela formação de cristais de gelo dentro e fora das 

células, a desidratação dos materiais é de fundamental importância nas técnicas de 

criopreservação vegetal (KACZMARCZYK et al., 2012). Assim, a retirada da água pode ser 

obtida pela redução gradual da temperatura, pela exposição dos tecidos a soluções altamente 

concentradas ou pela desidratação evaporativa (BENSON, 2008).  

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

vitrificação, constituídas por uma mistura de substâncias crioprotetoras, como álcoois, 

açúcares, dimetilsulfóxido (DMSO), etilenoglicol (EG), entre outras. Essas substâncias 

diminuem o ponto de congelamento, sendo que algumas são capazes de atravessar a 

membrana celular, tornando o citoplasma mais viscoso e forçando a saída de água para o meio 

extracelular (BENSON, 2008; KIM et al., 2009).  

Como as respostas às soluções de vitrificação podem variar de acordo com o tecido e a 

espécie estudada, diferentes soluções, com combinações de diversas substâncias 

crioprotetoras, já foram desenvolvidas a fim de se obter maiores taxas de recuperação após a 
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imersão em NL (Quadro 4). Uma das mais utilizadas é a Plant Vitrification Solution 2 

(PVS2), desenvolvida por Sakai, Kobayashi e Oiyama (1990), constituída por glicerol (30%), 

etilenoglicol (15%), DMSO (15%) e sacarose (0,4 M). No entanto, como alguns materiais não 

sobrevivem ao tratamento com as soluções de vitrificação devido à toxidez de seus 

componentes, principalmente o DMSO, alguns autores utilizam uma solução de 

osmoproteção, denominada solução de loading, que contém glicerol (2 M) e sacarose (0,4 M), 

antes da exposição a PVS2, para que os explantes possam adquirir tolerância à desidratação 

(MATSUMOTO; NIINO, 2017). Outra solução de vitrificação comumente utilizada é a Plant 

Vitrification Solution 3 (PVS3), uma mistura de glicerol e sacarose (50 – 50%), desenvolvida 

por Nishizawa, Sakai e Amano (1993). Apesar de ser mais viscosa que as outras soluções, 

dificultando a pipetagem, ela é menos tóxica do que a PVS2, por não possuir DMSO e 

etilenoglicol em sua composição (MATSUMOTO; NIINO, 2017). 

 

 

    Quadro 4 - Principais soluções de vitrificação utilizadas na criopreservação de plantas 

 

Solução Composição Referência 

Solução de 

Steponkus 

EG (7 M) + Sorbitol (0,88 M) +  

Albumina (6%) 
LANGIS et al., 1989 

PVS 
Glicerol (22%) + EG (13%) + Propileno 

glicol (13%) + DMSO (6%)  

URAGAMI, SAKAI, 

NAGAI, 1990 

PVS2 
Glicerol (30%) + EG (15%) +  

DMSO (15%) + Sacarose (0,4 M)  
SAKAI et al., 1990 

PVS3 Glicerol (50%) + Sacarose (50%)  

NISHISZAWA, 

SAKAI, AMANO, 

1993 

PVS4 
Glicerol (35%) + EG (20%) +                      

Sacarose (0,6 M)  
SAKAI, 2000 

VSL 
Glicerol (20%) + EG (30%) + Sacarose 

(5%) + DMSO (10%) + CaCl2 (10 mM)  
SUZUKI et al., 2008 
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Diferentes técnicas de criopreservação vegetal já foram desenvolvidas nos últimos 30 

anos e os estudos aplicando essas técnicas têm mostrado resultados promissores, sendo 

algumas já utilizadas para a conservação em larga escala de diferentes espécies vegetais 

(ENGELMANN, 2011). A técnica de dessecação, que consiste na redução do conteúdo 

hídrico do material pela exposição à sílica gel ou a corrente de ar em câmara de fluxo laminar 

antes do resfriamento, e a técnica de vitrificação, na qual a desidratação do material ocorre 

pela exposição a soluções de vitrificação antes da imersão em NL (SAKAI; KOBAYASHI; 

OIYAM, 1990), têm sido as mais utilizadas, geralmente associadas à técnica de 

encapsulamento, na qual o material vegetal é envolvido por uma matriz de alginato de cálcio. 

Além da conferir proteção física ao explante contra os efeitos da desidratação excessiva e do 

resfriamento, o encapsulamento facilita ainda a manipulação do material (FABRE; 

DEREUDDRE, 1990; MATSUMOTO; SAKAI, 1995).  

Recentemente, as técnicas de vitrificação e desidratação em placas de alumínio 

(crioplacas) têm sido aplicadas com sucesso a uma variedade de materiais vegetais e espécies 

de regiões temperadas e tropicais (NIINO et al., 2013, 2017; YAMAMOTO et al., 2011). 

Nessas técnicas, os explantes são fixados nas crioplacas com pequenas gotas de solução de 

alginato de cálcio e, em seguida, expostos às soluções de vitrificação (V-Crioplaca) ou à 

evaporação física (D-Crioplaca), antes da imersão em NL. Uma das vantagens dessa técnica 

está relacionada às rápidas taxas de resfriamento (4000 – 5000°C min-1) e reaquecimento 

(3000 – 4500°C min-1) do material, devido à alta condutividade térmica do alumínio e ao 

contato direto dos explantes com o NL e com a solução de unloading, que possibilita a 

reidratação do material, durante o reaquecimento, favorecendo a sobrevivência e a 

recuperação dos explantes criopreservados (KULUS; ZALEWSKA 2014; NIINO et al., 

2017). Além disso, a adesão do material vegetal às placas de alumínio permite a manipulação 

de vários explantes simultaneamente, evitando perdas e injúrias durante as diferentes etapas 

do processo (NIINO et al., 2013; YAMAMOTO et al., 2012).  

Contudo, apesar dos tratamentos que visam à proteção dos tecidos durante a 

criopreservação, possíveis danos podem ocorrer nos materiais criopreservados, incluindo a 

peroxidação de lipídios, rupturas de membranas, alterações em proteínas e ácidos nucleicos, 

além de eventos desencadeadores de apoptose (BENSON, 1990). Esses danos estão 

associados ao estresse oxidativo causado pelas condições in vitro e podem levar a baixas taxas 

de recuperação após o resfriamento e à indução de alterações celulares, moleculares e 

metabólicas que podem vir a comprometer a eficiência dos protocolos. Desta forma, a 

elucidação dos aspectos celulares e fisiológicos envolvidos na indução das crioinjúrias, assim 
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como o monitoramento da estabilidade molecular e metabólica após a criopreservação são 

considerados de fundamental importância para assegurar a manutenção da integridade física e 

da capacidade produtora dos materiais criopreservados.  

A caracterização e compreensão dos efeitos da desidratação osmótica, do resfriamento 

e das condições de recuperação na integridade celular e na organização dos tecidos dos 

materiais criopreservados vem sendo realizadas por meio de análises histológicas. Dessa 

forma, é possível determinar as etapas críticas dos protocolos de criopreservação, e otimizar 

estes tratamentos com o uso de substâncias antioxidantes (BARRACO et al. 2013; SALMA et 

al., 2013).   

Para materiais biotecnológicos produtores de substâncias de interesse, outra 

importante maneira de avaliar a manutenção das características após a criopreservação é por 

meio do monitoramento da capacidade biossintética. Para isso, a produção de substâncias 

bioativas pelos materiais criopreservados é comparada à dos materiais obtidos in vitro ou 

mantidos sob condições naturais, por meio de análises cromatográficas, como a CCD e a 

CLAE, e/ou pela comparação de suas atividades biológicas.  

No gênero Passiflora, a criopreservação é considerada uma medida adicional 

importante para a prevenção da erosão genética e para o armazenamento dos materiais 

biotecnológicos produtores de metabólitos secundários. Nos últimos anos, essa estratégia vem 

sendo utilizada para o armazenamento de sementes e propágulos vegetativos, de forma 

complementar aos bancos de sementes tradicionais e à manutenção no campo ou em casas de 

vegetação, nos quais as perdas são praticamente inevitáveis, devido a doenças e ao custo da 

manutenção da coleção. 

Estudos para a criopreservação de sementes de Passiflora têm como principais 

objetivos a determinação das taxas de tolerância à desidratação, assim como o teor hídrico 

adequado para o armazenamento. A tolerância à dessecação e ao resfriamento das sementes 

de P. pinnatistipula, P. tarminiana e P. molíssima foi descrita por González-Benito e 

colaboradores (2009). Veiga-Barbosa e colaboradores (2013) avaliaram a taxa de germinação 

de 10 espécies de Passiflora (P. alata, P. cincinnata, P. coriacea, P. edulis, P. edulis f. 

flavicarpa, P. foetida, P. gibertii, P. micropetala, P. morifolia, P. mucronata e P. nitida) após 

a desidratação e armazenamento em NL, observando que a maioria das sementes apresentou 

tolerância à desidratação e que a porcentagem de germinação não foi afetada pela 

criopreservação. Mais recentemente, Araújo e colaboradores (2016) descreveram a 

germinação de P. mucronata, P. micropelata, P. suberosa e P. edulis após quatro diferentes 

tratamentos para criopreservação, obtendo alta porcentagem de germinação após o 
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resfriamento sem o tratamento com crioprotetores. Entretanto, devido à contínua destruição de 

habitats pela ação antrópica, há uma maior dificuldade de obtenção de sementes de 

populações silvestres de Passiflora, levando a uma necessidade maior de desenvolver estudos 

visando à criopreservação de propágulos vegetativos, como ápices caulinares e segmentos 

nodais (PACHECO et al., 2016). 

Nesse sentido, foram estabelecidas metodologias para a criopreservação de ápices 

caulinares e de segmentos nodais de P. foetida, P. suberosa e P. pohlii (FALCÃO, 2011; 

GARCIA et al., 2011; MERHY et al., 2014, VIANNA, 2016). Falcão (2011) utilizou a 

técnica de encapsulamento-vitrificação para ápices caulinares de P. foetida e obteve maior 

taxa de recuperação (60%) em explantes tratados com PVS2 por 120 minutos, quando 

comparados com explantes tratados com PVS3, os quais não apresentaram recuperação após 

imersão em NL. A criopreservação de ápices caulinares de P. suberosa utilizando a técnica de 

encapsulamento-vitrificação resultou em 28% de recuperação dos explantes após pré-cultura 

em sacarose a 0,3 M por 24 h, tratamento com PVS2 por 60 minutos e incubação em meio 

MSM suplementado com BAP a 0,44 µM, no escuro, por 60 dias após o reaquecimento 

(GARCIA et al., 2011). Mais recentemente, Vianna (2016) utilizou a técnica de V-Crioplaca 

para a criopreservação desses mesmos explantes, tendo obtido uma porcentagem de 

recuperação de 60% após tratamento com PVS3 por 90 minutos. 

Embora segmentos nodais não sejam utilizados com frequência para criopreservação 

devido ao seu maior tamanho e elevado grau de diferenciação dos tecidos, o que pode 

dificultar a penetração dos crioprotetores no interior das células, Merhy e colaboradores 

(2014) desenvolveram um protocolo eficiente para a criopreservação de segmentos nodais de 

P. pohlii utilizando a técnica de vitrificação. Foi obtida uma alta taxa de recuperação (65%) 

para os explantes tratados com PVS3 por 30, 60 e 120 minutos e incubados em meio MSM 

suplementado com BAP a 30,8 μM, no escuro, por 30 dias, com posterior transferência para a 

presença de luz. A estabilidade genética das plantas recuperadas foi ainda avaliada por meio 

de marcadores RAPD e ISSR, não tendo sido encontrados polimorfismos nas regiões 

genômicas analisadas (MERHY et al., 2014). 

Recentemente, um novo método foi desenvolvido para a criopreservação de embriões 

zigóticos de P. edulis, denominado vitrificação por infiltração a vácuo (Vacuum Infiltration 

Vitrification - VIV), que permite a penetração rápida e uniforme da solução de vitrificação no 

explante, resultando em uma recuperação eficiente após o resfriamento (NADARAJAN; 

PRITCHARD, 2014).  
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No entanto, apesar dos diversos protocolos já estabelecidos nos últimos anos para a 

criopreservação de diferentes tipos de explantes e genótipos de Passiflora (Quadro 5), ainda 

há a necessidade de mais estudos, principalmente visando à caracterização do material 

conservado (PACHECO et al., 2016).  

 

 

Quadro 5 – Protocolos de criopreservação desenvolvidos para espécies de Passiflora nos 

últimos 15 anos 

   

Espécies Material Vegetal Referências 

P. nitida; P. serrato-digitata; 

P.edulis 
Sementes MELETTI et al., 2007 

P. pinnatistipula;                     

P tarminiana; P. molíssima 
Sementes 

GONZÁLEZ-BENITO et al., 

2009 

P. suberosa Ápices Caulinares GARCIA et al., 2011 

P. foetida Ápices Caulinares FALCÃO, 2011 

Passiflora spp. Sementes VEIGA-BARBOSA et al., 2013 

P. pohlii Segmentos Nodais MERHY et al., 2014 

P. suberosa Ápices Caulinares VIANNA, 2016 

P. mucronata, P. micropelata, 

P. suberosa, P. edulis 
Sementes ARAÚJO et al., 2016 

 

 

Considerando a recente descrição da presença de saponinas em extratos de raízes de 

plantas mantidas em condições naturais e obtidas in vitro de P. pohlii (SIMÃO et al., 2016), o 

objetivo desta parte do trabalho foi estabelecer uma metodologia de criopreservação para 

ápices radiculares excisados de plantas in vitro utilizando a técnica de V-Crioplaca. Foi 

também realizada a análise de possíveis alterações anatômicas ocorridas durante diferentes 

etapas do protocolo, assim como a comparação da capacidade biossintética dos materiais 

criopreservados e não-criopreservados, visando caracterizar, respectivamente, injúrias 

celulares e alterações metabólicas induzidas pelo protocolo de criopreservação. 
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4.1  Material e Métodos  

 

4.1.1 Criopreservação de segmentos radiculares utilizando a técnica de V-Crioplaca 

 

Ápices radiculares, com aproximadamente 1 cm de comprimento, foram excisados de 

plantas de P. pohlii propagadas in vitro (MERHY, 2014) e pré-cultivados em meio MSM 

líquido contendo sacarose a 0,3 M e suplementado com ácido indolacético (AIA) a 5,7 µM 

(SIMÃO et al., 2016). Os explantes foram mantidos sob agitação (100 rpm), por 24 h, na 

ausência de luz. Após a pré-cultura, os segmentos radiculares foram transferidos para placas 

de alumínio, como descrito por Yamamoto e colaboradores (2011). Para adaptar o protocolo 

para explantes radiculares, foram produzidas novas crioplacas de aço inox (7 mm largura × 

37mm comprimento × 0,5 mm espessura), contendo apenas um poço longo (Figura 17). 

 

 

Figura 17 - Crioplacas desenvolvidas para a criopreservação de explantes radiculares 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

A adesão dos explantes nas placas (2 a 3 explantes/placa) foi realizada utilizando-se as 

soluções de alginato de sódio a 3% e CaCl2 a 100 mM. Primeiramente, os poços das placas 

foram parcialmente preenchidos com 200 µL de solução de alginato de sódio (preparada em 

meio MSM livre de cálcio). Os explantes eram então colocados nos poços e cobertos com 

solução de CaCl2 a 100 mM (preparada em meio MSM), até completar o volume. Após 15 

minutos de polimerização, o excesso de solução de CaCl2 foi retirado com o auxílio de pipeta 

e as placas foram secas em papel de filtro (Whatman® nº1). Para o tratamento de 

osmoproteção, as placas foram imersas em solução de loading (meio MSM + glicerol a 2,0 M 

b 
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+ sacarose a 0,4 M) por 20 minutos, a 25°C. Em seguida, foram transferidas para as soluções 

PVS2 (a 0ºC) ou PVS3 (a 25°C) por diferentes períodos (0, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos). O 

resfriamento ocorreu por imersão direta das placas contendo os explantes radiculares em 

criotubos preenchidos com NL, onde foram mantidos por, pelo menos, 1 hora.  Para o 

reaquecimento, as crioplacas foram retiradas do NL e rapidamente transferidas para 20 mL de 

solução de unloading (meio MSM líquido + sacarose a 1,2 M), a 25°C, por 20 minutos. Após 

este período, os segmentos radiculares foram retirados das placas com o auxílio de um bisturi, 

secos em discos de papel de filtro (Whatman® nº1) e inoculados em frascos de cultura (5,8 

cm x 5,8 cm) contendo 20 mL de meio de recuperação (MSM sólido suplementado com AIA 

a 5,7 µM). Os segmentos radiculares criopreservados foram mantidos em ausência de luz, por 

60 dias.   

A avaliação da eficiência do processo de criopreservação foi realizada pela aferição 

das porcentagens de sobrevivência e recuperação do material vegetal 30 e 60 dias após o 

reaquecimento, respectivamente. Para a determinação da porcentagem de sobrevivência, 

foram considerados os explantes não oxidados, enquanto para a recuperação, foram 

considerados aqueles que deram origem a raízes laterais.  

 

 

4.1.2 Caracterização histológica dos segmentos radiculares submetidos ao protocolo de 

criopreservação por V-Crioplaca  

  

As alterações celulares ocorridas durante as diferentes etapas do protocolo de 

criopreservação de explantes radiculares de P. pohlii por V-Crioplaca foram analisadas por 

microscopia óptica nos seguintes materiais:   

i) Explantes submetidos à pré-cultura (pré-cultura);  

ii) Explantes pré-cultivados e expostos à solução de loading (LS);  

iii) Explantes pré-cultivados e expostos às soluções de loading e unloading (LS + 

ULS);  

iv) Explantes pré-cultivados e tratados com solução de vitrificação (PVS);  

v) Explantes pré-cultivados e expostos às soluções de loading, PVS e unloading, mas 

não criopreservados (PVS -NL);  

vi) Explantes pré-cultivados e imersos diretamente em NL (NL);  

vii) Explantes pré-cultivados, expostos às soluções de loading e PVS antes da imersão 

em NL e reaquecimento em solução de unloading (PVS +NL).  
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Para as análises histológicas, os materiais foram fixados, emblocados em resina, 

seccionados e corados, de acordo com Salma e colaboradores (2013). As amostras foram 

fixadas por cinco dias a 4ºC em tampão fosfato contendo paraformaldeído a 10%, 

glutaraldeído a 1% e cafeína a 1%. Após resfriamento em NL, os segmentos radiculares foram 

fixados após 2, 5, 7, 15 e 30 dias de cultura em meio de recuperação, no escuro. Os materiais 

foram desidratados em série etanólica (30, 50, 70, 80, 90, 95 e 100 % v/v) a 4°C, com trocas a 

cada hora. Em seguida, as amostras foram transferidas para solução de etanol/butanol (50% - 

50%) por 24 h a 4°C, e então para butanol a 100%, por quatro dias. Finalmente, as raízes 

foram transferidas para solução de butanol-resina por 24 h e resina a 100% por 72 h, antes da 

inclusão em blocos de resina. Para cada bloco, foram feitos cerca de 50 cortes de 4 μm de 

espessura, utilizando-se um micrótomo automático (Micrótomo MICROM HM3CS).  

A coloração foi realizada utilizando PAS (ácido periódico-reativo de Schiff) e NAP 

(naftol azul preto), permitindo a visualização de polissacarídeos e proteínas, que se coram de 

vermelho e azul, respectivamente.  

As imagens foram processadas utilizando o programa QCapture pro 5.1 (QImaging®, 

Canadá) e as análises qualitativas e quantitativas das células das regiões do córtex, endoderme 

e periciclo do tecido radicular, incluindo níveis de plasmólise, foram realizadas utilizando o 

programa de livre acesso Image-J, desenvolvido pelo National Institute of Health, USA 

(http://rsb.info.nih.gov/ij/).  

Esses ensaios foram realizados no Institut de Recherche pour le Dévelopment 

(DIADE/IRD) (Montpellier – França), sob a orientação do Dr. Florent Engelmann e com a 

colaboração da pesquisadora Myriam Collin. 

 

 

4.1.3  Preparo de extratos vegetais 

 

Para a análise por CCD foram preparados extratos de raízes de plantas mantidas in 

vitro e de raízes criopreservadas, de acordo com a metodologia descrita no item 3.2.2.  

 

 

4.1.4 Cromatografia em Camada Delgada (CCD) 

 

http://rsb.info.nih.gov/ij/
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Para a caracterização fitoquímica dos extratos, foram utilizados diferentes sistemas de 

CCD, como descritos no item 4.2.4.2.  

 

 

4.1.5. Análise estatística 

 

Os ensaios de criopreservação foram repetidos três vezes, com 10 explantes por 

tratamento em cada repetição. Os dados experimentais obtidos foram analisados 

estatisticamente por análise de variância (ANOVA). As médias foram diferenciadas 

estatisticamente por meio do teste de Tukey a um nível de significância de p ≤ 0,05, 

utilizando o GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc). 

Os dados obtidos pelas análises histológicas foram analisados estatisticamente por 

análise de variância (ANOVA), utilizando o programa GraphPad Prism 6 (GraphPad Software 

Inc). A comparação das alterações ocorrida nas etapas do protocolo de criopreservação, nas 

células das três zonas teciduais estudadas, foi realizada por ANOVA One-way. As médias 

foram diferenciadas estatisticamente por meio do teste de Tukey a um nível de significância 

de p ≤ 0,05. Para cada área celular e condição experimental, os dados corresponderam à 

medição de 50 células (10 lâminas x 1 raiz x 5 células).  

 

 

4.2 Resultados 

 

4.2.1 Criopreservação de segmentos radiculares utilizando a técnica de V-Crioplaca  

  

Para a criopreservação de segmentos radiculares de P. pohlii utilizando a técnica de V-

Crioplaca foram avaliadas a influência da exposição a duas soluções crioprotetoras (PVS2 e 

PVS3), por diferentes períodos.   

Explantes criopreservados e não criopreservados apresentaram 100% de 

sobrevivência, independente da solução crioprotetora utilizada (Tabela 3). Entretanto, 

explantes não tratados com PVS2 ou PVS3 não sobreviveram à exposição ao NL. A 

recuperação foi significativamente mais baixa, quando comparada com a sobrevivência. O 

alongamento do explante inicial e/ou formação de raízes laterais foram observados 

aproximadamente sete dias após transferência para meio de recuperação.  
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O tipo de solução de vitrificação desempenhou um importante papel na capacidade de 

recuperação de explantes criopreservados e não-criopreservados, sendo a taxa obtida após 

exposição à PVS2 mais alta que a observada com PVS3 (Tabela 3). Explantes tratados com 

PVS2, mas não criopreservados, apresentaram taxas de recuperação entre 81 e 35%, enquanto 

aqueles tratados com PVS3 apresentaram frequências de recuperação entre 50 e 22%. Entre os 

explantes criopreservados, a maior taxa de recuperação (79%) foi observada nos que foram 

tratados com PVS2 por 45 minutos, decrescendo progressivamente até 30%, após 120 

minutos de exposição. Nos tratamentos com PVS3, a maior taxa de recuperação (43%) foi 

observada após 90 minutos de exposição, apesar de não diferir significativamente dos 

explantes tratados por 30 e 60 minutos (40 e 37%, respectivamente) (Tabela 3).  

A formação de raízes adventícias a partir dos explantes criopreservados ocorreu, 

inicialmente, apenas a partir dos explantes tratados com PVS2 (Figura 18). As raízes tratadas 

com PVS3 apresentaram, inicialmente, o alongamento do explante original, 10 dias após o 

reaquecimento, seguido pela formação de raízes adventícias, que eram mais espessas e 

amareladas do que aquelas recuperadas após o tratamento com PVS2. O número máximo de 

raízes adventícias (4,44 raízes por explante) foi observado nos materiais expostos por 45 

minutos à PVS2, antes da imersão em NL (Tabela 3).  

 

 

Figura 18 – Segmentos radiculares de P. pohlii criopreservados utilizando o protocolo de V-

Crioplaca, após tratamento com PVS2 por 45 minutos e cultivo em meio de recuperação 

MSM sólido suplementado com AIA a 5,7 µM, por 30 dias, na ausência de luz 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    Legenda: A) após 7 dias de cultura; B) após 30 dias de cultura. Barra = 0,2 cm. 

A B 
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Tabela 3 - Sobrevivência e recuperação de segmentos radiculares de P. pohlii criopreservados utilizando a técnica de V-Crioplaca, após 60 dias 

de cultura em MSM sólido suplementado com AIA a 5,7 M, na ausência de luz 

 

 

Tratamento Duração (min)  

Sobrevivência 

(%) 

Recuperação 

(%) 

Nº de raízes/  

explante 

NL - NL + NL - NL + NL - NL + 

 0 100 0 95 ± 0.63a 0 ± 0.00c 5.92 ± 0.36a 0.00 ± 0.00c 

 30 100 100 72 ± 0.48b 66 ± 0.31ab 3.73 ± 0.39a  2.52 ± 0.29b 

 45 100 100 81 ± 0.33a 79 ± 0.44a 4.57 ± 0.35a 4.44 ± 0.36a 

PVS 2 60 100 100 65 ± 0.24bc 60 ± 0.55b 3.53 ± 0.37a 2.14 ± 0.27b 

 90 100 100 52 ± 0.58c 50 ± 0.21b 2.11 ± 0.26a  2.00 ± 0.29b 

 120 100 100 35 ± 0.25d 30 ± 0.08b 2.85 ± 0.50a 2.28 ± 0.60b 

 0 100 0 80 ± 0.22ª 0 ± 0.00c 3.81 ± 0.34a 0.00 ± 0.00c 

 30 100 100 50 ± 0.34ª 40 ± 0.31ab 3.11 ± 0.30a  2.38 ± 0.18b 

PVS 3 45 100 100 30 ± 0.54b 28 ± 0.09b 2.66 ± 0.33b 2.66 ± 0.40b 

 60 100 100 50 ± 0.10ª 37 ± 0.25ª 2.89 ± 0.26b 2.89 ± 0.31b 

 90 100 100 39 ± 0.24b 43 ± 0.32ª 1.85 ± 0.34b 2.43 ± 0.20b 

 120 100 100 22 ± 0.16c 25 ± 0.44b 1.50 ± 0.28b 1.50 ± 0.28bc 

Os resultados expressam média ± erro 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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4.2.2. Caracterização histológica dos segmentos radiculares submetidos ao protocolo de 

criopreservação por V-Crioplaca   

  

4.2.2.1. Análise qualitativa   

  

Células corticais de raízes excisadas de plantas propagadas in vitro e não submetidas 

ao protocolo de criopreservação por V-Crioplaca eram arredondadas, com a maior parte do 

volume celular ocupado pelo citoplasma. Os núcleos eram evidentes, com nucléolos visíveis. 

Células da endoderme e do periciclo também exibiram formas redondas, com coloração azul 

intensa, indicando uma alta concentração de proteínas. Vasos do xilema e floema foram 

observados nas células do cilindro central (Figura 19A).  

Após o pré-tratamento com sacarose a 0,3 M, as células corticais eram maiores, 

quando comparadas com aquelas não tratadas, embora não tenha sido observado nenhum tipo 

de dano ou plasmólise. Além disso, as células mais internas apresentaram coloração azul 

menos intensa, o que corresponde a uma diminuição na concentração de proteínas (Figura 

19B). Após a exposição à solução de loading, foi observado um aumento na taxa de 

plasmólise, especialmente nas células corticais, com a retração do protoplasto, que se 

encontrava separado da parede celular. Os núcleos também perderam a forma arredondada, 

enquanto a região do periciclo sofreu menos alterações (Figura 19C). Explantes tratados com 

as soluções de loading e unloading apresentaram plasmólise nas células do córtex e da 

endoderme, além de leve ondulação nas paredes celulares. Não foram observadas 

modificações nas células do periciclo.  

O tratamento com PVS2 induziu plasmólise apenas nas células corticais, que também 

apresentaram um aumento no acúmulo de amido, indicado por pontos vermelhos nas células. 

Células da endoderme e do periciclo não foram afetadas e apresentaram coloração azul 

intensa. Núcleos e nucléolos dessas células apresentaram formas normais, com o 

nucleoplasma condensado (Figura 19D). Após o resfriamento e reaquecimento em solução de 

unloading, explantes tratados com PVS2 apresentaram plasmólise apenas na região cortical, 

enquanto células da endoderme e do periciclo permaneceram intactas (Figura 19E). Em 

contraste, segmentos radiculares tratados com PVS2 e expostos à solução de unloading, mas 

não criopreservados, mantiveram as características similares àquelas dos explantes expostos 

apenas à PVS2 (Figura 19F).   
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Figura 19 - Secções histológicas de segmentos radiculares excisados de plantas in vitro de 

P. pohlii após diferentes etapas do protocolo de criopreservação por V-Crioplaca  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A) Controle não tratado; B) Após pré-tratamento com sacarose a 0,3 M; C) 

Após pré-cultura e tratamento com solução de loading; D) Após pré-cultura e 

exposição às soluções de loading e PVS2; E) Após pré-cultura, exposição às soluções 

de loading e PVS2 e imersão em NL; F) Após tratamento com PVS2 - NL. P - 

periciclo, E - endoderme, CC – cilindro central, N – núcleo, Nc - nucléolo, C – córtex.  

Barra = 100µm.   

  

 

  

A B 

D C 

E F 
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Raízes tratadas com PVS3 apresentaram plasmólise em células da região cortical, da 

endoderme e do periciclo, com as paredes celulares de algumas células ligeiramente ondulada 

(Figura 20A). Não foram observadas diferenças na forma das células e plasmólise entre 

explantes tratados com essa solução crioprotetora e submetidos ou não à criopreservação 

(Figuras 20B e C).    

  

  

 

Figura 20 – Secções histológicas de segmentos radiculares excisados de plantas in vitro de P. 

pohlii após tratamento com PVS3  

 

  

 

 

 

 

 

Legenda: A) Após tratamento com PVS3; B) Após tratamento com PVS3 + NL; C) Após tratamento com PVS3 

– NL (com tratamento de solução de unloading). Barra = 100µm.   

  

 

 

Dois dias após o reaquecimento, células dos explantes pré-cultivados e expostos às 

soluções de loading e unloading apresentaram uma diminuição da plasmólise (Figura 21A), 

enquanto células plasmolisadas puderam ainda ser observadas em explantes tratados com 

PVS2, criopreservados ou não, especialmente nas regiões do córtex e da endoderme (Figuras 

21B e C). Não foram observadas alterações nos explantes tratados com PVS3. Após cinco 

dias e cultura em meio de recuperação, nenhuma alteração foi observada nos explantes 

expostos às soluções de loading e unloading, e também nas raízes tratadas com PVS2 

(Figuras 21D-F).  

  Após sete dias de cultura em meio de recuperação, foi observada uma diminuição 

substancial na plasmólise de explantes criopreservados, com exceção das células corticais 

(Figura 22A). O nucleoplasma tornou-se mais condensado novamente, com os nucléolos 

retomando a sua forma redonda original, em todas as regiões estudadas, independente do 

B C A 
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tratamento. Após 15 dias de cultura, foi observado o crescimento de tricomas unicelulares na 

epiderme das raízes, incluindo as que passaram pela criopreservação (Figura 22B e C). Foram 

também observadas células plasmolisadas na região cortical, especialmente nas raízes 

expostas às soluções de loading e unloading. Trinta dias após o reaquecimento, todos os 

explantes, criopreservados ou não, apresentaram a mesma organização dos tecidos quando 

comparados aos controles, sendo a plasmólise observada apenas na epiderme (Figura 22D-F).   

 

Figura 21 - Secções histológicas de segmentos radiculares excisados de plantas in 

vitro de P. pohlii submetidos às diferentes etapas dos protocolos de 

criopreservação por V-Crioplaca após 2 e 5 dias de cultura em meio de 

recuperação (MSM + AIA a 5,7 µM) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:  A – C) Após 2 dias de cultura: A) Controle não tratado; B) Após tratamento com soluções 

de loading + unloading; C) Após tratamento com PVS2 + NL. D – F) Após 5 dias de 

cultura: D) Após tratamento com soluções de loading + unloading; E) Após tratamento 

com PVS2 + NL; F) Após tratamento com PVS2 - NL. Barra = 100µm.  

A B 

C D 

E F 
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Figura 22 – Secções histológicas de segmentos radiculares excisados de 

plantas in vitro de P. pohlii submetidos às diferentes etapas do protocolo de 

criopreservação por V-Crioplaca, após 7, 15 e 30 dias de cultura em meio de 

recuperação (MSM + AIA a 5,7 µM) 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Legenda: A) Sete dias de cultura após tratamento com PVS2 + NL; B – C) Após 15 

dias de cultura: B) Controle não tratado; C) Após tratamento com PVS2 + 

NL; D – F) Após 30 dias de cultura: D) Após tratamento com soluções de 

loading + unloading; E) Após tratamento com PVS2 – NL; F) Após 

tratamento com PVS2 + NL. Barra = 100µm.  
  

 

 

 4.2.2.2. Análise quantitativa  

  

As maiores taxas de plasmólise foram observadas em células corticais, independente 

da etapa do protocolo de criopreservação (Tabela 4). Nessas células, as menores taxas de 

A B 

C D 

E F 
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plasmólise foram observadas nas raízes não tratadas (6,21%) ou pré-cultivadas em meio 

suplementado com sacarose (0,07%). Por outro lado, os maiores valores de plasmólise foram 

observados nas raízes expostas à solução de loading (30,51%) e nos materiais criopreservados 

após tratamento com PVS2 (39,21%) (Tabela 4).  Nas células da endoderme, a plasmólise foi 

maior (10,60 - 15,91%) após tratamento com solução de loading, tratamento com soluções de 

loading + unloading e tratamento com PVS2, enquanto que nas células do periciclo, a maior 

porcentagem de plasmólise (5,51 - 5,80%) foi observada após tratamento com solução de 

loading e tratamento com soluções de loading + unloading (Tabela 4).  

Quando comparados os materiais criopreservados e mantidos em meio de recuperação 

por diferentes períodos, nenhuma ou pouca plasmólise foi observada nos controles e nas 

raízes expostas à solução de loading, independentemente do tipo celular (Tabela 4). Por outro 

lado, altas taxas de plasmólise foram observadas nas células do córtex (42,69 e 50,20%), 

endoderme (18,23 e 12,35%) e periciclo (13,91 e 0,412%) de raízes tratadas com PVS2, 

submetidas ou não à criopreservação, após dois dias de cultura (Tabela 4). As taxas de 

plasmólise decresceram rapidamente com o tempo de cultura nas células do periciclo e da 

endoderme, e mais vagarosamente nas células do córtex. Trinta dias após o reaquecimento, 

não foi observada plasmólise nas células, independentemente das condições experimentais 

(dados não mostrados).   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



86 
 

Tabela 4 - Taxas de plasmólise nas células da região do córtex, da endoderme e do periciclo 

de segmentos radiculares excisados de plantas in vitro de P. pohlii e submetidos ao protocolo 

de criopreservação por V-Crioplaca 

 

Tempo de cultura em 

meio de recuperação* 
Tratamentos 

Plasmólise (%) 

Córtex Endoderme Periciclo 

0 

Controle 6,21 ± 1,042 a 1,35 ± 0,260 a 0,90 ± 0,207a 

Pré-cultura 0,07 ± 0,369 a 0,21 ± 0,135 a 0,16 ± 0,085 a 

LS 30,51 ± 2,273 d 15,91 ± 3,264 b 5,80 ± 1,621 b 

LS+ULS 28,99 ± 3,401 c 13,29 ± 2,159 b 5,51 ± 1,686 b 

PVS2 16,29 ± 2,443 bc 10,60 ± 1,094 b 0,38 ± 0,077 a 

PVS2+NL 39,21 ± 5,129 d 2,43 ± 1,354 a 0,78 ± 0,534 a 

PVS2-NL 14,13 ± 3,636 bc 1,04 ± 0,686 a 0,00 ± 0,000 a 

2 

Controle 0,34 ± 0,335 a 0,00 ± 0,00 a 0,0 ± 0,00 a 

LS+ULS 0,47± 0,326 a 10,44 ±3,765 ab 0,0 ± 0,00 a 

PVS2+NL 42,69 ± 6,555 b 18,23 ± 4,57 b 13,91 ± 3,236 b 

PVS2-NL 50.20 ± 5,001 b 12,35 ± 5,289 ab 0,412 ± 0,412 a 

5 

Controle 2,10± 0,5426 a 0,32 ± 0,315 a 0,165± 0,165 a 

LS+ULS 7,56 ± 2,265 a 2,90 ± 1,213 ab 0,305 ± 0,305 ab 

PVS2+NL 10,75 ± 4,644 a 10,98 ± 3,018 b 8,05 ± 3,172 b 

PVS2-NL 35,55 ± 3,945 b 11,42± 4,414 b 4,36 ± 2,402 ab 

7 

Controle 0,17 ± 0,170 a 0,00 ± 0,000 a 0,00 ± 0,000 a 

LS+ULS 14,14 ± 4,054 ab 0,00 ± 0,000 a 0,00 ± 0,000 a 

PVS2+NL 29,35 ± 6,442 b 7,77 ± 3,527 b 3,284 ± 1,988 a 

PVS2-NL 1,969 ± 1,327 a 0,00 ± 0,000 a 0,00 ± 0,000 a 

15 

Controle 0,00 ± 0,000 a 0,00 ± 0,000 a 0,00 ± 0,000 a 

LS+ULS 12,88 ± 2,917 b 0,29 ± 0,286 a 0,00 ± 0,000 a 

PVS2+NL 1,91 ± 1,078 a 0,00 ± 0,000 a 0,20 ± 0,145 a 

PVS2-NL 1,15 ± 3,829 b 0,13 ± 0,136 b 0,00 ± 0,000 a 

* Meio de recuperação = meio MSM + AIA a 5,7 µM.  

Os resultados expressam média ± erro 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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4.2.3 Avaliação da capacidade biossintética 

 

A análise comparativa por CCD dos extratos de raízes de plantas mantidas in vitro e 

raízes criopreservadas revelou a presença de duas bandas indicativas de saponinas, com 

coloração castanho escuro, com valores de RF de 0.32 e 0.48, sem diferenças entre os padrões 

cromatográficos apresentados por ambos materiais (Figura 23).  Por outro lado, não foram 

observadas manchas indicativas de flavonoides na placa revelada com NP/PEG 4000 (dados 

não mostrados). 

 

 

Figura 23 - Perfil cromatográfico para 

identificação de saponinas em extratos de raízes 

de plantas de P. pohlii mantidas in vitro e raízes 

criopreservadas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: 1) Raízes excisadas de plantas mantidas in vitro;  

                2) Raízes submetidas à criopreservação pela 

técnica de V-Crioplaca.  
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4.3 Discussão 

 

Como as condições in vitro estão associadas a condições de estresse que podem levar à 

perda da capacidade proliferativa e biossintética, no presente estudo foi desenvolvido um 

protocolo de armazenamento em longo prazo, por criopreservação, para segmentos 

radiculares excisados de plantas in vitro de P. pohlii. Além disso, foi também realizada a 

caracterização anatômica das alterações celulares induzidas durante a criopreservação e a 

avaliação da capacidade biossintética do material criopreservado, pela primeira vez no gênero.  

Segmentos radiculares de P. pohlii foram criopreservados utilizando o protocolo de V-

Crioplaca, visando à redução de possíveis danos causados pela manipulação dos explantes, 

observados em outros protocolos. Apesar da eficiência dessa técnica ser amplamente 

reconhecida para ápices caulinares (NIINO et al., 2017), este é o primeiro trabalho sobre 

criopreservação de ápices radiculares utilizando o método de V-Crioplaca.   

O sucesso da utilização de segmentos apicais de raízes em protocolos de 

criopreservação pode ser atribuído à presença de uma grande quantidade de células 

meristemáticas nesta região, uma vez que estas células são mais tolerantes à desidratação e às 

mudanças na temperatura, e apresentam recuperação mais rápida em comparação com outros 

tipos celulares (KIM et al., 2012). Diversos estudos descreveram maiores taxas de 

recuperação de ápices radiculares em comparação com segmentos centrais após a 

criopreservação (BENSON; HAMILL, 1991; KIM et al., 2012; SALMA et al., 2013).  

O ponto principal para o sucesso de um protocolo de criopreservação baseado em 

vitrificação é a remoção parcial ou completa da água intracelular, por meios físicos e/ou 

químicos de desidratação, para evitar a formação de cristais de gelo. Por essa razão, diferentes 

soluções de vitrificação foram desenvolvidas nos últimos anos, sendo as soluções PVS2 e 

PVS3 as mais comumente utilizadas (SAKAI; ENGELMANN, 2007). A principal diferença 

entre essas soluções é a presença de EG e DMSO na PVS2, duas substâncias crioprotetoras 

capazes de penetrar rapidamente na parede celular e nas membranas celulares. Estes 

crioprotetores, assim como o glicerol e o propileno glicol, induzem o afinamento da 

membrana, provocando uma desordem que resulta na formação espontânea de poros, 

aumentando então a taxa de difusão de outras substâncias crioprotetoras através da membrana. 

Contudo, a presença de DMSO em altas concentrações pode causar a destruição completa da 

membrana (HUGHES et al., 2013; HUGHES; MANCERA, 2014). Portanto, como a PVS3 é 

composta apenas por glicerol e sacarose, é geralmente utilizada como uma alternativa para 

espécies que são mais susceptíveis ao efeito citotóxico do DMSO.   
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A penetração dos crioprotetores também pode ser afetada pela quantidade de 

moléculas de esteróis, como o β-sitosterol e estigmasterol, incorporadas nas membranas de 

células vegetais, uma vez que a presença destes esteróis tem um efeito de condensação nos 

fosfolipídios, levando a um espessamento da membrana (HUGHES et al., 2013). Como o 

balanço entre fosfolipídios e esteróis pode variar substancialmente entre espécies e tecidos, o 

sucesso dos protocolos de criopreservação também depende da interação destes constituintes 

da membrana com as substâncias crioprotetoras presentes na solução de vitrificação, assim 

como suas concentrações, para evitar os seus efeitos citotóxicos (HUGHES et al., 2013; KIM 

et al., 2012). Neste trabalho, a maior porcentagem de recuperação observada após tratamento 

com PVS2, quando comparadas com as obtidas com PVS3, pode estar relacionada à presença 

de DMSO e EG, que permitiram uma penetração mais rápida dos crioprotetores, enquanto que 

PVS3 apresentou apenas um efeito osmótico que levou à ocorrência de plasmólise em todas 

as regiões estudadas, assim como ao aspecto ondulado da parede celular. Além disso, estes 

resultados podem estar associados a composição da membrana de ápices radiculares de P. 

pohlii, que provavelmente permitiram uma melhor interação com DMSO e outras substâncias, 

possibilitando seus efeitos crioprotetores, com baixa toxidez.  

Outro importante aspecto estudado nesta parte do trabalho foi a caracterização 

histológica de danos celulares ocorridos durante as diferentes etapas do processo de 

criopreservação. Esse monitoramento pode ajudar a compreender como células diferentes 

respondem aos estresses de dessecação e resfriamento, como a peroxidação lipídica e a 

ruptura de membranas, resultando em baixas taxas de recuperação após imersão em NL, 

devido ao aumento da produção de ERO (BENSON, 1990). As análises qualitativas realizadas 

neste trabalho permitiram a observação de diferentes alterações celulares, dependendo da 

etapa do processo de vitrificação e nível de desidratação celular. Essas diferenças na resposta 

celular às soluções de vitrificação e à exposição ao NL podem ser atribuídas à localização, 

tamanho e outras características fisiológicas das células (VOLK; CASPERSEN, 2007), uma 

vez que células corticais mais externas foram mais danificadas do que células mais centrais 

(periciclo e cilindro central).   

As maiores taxas de plasmólise em raízes de P. pohlii foram observadas após os 

tratamentos de loading e PVS2, antes e depois da criopreservação. Yap e colaboradores 

(2011) e Salma e colaboradores (2013) também relataram altas taxas de plasmólise após 

tratamento com solução de loading em ápices caulinares de Garcinia cowa e ápices 

radiculares de Rubia akane, respectivamente. Soluções de loading geralmente são compostas 

de glicerol e sacarose, sendo utilizadas em protocolos de vitrificação para induzir tolerância à 
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desidratação e minimizar o estresse osmótico que pode ser associado à exposição a soluções 

de vitrificação (KIM et al., 2012). Portanto, a concentração dos seus constituintes, bem como 

a duração do tratamento de loading pode afetar a recuperação de explantes criopreservados, 

uma vez que altas concentrações de glicerol podem ter efeito citotóxico e induzir danos 

irreversíveis na membrana celular, impedindo a regeneração das células (KIM; LEE, 2012; 

SAKAI; ENGELMANN, 2007).   

Explantes criopreservados tratados com PVS2 apresentaram maiores taxas de 

plasmólise apenas nas células corticais, enquanto as células do periciclo e da endoderme não 

sofreram danos após este tratamento. Estas últimas regiões são caracterizadas pela presença 

de pequenas células meristemáticas, quando comparadas com as células do córtex. A 

sobrevivência de células pequenas após processos de criopreservação foi observada por 

diversos autores, utilizando diferentes tipos de materiais vegetais (RAHMAH et al., 2015; 

NAN et al., 2008; SALMA et al., 2013). Volk e Caspersen (2007) observaram que essas 

células, caracterizadas pela presença de pequenos vacúolos e uma coloração intensa do 

citoplasma, semelhante àquelas observadas no periciclo e cilindro central de raízes de P. 

pohlii, podem ser mais tolerantes ao estresse osmótico causado pela desidratação. De acordo 

com Sorin e colaboradores (2005), a formação de ambas raízes adventícias e raízes laterais 

são iniciadas nas células do periciclo, porém são controladas por diferentes vias regulatórias. 

Deste modo, a sobrevivência destas células permitiu a rápida recuperação e regeneração do 

material, bem como a formação de novas raízes adventícias a partir de explantes expostos às 

diferentes etapas do protocolo de criopreservação utilizando V-Crioplaca, confirmando assim 

a capacidade destas células de tolerar o estresse osmótico causado pelo processo de 

desidratação.   

Embora a criopreservação seja considerada, atualmente, a estratégia mais indicada 

para a conservação em longo prazo de materiais biotecnológicos produtores de substâncias de 

interesse, a implementação de sistemas de monitoramento, principalmente da estabilidade 

molecular e metabólica dos materiais criopreservados, é considerada essencial para o sucesso 

dos protocolos de armazenamento. 

Neste trabalho, a técnica de CCD foi utilizada para avaliar a manutenção da 

capacidade biossintética das raízes submetidas ao processo de criopreservação, 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). Como não foram 

observadas diferenças na produção de saponinas entre as raízes criopreservadas e aquelas 

excisadas de plantas in vitro, pode-se afirmar que o processo de criopreservação não 
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influenciou a estabilidade metabólica das raízes do ponto de vista qualitativo, preservando as 

características do material original.  

Parte dos resultados desta etapa do trabalho constituem o artigo “Histological 

characterization of Passiflora pohlii Mast. root tips cryopreserved using the V-Cryo-

plate technique”, publicado no periódico Protoplasma.   
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5  AVALIAÇÃO DO POTENCIAL ANTIBACTERIANO DE Passiflora pohlii Mast.:        

COMPARAÇÃO COM ESPÉCIES DOS SUBGÊNEROS DECALOBA E PASSIFLORA 

 

 

Introdução 

 

Em países tropicais, os principais agentes causadores de doenças em humanos e animais 

são bactérias, fungos, vírus e nematoides, responsáveis por mais de 85% dos casos de óbitos. 

Entretanto, o uso indiscriminado de drogas antibióticas sintéticas para o tratamento dessas 

doenças está levando a um aumento no número de microrganismos resistentes. Além disso, a 

globalização levou a um aumento na mobilidade humana e do comércio em todo o mundo, o 

que vem contribuindo significativamente para a rápida disseminação de agentes infecciosos, 

incluindo aqueles resistentes a medicamentos (OMS, 2010).  

Uma vez que plantas medicinais podem constituir uma fonte alternativa de novos 

agentes antibióticos, diversos estudos têm sido realizados visando à descoberta de novas 

drogas, através da investigação do potencial de substâncias bioativas derivadas de plantas para 

o tratamento de várias doenças infecciosas (BAX et al., 2000; PAN et al., 2009). Muitas 

dessas substâncias já vem sendo utilizadas atualmente pela indústria farmacêutica, totalizando 

cerca de ¼ de todos os fármacos prescritos em países industrializados. Além disso, de acordo 

com a Organização Mundial de Saúde (OMS), 11% das 252 drogas consideradas básicas e 

essenciais são exclusivamente derivadas de plantas (OMS, 2010; OKSMAN-CALDENTEY; 

INZÉ, 2004; RATES 2001). Outro aspecto importante a ser considerado é que, em alguns 

casos, os substitutos sintéticos para essas substâncias não possuem a mesma eficácia e 

especificidade farmacológica que o fármaco original, para o tratamento de uma doença 

específica (OKSMAN-CALDENTEY; INZÉ, 2004; RAMACHANDRA; RAVISHANKAR, 

2002). 

O gênero Passiflora é uma conhecida fonte de substâncias bioativas, como alcaloides, 

saponinas e flavonoides, já bastante exploradas para uso humano, devido ao seu amplo 

potencial farmacológico (DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004). Trabalhos anteriores 

com espécies do gênero descreveram a atividade antibacteriana de diferentes materiais obtidos 

de plantas cultivadas em condições naturais (BABY et al., 2010; BENDINI et al., 2006; 

JOHNSON; MARIDASS; IRUDAYARAJ, 2008; MOHANASUNDARI et al., 2007). Nesta 

parte do trabalho, o potencial antibacteriano de plantas de P. pohlii cultivadas in vitro foi 
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investigado, em comparação com o de outras três espécies do gênero, P. alata, P. foetida e P. 

suberosa, pertencentes aos subgêneros Decaloba e Passiflora.  

Passiflora alata Curtis, conhecida popularmente como maracujá-doce, pertence 

subgênero Passiflora e é uma das três espécies mais comercializadas de maracujá no Brasil 

(Figura 24) (JUNQUEIRA et al., 2005; ULMER; MACDOUGAL, 2004). É uma espécie 

nativa da América do Sul, com ampla distribuição no Brasil (BERNACCI et al., 2015). Além 

do potencial agronômico, P. alata possui também grande potencial medicinal, sendo incluída 

na Farmacopeia Brasileira. Suas folhas são utilizadas como matéria-prima para fitoterápicos 

comerciais para o tratamento de ansiedade (OLIVEIRA; CAMPOS; SILVA, 2015), e pela 

indústria de cosméticos, na composição de cremes que retardam o envelhecimento da pele. 

Extratos de diferentes partes da planta demonstraram atividade sedativa, ansiolítica, 

analgésica, antioxidante, anti-inflamatória, entre outras (COLOMEU et al., 2014; DHAWAN; 

DHAWAN; SHARMA, 2004; FIGUEREDO et al., 2016; LUGATO et al., 2014; MOREIRA  

et  al.,  2011; OGA et al., 1984; PROVENSI et al., 2008; REGINATTO et al., 2006; 

RUDNICKI et al., 2007; ZERAIK et al., 2011). Além disso, estudos fitoquímicos resultaram 

na identificação de, principalmente, flavonoides e saponinas em diversas partes da planta, 

incluindo folhas e raízes (DOYAMA et al., 2005; MORAES et al., 1997; REGINATTO et al. 

2001; ZUCOLOTTO et al., 2012). 

 

 

 

  Legenda: A) Hábito (www.doconversations.wordpress.com). B) Flor. 

(www.panoramio.com) C) Fruto. (www.ciprest.com.br). 

 

Figura 24 - Passiflora alata Curtis 
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Passiflora foetida L., popularmente conhecida como maracujá-de-estalo, maracujá-do-

mato ou maracujá-de-papoco (Figura 25) (NUNES; QUEIROZ, 2001), pertence ao subgênero 

Passiflora e apresenta ampla distribuição geográfica, ocorrendo principalmente em regiões de 

clima tropical (BERNACCI et al., 2015). É uma espécie amplamente utilizada na medicina 

popular, principalmente no tratamento de ansiedade, insônia asma e doenças de pele 

(DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004; NUNES; QUEIROZ, 2001). Além disso, estudos 

farmacológicos descreveram atividade analgésica (CHAN BASHA et al., 2008) e 

antibacteriana em extratos de folhas, frutos e raízes, confirmando seu uso popular no 

tratamento de diferentes tipos de infecção (BABY et al., 2010; CHAN BASHA et al., 2008; 

MOHANASUNDARI et al., 2007). Seus principais fitoconstituintes são alcaloides, fenóis, 

flavonoides e glicosídeos (DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004).  

 

 

Figura 25 - Passiflora foetida L. 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Legenda: A) Flor. B) Fruto.  

Fonte: http://www.plantsofperfection.com. 

 

 

Passiflora suberosa L. pertence ao subgênero Decaloba e possui um grande potencial 

agronômico devido à sua tolerância a vírus, fungos e agentes patogênicos do solo que causam 

danos às culturas de maracujá (GARDNER, 1989; JUNQUEIRA et al. 2005). Esta espécie 

também é usada como planta ornamental, devido ao pequeno tamanho de suas frutas e flores 

(Figura 26) (ULMER; MACDOUGAL, 2004). Suas folhas são comumente utilizadas na 

medicina popular como sedativo e para o tratamento de hipertensão, diabetes e doenças da 

pele (MILLER, 1998). Estudos farmacológicos recentes demonstraram atividades 

hipoglicemiante, hipolipidemica (SUDASINGHE; PEIRIS, 2018), antibacteriana, 

antioxidante e citotóxica (BANDARA; PADUMADASA, PEIRIS, 2018).  

a b A B 

http://www.plantsofperfection.com/
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Figura 26 - Passiflora suberosa L.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A) Flor. B) Fruto.  

Fonte: http://www.plantsofperfection.com.  

 

 

O objetivo desta parte do trabalho foi investigar a associação entre a presença de 

flavonoides e saponinas e o potencial antibacteriano de plantas in vitro de P. pohlii, em 

comparação outras três espécies do gênero: P. alata, P. foetida e P. suberosa. 

 

 

 

5.1 Material e Métodos  

 

5.1.1 Preparo de extratos vegetais 

 

Para as análises cromatográficas e avaliação da atividade antibacteriana foram 

preparados extratos de folhas e raízes de plantas mantidas in vitro de P. pohlii, P. alata, P. 

foetida e P. suberosa, de acordo com a metodologia descrita anteriormente (item 3.2.2). A 

ressuspensão dos extratos foi realizada em metanol, com auxílio de ultrassom. 

 

 

5.1.2. Cromatografia em Camada Delgada (CCD) 

                                                                                 

Para a caracterização fitoquímica dos extratos, foram utilizados diferentes sistemas de 

CCD, como descritos anteriormente no item 4.2.4.2.  

 

 

A B 

http://www.plantsofperfection.com/
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5.1.3 Atividade antibacteriana 

 

A análise do potencial antibacteriano dos extratos foi realizada utilizando o método de 

diluição em ágar (macrodiluição) descrito por Soberón e colaboradores (2007), com 

modificações (BARBOZA et al., 2015). Para isso, foram utilizadas 20 cepas bacterianas 

(Quadro 6), Gram-positivas e Gram-negativas, provenientes da American Type Culture 

Collection (ATCC, Rockville, MD, EUA) e da coleção do Departamento de Microbiologia, 

Imunologia e Parasitologia da UERJ. As cepas dos estoques foram previamente inoculadas 

em tubos de ensaio de 15 x 100 mm contendo cerca de 3 mL de meio Mueller-Hinton Broth 

(MHB, Oxoid, Ltda.) e mantidas em estufa a 37ºC, por 18 h.  

Os extratos foram solubilizados em 20 mL de meio Mueller-Hinton Ágar (MHA, 

Oxoid Ltda.), obtendo as concentrações de 500 e 1000 μg.mL-1 e distribuídos em placas de 

Petri. Após solidificação do meio, 2 μL de cada suspensão bacteriana foram aplicados nas 

placas, em duplicata. Após 24 h de incubação em estufa a 37ºC, o crescimento das colônias 

foi observado e comparado com as placas controles contendo apenas MHA sem extratos 

(controle positivo) e MHA + DMSO a 0,5% (controle negativo). Os experimentos foram 

repetidos três vezes para cada extrato.  

As concentrações inibitória mínima (CIM), bactericida mínima (CBM) e a inibitória 

de 50% do crescimento bacteriano (CI50) foram determinadas pelo método de diluição em 

placa de 96 poços. Para a realização destes ensaios, foram utilizadas apenas as cepas que 

apresentaram inibição do crescimento no ensaio de macrodiluição descrito acima. 

As suspensões bacterianas foram padronizadas e ajustadas para 0.5 na escala de 

McFarland. Em seguida, foram incubadas em meio MHB a 37ºC por 18 h, e ajustadas para 

0.14 nm de densidade óptica (D.O.), a 580 nm. Destas suspensões, 100 µL foram adicionados 

a placas de 96 poços, juntamente com 100 µL de soluções com diferentes concentrações dos 

extratos (100 – 1500 µg.mL-1), em quadruplicatas, com incubação por 18 h a 37ºC. Após esse 

período, 2 µL de cada de cada suspensão foram semeados em placas de Petri contendo meio 

MHA, seguindo-se uma incubação a 37ºC por 18 h, para avaliação de CBM. As placas foram 

analisadas em leitor de microplacas a 492 nm e as absorbâncias obtidas foram utilizadas para 

estabelecer CIM e calcular o CI50 por regressão não-linear, utilizando o software GraphPad 

Prism®.  

Para eliminar a possível influência da cor dos extratos, três poços contendo apenas os 

extratos nas diferentes concentrações foram analisados em cada ensaio. O valor da média de 
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cada triplicata foi descontado dos valores de absorbância obtidos, para a avalição de CIM e 

CI50.  

Os controles experimentais utilizados foram determinados por suspensões bacterianas 

adicionadas a poços contendo meio MHB sem extratos (controle positivo) e em meio MHB 

contendo DMSO a 0,5% (controle negativo). Cada experimento foi repetido por quatro vezes 

e todos os materiais e meios de cultura foram previamente esterilizados a 121ºC por 20 

minutos. 

Esses ensaios foram realizados no Departamento de Microbiologia, Imunologia e 

Parasitologia da UERJ, sob a orientação da Profa. Dra. Ana Claudia de Paula Rosa Ignácio. 

Quadro 6 - Cepas bacterianas utilizadas para a avaliação da atividade antibacteriana 

de extratos de materiais in vitro das espécies de Passiflora 

 

 

 

 

  

 Espécies Cepas 

Gram-

positivas 

Bacillus thurigiensis (ATCC 33679) 

Enterococcus faecalis (29212) 

Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 

Staphylococcus simulans (ATCC 27851) 

Staphylococcus saprophyticus (ATCC 15305) 

Streptococcus pyogenes (ATCC 8668) 

Gram-

negativas 

Aeromonas caviae (ATCC 15468) 

Aeromonas hydrophila (ATCC 7966) 

Citrobacter freundii (ATCC 12241) 

Escherichia coli (17-2) 

Escherichia coli (ATCC 25922) 

Escherichia coli (ATCC 35218) 

Escherichia coli K-12 (HB 101) 

Escherichia coli K-12 (C600) 

Enteroaggregative E. coli (EAEC 042) 

Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603) 

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) 

Salmonella typhimurium (C20) 

Serratia marcescens (7145) 

Shigella sonnei (ATCC 25931) 
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5.2 Resultados 

 

5.2.1 Análises cromatográficas 

 

 Foi observada a presença de flavonoides e saponinas nas análises de CCD dos extratos 

de folhas e raízes de plantas mantidas in vitro das quatro espécies de Passiflora estudadas.   

 Bandas características de flavonoides foram observadas apenas em extratos de folhas 

das quatro espécies estudadas. Entretanto, cada extrato apresentou um perfil cromatográfico 

distinto (Figura 27). Extratos de folhas de P. pohlii e P. foetida apresentaram bandas verdes 

fluorescentes (RF = 0.35 e 0.43, respectivamente), enquanto o extrato de folhas de P. alata 

apresentou duas bandas majoritárias, uma verde fluorescente (RF = 0.42) e uma alaranjada (RF 

= 0.38). O extrato de folhas de P. suberosa apresentou três bandas de cor laranja clara (RF = 

0.28, 0.40 e 0.63), e uma banda de cor azul fluorescente (RF = 0.86), que não foi observada 

em nenhuma das outras espécies (Figura 27). 

 

Figura 27 - Perfil cromatográfico para identificação de flavonoides 

em extratos de folhas e raízes excisadas de plantas in vitro de 

quatro espécies de Passiflora  

 

Legenda: 1 - 4) Folhas de: 1) P. alata; 2) P. pohlii; 3) P. suberosa; 4) P. foetida. 

5 – 8) Raízes de: 5) P. alata; 6) P. pohlii; 7) P. suberosa; 8) P. 

foetida. Fase móvel: AcOEt:ácido formico:AcOH:H2O (100:11:11:26, 

v/v). Visualização: NP/PEG 4000/UV365nm. Setas indicam os valores 

de RF. 
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Bandas indicativas de saponinas foram detectadas nos extratos das quatro espécies 

analisadas, caracterizadas por bandas de cor laranja, roxa e castanho escuro (Figura 28). 

Folhas de P. suberosa, P. foetida e P. alata apresentaram bandas similares de cor roxa (RF = 

0.48), sugerindo se tratar da mesma substância. Quatro bandas de cor castanho escuro e 

mesmo valor de RF (0.34) foram observadas nos extratos das quatro espécies. Raízes de P. 

alata, P. pohlii e P. foetida também apresentaram bandas de cor cinza, com o mesmo valor de 

RF (0.27).  

 

 

Figura 28 - Perfil cromatográfico para identificação de saponinas em extratos de folhas e 

raízes excisadas de plantas in vitro de quatro espécies de Passiflora 

 

Legenda: 1 – 4) Folhas de: 1) P. alata; 2) P. pohlii; 3) P. suberosa; 4) P. foetida. 5 – 8) Raízes de: 5) P. alata; 6) 

P. pohlii; 7) P. suberosa; 8) P. foetida. Fase móvel: CHCl3:AcOH:MeOH:H2O (60:32:12:8, v/v). 

Visualização: anisaldeido-H2SO4/aquecimento (100ºC). Setas indicam os valores de RF. 

 

 

5.2.2. Avaliação da atividade antibacteriana 

 

O potencial antibacteriano de extratos de folhas e raízes de plantas propagadas in vitro 

de P. pohlii e de outras três espécies de Passiflora foi avaliado pelo ensaio de macrodiluição. 

Extratos de folhas e raízes de P. pohlii levaram a um aumento do crescimento em todas as 

cepas testas, com exceção de Streptococcus pyogenes, que apresentou um crescimento 

semelhante ao controle. Já os extratos de P. suberosa não alteraram o crescimento das 20 

cepas testadas (Tabela 5). 
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Os extratos de folhas e raízes de P. alata e P. foetida proporcionaram uma inibição 

seletiva do crescimento de apenas duas cepas, Bacillus thuringiensis (ATCC33697) e 

Streptococcus pyogenes (ATCC 8668). Além disso, extratos de raízes de P. alata também 

reduziram o crescimento de Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). Por outro lado, um 

aumento no crescimento de quase todas as outras cepas foi observado em resposta aos 

extratos de folhas de P. alata e folhas e raízes de P. foetida, quando comparadas ao controle 

(Tabela 5).  

Tabela 5 - Avaliação da atividade antibacteriana de extratos (1000 µg.mL-1) de materiais 

obtidos in vitro de quatro espécies de Passiflora utilizando o método de macrodiluição 

A= aumento; R = redução, I = inibição. Traço = crescimento semelhante ao controle em MHA. 

 

 

 

 

Gram-

positivas 

Cepas 

P. pohlii P. suberosa P. alata P. foetida 

Folhas Raízes Folhas Raízes Folhas Raízes Folhas Raízes 

B. thurigiensis A A - - I I I I 

E. faecalis A A - - A - A A 

S. aureus A A - - A - A A 

S. simulans A A - - A - A A 

S. saprophyticus A A - - A - A A 

S. pyogenes - - - - I I I I 

Gram-

negativas 

A. caviae A A - - A - A A 

A. hydrophila A A - - A - - A 

C. freundii A A - - A - A A 

E. coli (17-2) A A - - A - A A 

E. coli (ATCC 

25922) 
A A - - A - A A 

E. coli (ATCC 

35218) 
A A - - A - A A 

E. coli K-12 

(HB 101) 
A A - - A - A A 

E. coli K-12 

(C600) 
A A - - A - A A 

E. coli (EAEC 

042) 
A A - - A - - A 

K. pneumoniae A A - - A - - A 

P. aeruginosa A A - - - R - - 

S. typhimurium A A - - A - A A 

S. marcescens A A - - A - A A 

S. sonnei A A - - A - A A 
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Com base nestes resultados, os extratos de folhas e raízes de plantas de P. alata e P. 

foetida mantidas in vitro foram testados para CIM, CBM e CI50, avaliando o crescimento das 

cepas de B. thuringiensis e S. pyogenes (Tabela 6).  

Extratos de raízes de P. alata apresentaram o menor valor de CI50 para as duas cepas, 

quando comparado com os outros extratos testados, com valores de 28,98 µg.mL-1 para S. 

pyogenes e 9,08 µg.mL-1 para B. thuringiensis. Extratos de raízes de P. alata e P. foetida 

apresentaram o menor valor de CIM para as duas cepas, com valores abaixo de 100 µg.mL-1 . 

O melhor resultado de CBM para S. pyogenes foi obtido com o extrato de raízes de P. foetida, 

com valores abaixo de 250 µg.mL-1 . Para B. thuringiensis, o menor valor de CBM foi 

observado nos tratamentos com folhas de P. foetida¸ sendo necessários valores abaixo de 500 

µg.mL-1 para se observar atividade bactericida  (Tabela 6).  

 

 

 

Tabela 6- Avaliação das concentrações inibitória de 50% do crescimento bacteriano (CI50), 

inibitória mínima (CIM) e bactericida mínima (CBM) de extratos de folhas e raízes obtidas de 

plantas mantidas in vitro de P. alata e P. foetida 

 

Extratos 

Streptococcus pyogenes Bacillus thuringiensis 

CI50 CIM CBM CI50 CIM CBM 

P. alata 

Folhas 488 >750 1000 75,67 >250 >1000 

Raízes 28,98 >100 500 9,08 >100 750 

P. foetida 

Folhas 104,74 >250 >500 75,3 >250 >500 

Raízes 36,89 >100 >250 37,51 >100 500 

 

 

 

5.3  Discussão 

 

Como espécies de Passiflora têm sido amplamente utilizadas na medicina popular 

para o tratamento de diversas enfermidades, vários trabalhos têm investigado a composição 

fitoquímica e o potencial farmacológico de diferentes partes das suas plantas nos últimos 
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anos. Neste trabalho, foi investigada, pela primeira vez no gênero, a associação entre a 

presença de flavonoides e saponinas e o potencial antibacteriano de plantas in vitro de P. 

pohlii, em comparação com outras três espécies do gênero.  

O perfil cromatográfico de flavonoides encontrados nos extratos de folhas de plantas 

in vitro de P. pohlii foi similar ao observado por Simão (2015), sem diferenças entre materiais 

in vitro e in vivo. Para P. alata, P. foetida e P. suberosa, o perfil de flavonoides obtido neste 

trabalho foi similar ao observado por Birk e colaboradores (2005), nos extratos de partes 

aéreas de plantas destas três espécies mantidas em condições naturais. 

Apesar de flavonoides serem as substâncias mais descritas no gênero, saponinas 

também têm sido descritas em algumas espécies de Passiflora. Em folhas de P. alata, por 

exemplo, já foram identificadas cinco diferentes saponinas, sendo uma do tipo esteroide 

glicosídeo e quatro triterpênicas (REGINATTO et al., 2001). O teor da saponina majoritária, 

denominada quadrangulosídeo, foi determinado como 22,2% (m/m) do extrato aquoso, 

correspondendo a 8,2% (m/m) das folhas secas (REGINATTO et al., 2004). Birk e 

colaboradores (2005) e Boeira e colaboradores (2010) também evidenciaram a presença de 

saponinas em extratos etanólicos de folhas de P. alata utilizando técnicas cromatográficas. 

Além disso, saponinas também já foram detectadas em diferentes materiais vegetais de P. 

pohlii, incluindo folhas e raízes de plantas mantidas in vivo e produzidas in vitro (SIMÃO, 

2015; SIMÃO et al., 2016), e raízes submetidas à criopreservação, como descrito neste 

trabalho (item 5).  

  Trabalhos anteriores com espécies do gênero descreveram atividade antibacteriana de 

extratos de diferentes materiais obtidos de plantas cultivadas em condições naturais, 

utilizando diferentes métodos de avaliação. Birner e Nicolls (1973) apontaram a presença de 

passicol, uma substância com atividade antimicrobiana, em extratos de P. molissima. 

Diversos estudos com P. foetida, que assim como P. alata pertence ao subgênero Passiflora, 

descreveram atividade de extratos de diferentes materiais, incluindo raízes, contra cepas 

Gram-positivas e Gram-negativas (BABY et al., 2010; BENDINI et al., 2006; 

MOHANASUNDARI et al., 2007). Bendini e colaboradores (2006) observaram uma grande 

atividade antimicrobiana nos extratos de folhas de P. foetida. Mohanasundari e colaboradores 

(2007) observaram o efeito de extratos de folhas e frutos contra cepas de Pseudomonas 

putida, Vibrio cholerae, Shigella flexneri e Streptococcus pyogenes utilizando o método de 

difusão em ágar. Extratos de raízes foram testados utilizando o método de difusão de disco de 

Kirby-Bauer contra Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis, Klebisiella pneumoniae, 

Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli (BABY et al., 2010). Ao contrário do observado 
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neste trabalho, esses estudos apontam melhores resultados de atividade antibacteriana contra 

cepas Gram-negativas.     

O potencial antibacteriano de extratos derivados de diferentes espécies de plantas tem 

sido associado à presença de metabólitos secundários (BUKKE; HADI; PRODUTUR, 2015; 

DZOTAM; TOUANI; KUETE, 2016). No gênero Passiflora, Ramaiya, Bujang e Zakaria 

(2014) relacionaram a maior quantidade de compostos fenólicos em extratos metanólicos de 

folhas e caules de P. quandrangularis, P. maliformis e P. edulis com o potencial 

antibacteriano, sendo os melhores resultados observados em cepas Gram-positivas. A 

produção de fenóis, flavonoides e taninos, assim como a avaliação do potencial antibacteriano 

de extratos de P. alata preparados com diferentes solventes também foi avaliada por Vasic e 

colaboradores (2012). O extrato em acetato de etila apresentou maior atividade antibacteriana 

quando comparado com outros extratos testados, especialmente contra cepas Gram-positivas. 

Entretanto, como baixas concentrações de fenóis e flavonoides foram detectadas nesse 

extrato, foi sugerido que a atividade antibacteriana não está relacionada a estas substâncias. 

Johnson e colaboradores (2008) também atribuíram as altas taxas de inibição de 

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebisiella aerogenes, Aeromonas sps, 

Serratia e Escherichia coli provocadas por extratos clorofórmicos de calos de P. edulis à 

presença de diversas substâncias, incluindo saponinas, flavonoides, taninos e alcaloides.  

O potencial antibacteriano de extratos de raízes e folhas excisadas de plantas in 

vitro de P. alata e P. foetida observado neste trabalho pode estar relacionado à presença de 

substâncias restritas à espécies do subgênero Passiflora, indicando uma forte influência 

genotípica, uma vez que os perfis cromatográficos dessas espécies diferiram daqueles dos 

materiais in vitro de P. pohlii e P. suberosa, pertencentes ao subgênero Decaloba, que não 

apresentaram atividade antibacteriana. Porém, ainda há a necessidade de mais estudos 

visando, principalmente, ao isolamento e à identificação das substâncias bioativas presentes 

nos extratos das diferentes espécies.  

 

Estes resultados constituem o artigo “A comparative study of phytoconstituents and 

antibacterial activity of in vitro derived materials of four Passiflora species”, publicado 

no periódico “Anais da Academia Brasileira de Ciências”. 
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CONCLUSÕES 

 

A partir dos diferentes estudos desenvolvidos neste trabalho com a espécie Passiflora 

pohlii Mast., podemos concluir que: 

  

• As análises por RMN permitiram a elucidação estrutural e a identificação dos 

flavonoides presentes nos extratos de folhas de plantas de P. pohlii mantidas em 

condições naturais como sendo os isômeros iso-spinosina e spinosina; 

 

• Calos friáveis obtidos a partir de segmentos foliares cultivados na presença de PIC e 

elevadas concentrações de sacarose apresentaram a produção de substâncias fenólicas 

com atividade antioxidante; 

 

• A eficiência da técnica de V-Crioplaca associada ao uso de PVS2 para a 

criopreservação de segmentos radiculares foi comprovada pela capacidade de reversão 

dos danos estruturais durante o processo, pelas altas taxas de recuperação obtidas e pela 

manutenção da capacidade biossintética das raízes criopreservadas; 

 

• Extratos de folhas e raízes excisadas de plantas in vitro de P. pohlii promoveram um 

aumento no crescimento da maioria das cepas bacterianas testadas, ao contrário do 

observado nas outras espécies de Passiflora avaliadas, indicando uma forte influência 

genotípica. 
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PERSPECTIVAS 

 

• Avaliar o potencial farmacológico dos flavonoides spinosina e iso-spinosina 

encontrados nos extratos de folhas de P. pohlii; 

 

• Identificar as substâncias fenólicas produzidas pelos calos friáveis derivados de 

explantes foliares; 

 

• Desenvolver um protocolo eficiente para a criopreservação de calos friáveis derivados 

de explantes foliares, utilizando as técnicas de encapsulamento-vitrificação e 

encapsulamento-desidratação; 

 

• Identificar as substâncias produzidas pelas raízes de plantas in vitro e avaliar seu 

potencial farmacológico. 
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